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RESUMEN

Los helmintos parasitos son un grupo de organismos que a pesar de su heterogeneidad
presentan propiedades comunes que los han llevado a obtener beneficios que facilitan su
establecimiento y permanencia en los hospederos. Como la generalidad de los helmintos,
Taenia crassiceps, el causante de la cisticercosis murina, induce en su hospedero una
respuesta polarizada hacia un perfil Th2, dando lugar a una linfoproliferacién inhibida a
estimulos antigeno-especificos o inespecificos. En las etapas tempranas de la infeccion
(menor a 4 semanas) se observa una respuesta inmune Th1 con concentraciones altas de
interleucina (IL) 12, Interferon gamma (IFN-y), 6xido nitrico (NO) e inmunoglobulina (Ig) G2a,
que es reemplazada por una respuesta Th2 con concentraciones altas de IL-4, IL-13, IgG1 e
IgE en la fase cronica de la infeccidon (mayor a 4 semanas). El cambio hacia el perfil Th2,
correlaciona con el aumento en la carga parasitaria, lo que ha sugerido una susceptibilidad

asociada a esta respuesta y una posible resistencia mediada por la respuesta inmune Th1.

La respuesta Th2 parece ser inducida a través de la sefalizacién por STAT6 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 6), ya que ratones STAT67/ restringen de manera
mas eficiente el crecimiento de T. crassiceps que los STAT6"/* y esta resistencia coincide con
el mantenimiento de la respuesta tipo Th1 y la presencia de macrofagos clasicamente
activados (caM¢) en la fase cronica de la enfermedad. De hecho, la susceptibilidad mediada
por STAT6 se relaciona al menos parcialmente con la inhibicién de la produccion de NO por
los M¢. EI NO participa en la repuesta clasica de los M¢ y su produccion depende
importantemente del factor de transcripcion STAT1 el cual también participa en la respuesta
por IFN-y y en el desarrollo del perfil Th1. En este trabajo se analizé la participacion de STAT1

en la regulacion de la respuesta inmune generada por la infeccion con T. crassiceps.

Una caracteristica importante que demuestra este trabajo, es la disminucién en la capacidad
de los aaM¢ de ratones susceptibles BALB/c de infecciones cronicas con T. crassiceps para
fosforilar STAT1 frente al estimulo con IFN-y, mientras que la fosforilacién de STAT1 en los
M¢ peritoneales de ratones C57BL/6, resistente a la infeccidn, no se observé disminuida. Por
otro lado, la exposicion de M¢ peritoneales de ratones BALB/c no infectados a los productos
de excrecion/secrecion del parasito (TCES) logré emular la disminucion de la fosforilacion de
STAT1. Es importante sefalar que este fendmeno no se trata de una abolicion generalizada
de la via JAK/STAT, ya que la activacion de STAT6 en respuesta a IL-4 no fue afectada en

estas mismas células. El efecto regulador de la fosforilacién de STAT1 en los M¢ de ratones



infectados cronicamente con T. crassiceps y en los expuestos a TcES parece estar mediado
por la fosfatasa SHP-1, ya que ambos estimulos indujeron su sobreexpresién; mientras que el
uso del inhibidor de fosfatasas, ortovanadato de sodio, facilitd el restablecimiento de la
fosforilacion de STAT1 en estos M¢. Lo que sugiere una modulacién de la actividad de STAT1
inducida por la infeccidon con T. crassiceps y sus moléculas de secrecion. Este es el primer
reporte en infecciones por helmintos en el que se describe esta via de inmunomodulacién.
Mas aun, se encontraron efectos similares en células humanas (leucocitos) que fueron
expuestas in vitro a TcES, lo que indica que el efecto regulador de los TcES no es exclusivo

del hospedero natural.

Posteriormente se determiné el papel de la molécula STAT1 in vivo durante la infeccion con T.
crassiceps. Los datos encontrados indican que el papel de STAT1 es mucho mas complejo de
lo que se conoce, ya que cuando ratones STAT17/ de fondo genético BALB/c se retaron con
10 metacéstodos de T. crassiceps, presentaron una mayor resistencia a la infeccién que los
ratones WT, al desarrollar hasta 50% menos carga parasitara a pesar de presentar una
respuesta inmune Th1 disminuida, como se determind por los niveles de anticuerpos
especificos en circulacion. Otra observacion importante fue que la infeccion crénica con T.
crassiceps no logré inducir completamente un perfil alternativo en los M¢ de los ratones
STAT17/. Esto significa que, si bien los M¢ peritoneales obtenidos de ratones STAT17/
expresaron genes asociados a la activacion alternativa, como Fizz1 y Ym1, no expresaron
proteinas de membrana asociadas con el perfil alternativo como PD-L1, PD-L2 y MMR, lo que
sugiere una participacion directa o indirecta de STAT1 en la polarizacion alternativa de los M¢.
Ademas de las diferencias encontradas en los M¢, los ratones STAT17/ presentaron un
reclutamiento de células mieloides diferente a los WT en las etapas muy tempranas de la
infeccidn. Mientras que en los ratones WT, T. crassiceps indujo de manera importante el
reclutamiento de células monociticas Ly6C"* en el peritoneo, en los ratones STAT17/ estas
células practicamente no se reclutaron, siendo las Ly6G* (granulocitos) las que se reclutaron
de manera importante. La diferencia en el reclutamiento de células inmunes innatas puede ser
responsable en algun grado de la menor susceptibilidad observada en los ratones STAT17/.
Posiblemente las células LyC6", generalmente consideradas como monocitos inflamatorios,
puedan dar origen a los aaM¢, y ante la ausencia de éstos, se incremente la resistencia a T.
crassiceps. Nuestros datos en conjunto sugieren que STAT1 no solo es importante en el
desarrollo de la respuesta Th1 y la activacion clasica de los macrofagos, sino que su
participacién en otros procesos inmunoldgicos es un tema que aun falta por comprender

completamente, especialmente en infecciones por helmintos.



Abstract

Helminths are a diverse group of organisms with the interesting ability to modulate the host
immune system, triggering a permissive environment in their hosts that allows them to survive.
As most helminths , Taenia crassiceps, the responsible of murine cysticercosis, induces in the
host a polarized Th2 immune profile resulting in an impaired lymphocyte-proliferative response
to parasitic and unrelated antigens. T. crassiceps-infected BALB/c mice develop an initial (less
than 4 weeks) but brief Th1-like response with high concentrations of interleukin (IL) 12,
Interferon gamma (IFN-y), nitric oxide (NO) and Immunoglobulin (Ig) G2a, which is replaced by
a strong Th2-biased response with high concentrations of IL-4, IL-13, IgG1 and IgE in the
chronic stage of infection (after 4 weeks), accompanied with a strong recruitment of aaM¢. The
switch to a Th2 immune response correlates with an increase in the parasite load. These
observations suggest that susceptibility to T. crassiceps can be related to a Th2-like response

while a Th1 immune response can be associated with resistance.

The Th2 immune response seems to be induced through STAT6 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 6) signaling, since STAT6/ mice restrict more efficiently the
development of T. crassiceps than STAT6'/" mice, and this resistance agree with the
maintenance of Th1 immune response and the presence of classically activated macrophages
(caMo) in the chronic stage of infection. In fact, susceptibility mediated by STAT6 is related, at
least partially, with the inhibition of NO production in macrophages. Nitric oxide participates in
the classic macrophage response and its production is significantly STAT1-dependent. STAT1
also participates in the response to IFN-y and in the development of the Th1 immune prolife. In
this work the participation of STAT1 in the regulation of the immune response generated by T.

crassiceps was analyzed.

An important feature demonstrated in this work is the diminished capacity of the aaM¢ of
susceptible BALB/c mice obtained from chronic T. crassiceps infection to phosphorylate
STAT1 when are stimulated with IFN-y, while STAT1 phosphorylation in C57BL/6 resistant
mice was not affected. Furthermore, naive peritoneal macrophages from BALB/c mice
exposed to T. crassiceps excreted/secreted products (TcES) displayed a significant defect in
IFN-y-mediated STAT1 phosphorylation. This effect was not due to a global inhibition of
STATs activity, as macrophages from T. crassiceps-infected mice responded to IL-4 treatment
with higher levels of STAT6 phosphorylation than macrophages from naive mice. The

regulatory effect on STAT1 phosphorylation in macrophages from chronically T. crassiceps



infected mice and in the macrophages exposed to TcES, seems to be mediated by the
phosphatase SHP-1 since both stimuli induced SHP-1 overexpression and the usage of the
phosphatase inhibitor, sodium orthovanadate, facilitated the recovery of STAT1
phosphorylation in this macrophages; suggesting a modulation in the activity of STAT1
induced by the infection with T. crassiceps or its excretory/secretory molecules. This is the first
report showing that a helminth infection or helminth-derived products are able to inhibit IFN-y
signaling in macrophages by blocking STAT1 phosphorylation. Importantly, peripheral blood
mononuclear (PBMC) from healthy individuals exposed in vitro to TCES were also susceptible
to the TcES-induced down-regulation of STAT1 phosphorylation, indicating that the regulatory

effect of TCES is not unique to natural host.

Afterward the role of STAT1 in vivo during T. crassiceps infection was determined. The data
found indicate that the role of STAT1 is far more complex than what is known, as STAT17/
mice in a BALB/c genetic background were challenged with 10 T. crassiceps metacestodes,
displayed a greater resistance to infection than WT mice, developing up to 50% less parasite
burden despite having a diminished Th1 immune response, as determined by the levels of
specific antibodies in circulation. Another important observation was that chronic infection with
T. crassiceps failed to induce a completely alternative profile in M¢ from STAT17/ mice. Which
means that while peritoneal M¢ obtained from STAT17/ mice did express genes associated
with alternative activation, such as FIZZ1 and Ym1, they did not express membrane proteins
associated with the alternate profile such as PD-L1, PD-L2 and MMR, suggesting a direct or
indirect participation of STAT1 in alternative macrophages polarization. In addition to the
differences found in the M¢, STAT1/ mice showed different myeloid cell recruitment
compared with WT mice in the very early stages of infection. While in WT mice, T. crassiceps
induced a significantly monocytic Ly6C" recruitment in the peritoneum, in STAT17/ mice these
cells were almost absent, while the Ly6G" cells (granulocytes) were significantly recruited. The
difference in the recruitment of innate immune cells may be responsible of the reduced
susceptibility observed in STAT1/ mice. Possibly LyC6" cells, generally regarded as
inflammatory monocytes, may give rise to aaM¢, and in the absence of these cells, resistance
to T. crassiceps is increased. Our data suggest that STAT1 is not only important in the
development of the Th1 response and classical activation of macrophages, but its participation
in other immunological processes is an issue that remains to be fully understood, especially in

helminth infections.



GENERALIDADES
REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE POR HELMINTOS.

Los helmintos parasitos son un grupo de organismos multicelulares capaces de vivir por
décadas dentro de su hospedero humano (Maizels and Yazdanbakhsh 2003). Presentan gran
importancia clinica ya que afectan a mas de dos billones de personas alrededor del mundo, y
son responsables de importantes problemas de salud y morbilidad (Maizels and
Yazdanbakhsh 2003). Estos parasitos presentan diferentes caracteristicas morfoldgicas entre
los diversos grupos que lo conforman que son los cestodos o gusanos planos, gusanos

cilindricos o nematodos y los trematodos (Loverde et al. 2002).

A pesar de tratarse de un grupo heterogéneo, éstos parasitos comparten caracteristicas
importantes como la modulacion que ejercen sobre el sistema inmune de sus hospederos,
dirigiéndolo a un estado permisivo (Maizels et al. 2004). Gracias a la inmunomodulacién, los
parasitos helmintos logran permanecer mas tiempo en sus hospederos. Esto se relaciona con
la polarizacién de la respuesta inmune (RI) hacia un perfil Th2, que se ha caracterizado por
presentar altas concentraciones de citocinas como IL-4, IL-13, IL-5 y anticuerpos de los

isotipos IgE, IgG1 e IgG4 (Pearce and Reiner 1995).

Sin embargo, esta polarizacion hacia el perfil Th2 trae entre sus consecuencias un estado
hipo-responsivo en los linfocitos que se ha observado de manera consistente y que se
manifiesta por la reduccién en la respuesta proliferativa frente a estimulos con antigenos
relacionados o no relacionados al parasito o a estimulos policlonales (King et al. 1992). La
inhibicién de la Rl se evidencia por la presencia de poblaciones celulares supresoras como
las células T reguladoras (Tregs) y macréfagos alternativamente activados (aaM¢). La
presencia de estas poblaciones y el papel que desempefian no son las mismas en todas las
infecciones por helmintos ya que los aaM¢ se han visto involucrados en la resolucion de la
infeccién por Nippostrongylus brasiliensis, mientras que en la infeccidén por Taenia crassiceps
se han relacionado con el establecimiento del parasito (Reyes and Terrazas 2007; Urban et
al. 1998). Adicionalmente, se ha descrito que las células Tregs (CD4"'CD25'Foxp3*) pueden
ser benéficas para el hospedero y el parasito en las infecciones con Brugia malayi,
Schistosoma mansoni o Litomosoides sigmodontis (Gillan and Devaney 2005; Taylor et al.
2009; Wilson et al. 2007).

Los mecanismos involucrados en la polarizacion de la respuesta inmune en las infecciones

parasitarias no han sido esclarecidos por completo., Sin embargo, se sabe que algunos
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antigenos de los helmintos, como el ES-62 (una glicoproteina secretada por
Acanthocheilonema viteae), pueden inducir modificaciones en células de la RI innata, como
células dendriticas y macrofagos, para activar a los linfocitos T dirigiéndolos hacia un perfil
Th2 (Goodridge et al. 2004) y alterando los patrones de secrecién de citocinas en células
presentadoras de antigeno (APC). Lo anterior se demostré mediante la exposicién previa de
macrofagos peritoneales con ES62, que trajo como consecuencia un estado hiporresponsivo
al lipopolisacarido (LPS), evitando la produccién de IL-12, IL-6 y TNFa por parte de estas
células (Goodridge et al. 2001). Los carbohidratos presentes en los antigenos solubles de
Taenia crassiceps también han demostrado poseer efectos moduladores dirigiendo la RI
hacia un perfil Th2, mientras que el antigeno excretado/secretado (TcES) de alto peso
molecular es capaz de disminuir en la células dendriticas la expresion de las moléculas co-
estimuladoras CD80, CD86 y CD40, asi como citocinas proinflamatorias en respuesta a LPS
(Terrazas et al. 2010b).

MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE POR Taenia crassiceps.

Taenia crassiceps es un cestodo que de forma natural infecta canidos como zorros (rojos y
articos), lobos y perros como hospederos definitivos (Loos-Frank 2000), mientras que su
etapa larvaria (metacéstodo) es infectiva para roedores como ratones y marmotas (Brojer et
al. 2002; Everhart et al. 2004). En los hospederos intermediarios, los metacéstodos se pueden
encontrar en tejido subcutaneo, cavidades pleural y peritoneal (Shea et al. 1973) e inclusive
en otros tejidos (Brojer et al. 2002; Delvalle 1989). En el ciclo de vida de T. crassiceps, el
gusano adulto se aloja en el intestino de los hospederos definitivos (canidos), de donde son
liberados en las heces los huevos infectivos que posteriormente son ingeridos por roedores
(hospederos intermediarios). En los roedores, los huevos infectivos atraviesan el epitelio
intestinal, y se alojan en tejido donde se diferencian a su estado larvario o cisticerco. Los
roedores infectados son ingeridos nuevamente por canidos con lo que se cierra el ciclo. Los
cisticercos (metacéstodos) pueden reproducirse a través de reproduccién asexual mediante
gemacion. Experimentalmente, los cisticercos se recolectan y se inyectan a la cavidad
peritoneal de ratones con lo que se puede mantener el parasito mediante estos pases en el
laboratorio (Culbreth et al. 1972; Esch and Smyth 1976).

Debido a sus similitudes con T. solium y a su facil mantenimiento en el laboratorio, T.

crassiceps se ha utilizado como modelo de infeccion experimental para emular la infeccion de
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humanos, y de manera importante ha servido para comprender diferentes fenédmenos de
inmunorregulacion. Dentro de los aspectos que se han observado sobre la infeccion con T.
crassiceps esta el fenomeno de susceptibilidad asociada al sexo, donde las hembras son mas
susceptibles que los machos, lo que indica una participacion importante de las hormonas
sexuales como mediadores de resistencia y susceptibilidad (Morales-Montor et al. 2008). En
cuanto a la modulacién que ejerce sobre el sistema inmune se ha observado que en la etapa
aguda de la infeccién se genera un ambiente tipo Th1 que se caracteriza por una importante
produccién de IFN-y, mientras que cuando la infeccién llega a una etapa crénica, se observa
una disminucién de la respuesta Th1 y paralelamente se observa un incremento exponencial
en el numero de parasitos y se desarrolla una respuesta Th2, la cual se caracteriza por una
alta produccion de IL-4, IL-13, IL-5 y de prostaglandina E2 (PGE2) por lo que se ha
relacionado a la respuesta Th2 como favorecedora en el establecimiento y desarrollo del
parasito (Terrazas et al. 1998; Terrazas et al. 1999). En cuanto al perfil de anticuerpos que
son inducidos por esta infeccion, también se ha encontrado una modulacién similar, ya que en
la etapa aguda se encuentran niveles altos de IgG2a y en la infeccion crénica el isotipo de
anticuerpos en circulacion cambia preferentemente a IgG1 e IgE (Rodriguez-Sosa et al.
2003). Los cambios entre las etapas aguda y crénica también son evidentes en cuanto a
poblaciones celulares se refiere ya que como se ha mencionado anteriormente, en las
primeras semanas de infeccidon los macréfagos muestran una activacion clasica mientras que
en la infeccion cronica se han encontrado macréfagos que sobreexpresan moléculas como
CCR5 y CD23, asi como niveles altos de IL-10 y presentan expresion de genes que se
asocian con un perfil de activacion alternativa como Arginasa-1, Fizz1 y Ym1. Se ha
demostrado que los aaM¢ tienen la capacidad de inhibir la proliferacion de linfocitos CD90"
previamente activados con anti CD3, mediante las moléculas PD-L1 y PD-L2 (Rodriguez-Sosa
et al. 2002b; Terrazas et al. 2005). La asociacion entre los caM¢ con la respuesta Th1 y los
aaM¢ con la respuesta Th2 se ve apoyada por estudios hechos en ratones deficientes en las
moléculas STAT4 y STAT6, que son factores de transcripcién asociados a respuestas Th1y
Th2 respectivamente, donde se ha observado que la falta de respuesta Th1 y la consecuente
facilitacion de Th2 favorece el establecimiento del parasito, mientras que la ausencia de
STATG6 se relaciona con el control de la infeccion (Rodriguez-Sosa et al. 2002a; Rodriguez-
Sosa et al. 2004).

Otras células que se inducen por la infeccién con T. crassiceps son las células mieloides

supresoras CD11b*/Gr1". Las células son reclutadas en la cavidad peritoneal en ratones



desde las primeras horas de infeccion y tienen la capacidad de inhibir de manera adoptiva la
capacidad de células T virgenes de proliferar in vitro mediante un mecanismo contacto
dependiente. Adicionalmente, Gémez-Garcia y cols. demostraron que la inoculacion en
cavidad peritoneal del antigeno excretado/secretado de T. crassiceps (TcES) recluta esta
misma poblacion celular. Este efecto es dependiente de los carbohidratos presentes en el Ag,
ya que al eliminar los azucares utilizando metaperyodato de sodio se perdia esta funcion
(Gomez-Garcia et al. 2005).

Las caracteristicas mencionadas en los parrafos previos indican wuna actividad
inmunosupresora de T. crassiceps y esta inmunosupresion tiene consecuencias importantes
frente a futuras infecciones, como se observé con una posterior infeccion con Leishmania
major y Leishmania mexicana, donde la infeccion previa con T. crassiceps favorecia un
incremento en la carga parasitaria y en la severidad de las lesiones. Es muy importante
mencionar que la infeccién previa con el helminto no indujo una inhibicién en la produccion de
IFN-y en ninguna de estas co-infecciones, sin embargo, los niveles de IL-12 si se encontraron
disminuidos a pesar de que los macrofagos presentaban incluso un incremento en la
expresion del IFN-yR, lo que se pudo asociar a una disminucién del mensajero para la iNOS.
También cabe resaltar que estos macréfagos expresaron marcadores de activacion
alternativa (Ym1, Arg-1 y MMR) (Rodriguez-Sosa et al. 2006). De modo que la presencia de
estos aaM¢ puede asociarse con un incremento en la susceptibilidad frente a una segunda
infeccidn con protozoarios y sugiere que estas células (tanto clasicos como alternativos)
tienen en realidad un papel muy importante en la respuesta inmune que aun no termina de

esclarecerse.

CELULAS MIELOIDES SUPRESORAS (MDSC) Y MONOCITOS PRO Y ANTI
INFLAMATORIOS

En procesos inflamatorios agudos, una de las poblaciones celulares que se reclutan
rapidamente son las células mieloides CD11b*Gr-17, a las que se les atribuye la capacidad de
participar en la disminucién de procesos inflamatorios (Beattie et al. 2000; Carlson et al.
1998). Estas células reciben el nombre de células mieloides supresoras (Myeloid-derived
suppressor cells, MDSC). Se trata de una poblacidon heterogénea que se puede llegar a

diferenciar a granulocitos maduros, macrofagos y células dendriticas (Ostrand-Rosenberg and
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Sinha 2009). Fueron descritas a finales de la década de los 80’s en estudios realizados en
pacientes con cancer (Young et al. 1987). Algunos estudios indican que hasta un tercio de
esta poblacion puede diferenciarse en macréfagos maduros y células dendriticas tanto in vivo

como in vitro ante la presencia de las citocinas adecuadas (Bronte et al. 2000; Li et al. 2004)

La actividad inmunosupresora de las células Cd11b*Gr1* reside principalmente en su
capacidad de inhibir la respuesta de células T (Gabrilovich and Nagaraj 2009) sin embargo,
estas células también participan en la modulacion de la respuesta inmune innata mediando la
produccion de citocinas en los M¢ (Sinha et al. 2007). Las MDSC de ratones se caracterizan
por la expresion del antigeno de diferenciacion de células de linaje mieloide Gr1 y CD11b
(también llamado aM-Integrina) (Kusmartsev et al. 2004) y llegan a comprender entre el 20-
30% de las células de la médula ésea. Por otro lado, su presencia en bazo se limita a un 2-
4% de las células y se encuentran ausentes en los nodos linfaticos. En humanos estas células
se han definido cominmente como CD14 CD11b" y mas estrictamente se ha observado que
expresan el marcador mieloide comun CD33 y que carecen de marcadores de células
mieloides maduras y de HLA-DR (Almand et al. 2001; Ochoa et al. 2007).

En el ratén, las MDSC se pueden dividir segun su expresién de Gr1 debido a que Gr1
presenta dos epitopos, Ly6G y Ly6C los cuales son codificados por genes diferentes. La
identificacion de estos epitopos permite la diferenciaciéon de dos subpoblaciones de MDSC:
las de fenotipo granulocitico CD11b*Ly6G*Ly6C"" y las de fenotipo monocitico CD11b*Ly6G"
Ly6C"" (Hestdal et al. 1991; Youn et al. 2008). Estas dos subpoblaciones se han relacionado
con diferentes funciones tanto en cancer como en enfermedades infecciosas y autoinmunes
(Dietlin et al. 2007; Movahedi et al. 2008; Zhu et al. 2007). A pesar de algunas similitudes,
estas dos poblaciones utilizan diferentes mecanismos para suprimir diversas funciones en las
células T. Otra diferencia entre ambos grupos celulares es que Unicamente el subgrupo de
MDSC monociticas posee la capacidad de diferenciarse hacia células dendriticas maduras y

macrofagos, como se ha demostrado mediante ensayos in vitro (Youn et al. 2008).

Ly6G es expresado por neutréfilos (Fleming et al. 1993). Estas células tienen funcion
fagocitica y son reclutadas rapidamente frente a un dano tisular o infeccién, donde participan
generando Y liberando intermediarios reactivos de oxigeno y enzimas proteoliticas, afectando
asi a diversos patdgenos (Segal 2005). Por otro lado, Ly6C puede encontrarse en la

membrana de los monocitos junto con CCR2 (C-C chemokine receptor 2). Los monocitos

11



migran desde médula 6sea al sitio de dafio o infeccién en respuesta a CCL2 (C-C chemokine
ligand 2), y se han visto involucrados en la respuesta inmune contra microorganismos
patégenos (Serbina et al. 2008). Algunos trabajos relacionan a los monocitos Ly6C"¢"CCR2*
activados como promotores de respuestas inmunes proinflamatorias. En el higado, los
monocitos Ly6C""CCR2" dan lugar a células dendriticas productoras de TNFa e iNOS vy
macrofagos proinflamatorios (Shi and Pamer 2011). Esto lo corroboran algunos modelos de
hepatotoxicidad donde ratones CCR2/ muestran proteccion frente al dafio hepatico lo que
relaciona a los monocitos Ly6C""CCR2" con la participacion en la destruccién de tejidos
(Baeck et al. 2012; Bosschaerts et al. 2010; Dambach et al. 2002). En el absceso hepatico
amebiano se ha observado una importante participacion de monocitos Ly6C"" relacionados

con la destruccién de tejido y altos niveles de producciéon de TNFa (Helk et al. 2013).

Sin embargo, los monocitos Ly6C* no se han relacionado tnicamente con la induccion de una
respuesta inmune proinflamatoria. Por el contrario, en el caso del modelo de dafio en espina
dorsal por contusién, se ha reportado un infiltrado de origen mieloide que da lugar a M¢ tanto
de activacion clasica como alternativa (Kigerl et al. 2009; Pineau et al. 2010). Este modelo
ocasiona un proceso inflamatorio agudo que se ve atenuado en un corto tiempo (Fleming et
al. 2006; Sroga et al. 2003). La inflamacion aguda es mediada por un incremento de citocinas
como TNFa, IL-6 e IL-1B dentro de las primeras horas después del dafio lo que es seguido
por un retorno rapido y espontaneo a los niveles normales de estas citocinas (Kumamaru et
al. 2012). En este modelo, la deplecion total de células CD11b'Ly6C* mediante la
administracion de un anticuerpo anti-Gr1 antes de la induccién del dafio en médula espinal
trae como consecuencia la exacerbacion del edema tisular, permeabilidad vascular y
hemorragia, mientras que el trasplante intraespinal al sitio de lesion de MDSC CD11b*Ly6C"*
generadas ex vivo redujo significativamente la inflamacion y promovié la reparacion tisular
(Saiwai et al. 2013). De manera que hablar de las funciones de las células CD11b*Gr1" asi
como de sus subpoblaciones es aun complicado. Por un lado, se trata de una poblacion mixta
en donde cada subpoblacién presenta diferentes caracteristicas, por el otro lado, ya que se
trata de células en estado inmaduro, dependiendo el modelo en que se estudien podrian
presentar diversas funciones o diferenciarse a distintas poblaciones celulares en respuesta a

los diferentes ambientes a que se vean sometidas.
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LOS MACROFAGOS

Los macrofagos son células del sistema fagocitico mononuclear que presentan fenotipos
heterogéneos que se atribuyen a diferenciacion celular, una amplia distribucién en tejido y a
diversos estimulos tanto endégenos como exégenos (Gordon 2003). Su desarrollo empieza
en la médula ésea (célula madre — unidad formadora de colonias de granulocito-macrofago o
GM-CFU — monoblasto — promonocito — monocito, 2-3 dias) donde estimulos como multi-
CSF, IL-3, GM-CSF y M-CSF (CSF-1) dan lugar a la produccién de 5x10° monocitos
diariamente que son liberados al torrente sanguineo y que posteriormente se situaran en
diferentes tejidos donde, segun el microambiente, se diferenciaran en los diferente tipos de
macrofagos (Ma et al. 2003). Dependiendo del tejido donde estos se situen reciben diferentes
nombres, como las células de Langerhans en la piel, las células de Kupffer en el higado,
osteoblastos en huesos, la microglia en el sistema nervioso central, entre otros (Gordon
2003).

Entre las funciones de los macréfagos estan la preservacion de la homeostasis mediante la
“limpieza” de células apoptodticas, el reciclaje de componentes eritocitarios y como células
efectoras del sistema inmunitario (Mosser and Edwards 2008), ya que tienen la capacidad de
reconocer un gran numero de organismos patdogenos debido a la expresion de receptores
para PAMPs (patrones moleculares asociados a patégenos) como son los TLRs (receptores
tipo Toll), receptores tipo lectina, receptores Scavenger (basurero), entre otros, que pueden
participar en el proceso de fagocitosis, la cual es una de las principales funciones de los

macroéfagos (Gordon and Martinez 2010).

La activacion de los macréfagos anteriormente se concebia como la estimulacion de estas
células principalmente por IFN-y lo que daba lugar a expresion de iINOS y la consecuente
produccién de NO y citocinas como IL-12 (Dalton et al. 1993), es decir, la activacién clasica
de los macrofagos (Figura 1). Este tipo de activacion empezé a estudiarse en la década de los
60’s por el grupo de Mackaness (Mackaness 1964), quienes observaron que las infecciones
por Mycobacterium bovis y Listeria monocytogenes incrementaban la actividad antimicrobiana
de los macrofagos. Sin embargo, no es esta la unica forma de activacién de macréfagos,
como se demostrd en 1992 por el grupo de Gordon, quienes describieron que la IL-4 no solo

antagoniza los efectos de IFN-y si no que es capaz de incrementar los niveles y la actividad
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del receptor de manosa (MMR) en macrofagos peritoneales de ratén in vitro, con lo que se

demostré que los macrofagos pueden ser activados alternativamente (Stein et al. 1992).

Caracteristicas de los caM¢ y aaM¢

Cuando los macrofagos son estimulados por citocinas como IFN-y y TNF-a o productos
bacterianos como LPS, se da lugar a la activacion clasica de los macréfagos, que conlleva a
la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-1f3, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23 y TNF-a
ademas de otros mediadores de inflamacién como NO a partir de INOS y ROS en estas
células. La activacion clasica del macréfago trae como consecuencia el incremento de su
actividad microbicida principalmente a patdgenos intracelulares y su eficiencia para eliminar
células tumorales (Figura 1) (Murray and Cohn 1980; Vila-del Sol et al. 2007), Algunas de las
citocinas inducidas en este estado de activacion estan relacionadas con el desarrollo y
expansion de las células Th17, las cuales producen IL-17, una citocina que se ha relacionado

con la promocién de patologias autoinmunes (Langrish et al. 2005; Veldhoen et al. 2006).

En la polarizacion hacia el perfil clasico y en la induccion de la expresién de los genes que
daran lugar a moléculas proinflamatorias participan factores de transcripcion como STAT1 (el
cual se activa en respuesta a IFN-y), NFkB y las MAPKs (mitogen activated protein kinases)
los cuales se activan en respuesta a ligandos de TLRs y a TNFa (O'Shea and Murray 2008);
de tal modo que algunos patégenos, como Leishmania donovani, han llegado a desarrollar
mecanismos para inhibir la actividad de estos factores de transcripcion con lo que logran

disminuir la actividad microbicida de los macréfagos (Bertholet et al. 2003).

Como se mencioné anteriormente, no solo los estimulos proinflamatorios son capaces de
activar a los macrofagos, ya que citocinas como IL-4 e IL-13 inducen un perfil alternativo
(Figura 1) donde los macréfagos expresan niveles altos de MMR y de moléculas de tipo MHC-
II, asi como de Arginasal (enzima antagénica de iNOS, presente en caM¢) la cual es
responsable de metabolizar la L-arginina dando lugar a prolinas y poliaminas, que se han
relacionado con regeneracion tisular (Kreider et al. 2007). La activacién alternativa es
contraria a la clasica, y no solo en el metabolismo de arginina; se ha reportado una
disminucion en los niveles de las citocinas proinflamatorias IL-12 e IL-1 como consecuencia

de la estimulacion con IL-4 en los aaM¢, que se relaciona con la disminucion en su capacidad
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para eliminar patégenos intracelulares (Edwards et al. 2006). Otra caracteristica de los aaM¢,
es que producen una gran cantidad de quitinasas como Ym1 y Fizz1 (Raes et al. 2002). Por
otro lado, ya que tanto IL-4 como IL-13 son importantes en la polarizacion de los macréfagos
hacia el perfil alternativo, y los receptores para estas citocinas comparten IL-4Ra, se ha

involucrado a STAT6 en este proceso de polarizacion (Heller et al. 2008).

Macroéfago Macréfago
clasicamente activado alternativamente activado

LPS

IFN-y Ny 1113

! PD-L1;V PD-L2:
| | "

NO, IL-12 y TNF-o. Urea, Prolinas

Actividad antimicrobiana Actividad fagocitica

Figura 1. Diferencias en la activacion clasicay alternativa de los macrofagos.
Los macrofagos clasicamente activados (caM¢) son aquellos activados por citocinas como IFN-y y
TNF-a. 0 productos bacterianos como LPS, lo que conlleva a la produccién de citocinas
proinflamatorias y mediadores de inflamacién por parte de estas células asi como el consecuente
incremento de su actividad microbicida principalmente a patégenos intracelulares debido al
incremento en la produccién de éxido nitrico. Por otro lado, los macréfagos alternativamente
activados (aaM¢) son aquellos inducidos por el estimulo con IL-4 e IL-13. Se caracterizan por la
sobreexpresion de la enzima Arg1 y moléculas de membrana como PDL-2 ademas de que

participan en la reparacion tisular y en infecciones por helmintos.

Los aaM¢ estan presentes de manera fisiolégica en el organismo, donde participan en la
homeostasis y reparacién tisular. Sin embargo también se han asociado a procesos
patolégicos como alergias, fibrosis y, de manera importante en este trabajo, a infecciones

parasitarias con helmintos, donde ha sido de interés estudiar la presencia de esta poblacion
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de células debido a la polarizacién hacia un perfil Th2 que ejercen estos parasitos en sus

hospederos (Gordon and Martinez 2010).

LAS PROTEINAS DE LA VIA JAK/STAT

Existen muchos receptores que al unirse a su ligando envian sefales al ndcleo mediante una
cascada de sefializacion que da como resultado la transcripcion de genes. En el sistema
inmunolégico una de las principales vias de sefalizacién es la via JAK/STAT, que participa en
la sefalizacién de un gran numero de citocinas (Darnell et al. 1994). Las proteinas de la
familia STAT actian como factores de transcripcién, que deben ser activados “rio arriba” por
unas cinasas especificas, las proteinas de la familia JAK, posterior a la uniéon de una citocina
a su receptor, lo que induce una dimerizacion rapida ya que las proteinas STAT se presentan

de manera constitutiva en el citoplasma (Becerra-Diaz et al. 2011).

La familia JAK

La familia JAK “Janus cinasa”, es un grupo de proteinas que deben su nombre a la homologia
que presentan dos de sus dominios (cinasa y pseudocinasa) con el dios romano de dos
cabezas, Janus (Wilks et al. 1991). Esta familia de proteinas con actividad tirosin-cinasa esta
compuesta por 4 elementos: JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2 y poseen un tamafio superior a 1000
aminoacidos de longitud, y un peso que oscila entre los 120 y 130 KDa (Kisseleva et al.
2002). Estas cinasas se empezaron a identificar en la década de los 90’s a partir del
descubrimiento de Tyk2 (Firmach-Kraft et al. 1990). Estas proteinas participan en la
sefalizacién de citocinas que se unen a receptores sin actividad cinasa, de modo que las
JAKs, que se encuentran asociadas constitutivamente con el dominio proximal de la
membrana rico en prolina, llamado frecuentemente box1/box2, son las responsables de la

fosforilacion necesaria para iniciar la sefalizacion (lhle 2001).

Estructuralmente las JAKs estan conformadas por siete regiones que van de JH1 a JH7
(Figura 2), siendo la region JH1 aquella en la que recae la actividad cinasa mientras que JH2
es el dominio pseudocinasa. El dominio pseudocinasa distingue a las proteinas JAK de otras

proteincinasas ademas de que parece ser necesario para la correcta actividad catalitica de
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JH1 (Yeh et al. 2000), ya que, por ejemplo, la delecion del dominio pseudocinasa en JAK2
trae como consecuencia su hiperactivacion mientras que las regiones JH3-JH7 se han
asociado en la interaccién con el receptor de citocina (lhle 2001). En cuanto al dominio cinasa
JH1, éste incluye tirosinas conservadas que constituyen un componente critico en el “loop de
activacion”; Y1038/Y1039 en JAK1, Y1007/Y1008 en JAK2, Y980/Y981 en JAK3 vy
Y1054/Y1055 en Tyk2 (Leonard and O'Shea 1998).

K
Regién de unién Dominio Dominio
al receptor pseudocinasa cinasa
N (7] (ore) (O] (ome ) (ove) (SRR @ cooH
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Figura 2. Estructura de las proteinas JAK
Las proteinas JAK (Janus cinasa) son tirosin-cinasas que se encuentran unidas a la region
citoplasmatica de diversos receptores, principalmente de citocinas. Estan constituidas por 7
dominios que van de JH1 a JH7 siendo el dominio JH1 el que posee la actividad cinasa. Son las

responsables de la activacion (fosforilacion) de las proteinas STATSs.

Las JAK cinasas, ya sea de un tipo o en combinacion de dos distintas, se han visto
involucradas en la sefalizacion de un namero importante de citocinas, como se muestra a

continuacion (Tabla 1).

Tabla 1. La familia JAK y su participacién en la sefializacion de diversas moléculas.

Citocina o factor ‘

JAK1 IL-2, IL-7, IL-9, IL-15, IL-4, IL-13, IL-6, IL-11, IFN-a,
IFN-B, IFN-y, IL-10, CT-1

JAK2 IL-3, IL-12, IL-13, IL-6, IL-11, IFN-y, CT-1, hormona
de crecimiento, Prolactina, Eritropoyetina

JAK3 IL-2, IL-7, IL-9, IL-15, IL-4

TyK2 IL-6, IL-11, IL-12, IL-13, CT-1, IFN-a, IFN-B, IL-10
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La familia STAT

Las proteinas STAT se empezaron a describir a mediados de los afos 90’s, y ahora se sabe
que se trata de una familia constituida por 7 miembros. Los primeros STATs descritos fueron
STAT1 y 2 por Darnell y cols. utilizando técnicas de purificacion de factores unidos a genes
estimulados por IFN-y, y posteriormente se describieron los restantes miembros de esta
familia STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b y STAT6 (Darnell et al. 1994; Hou et al. 1995; Liu et
al. 1995; Quelle et al. 1995; Yamamoto et al. 1994; Zhong et al. 1994). Las STATs son
proteinas de menor tamano que las JAKs y su tamaifo varia entre los 750 y 850 aminoacidos.
Estructuralmente presentan 5 dominios (Figura 3), 4 de los cuales se encuentran ampliamente
conservados entre los miembros de esta familia, que son, partiendo del extremo amino
terminal, el dominio de dimerizacién, el dominio coiled-coiled, el dominio de unién a ADN, y el
dominio SH2; mientras que en el extremo carboxilo terminal se encuentra el dominio de
transactivacién que muestra mas divergencias y es el que contribuye a la especificidad de
cada STAT (Kisseleva et al. 2002).

STAT

Dominio de Dominio de Dominio de
dimerizacion de STAT union al ADN SH2 transactivacion
» (O G @ -~

Dominio v
Coiled-coil ®

Figura 3. Estructura de las proteinas STAT
Las moléculas STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) son proteinas
citoplasmaticas que participan en la sefalizacion de un gran numero de citocinas.
Estructuralmente se encuentran constituidas por 5 dominios: de dimerizacién, coiled-coil, de
unién a ADN, SH2 y dominio de transactivacion. Este ultimo es el que muestra mas divergencias

y el que contribuye a la especificidad de cada STAT.

El dominio de dimerizacion estd conformado por 8 hélices que conforman una estructura
similar a un gancho, la cual favorece la formacion de dimeros de STAT (Vinkemeier et al.

1996), el dominio coiled-coil consiste de 4 a-hélices que proporcionan una estructura que
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favorece las interacciones proteina-proteina, y en el caso de STAT1 y STAT3 se ha
observado que este dominio forma una protuberancia lateral de aproximadamente 80 A que
propicia una superficie hidrofilica que se presenta disponible para formar uniones especificas
con otras proteinas helicoidales (Becker et al. 1998; Chen et al. 1998). Entre las proteinas que
pueden interactuar con este dominio se encuentran p48/IRF9, el factor de transcripcion c-jun 'y
la proteina de interaccion de N-myc (Nmi) (Horvath et al. 1996; Zhang et al. 1999; Zhu et al.
1999). En cuanto al dominio de union al ADN, éste posee un tamafio aproximado de 170
aminodcidos. En la unidn del dimero activado de STAT y el ADN patrticipan pocos residuos en
contacto directo con el ADN, mientras que las interacciones fosfotirosina-dominio SH2 de los
componentes del dimero de STAT forman una estructura similar a una abrazadera que ayuda
en esta unién (Chen et al. 1998). Las secuencias de ADN que son reconocidas por los STATs
son el motivo ISRE (Interferon-Stimulated Response Elements) con la secuencia
AGTTTNCNTTTCC y el motivo GAS (Gamma-activated sequence) cuya secuencia
corresponde a TTCNNNGAA,; unicamente STAT6 se une a un motivo diferente que es
TTCNNNNGAA. El dominio mas conservado de estas proteinas es el dominio SH2; esta
formado por aproximadamente 100 aminoacidos. Este dominio sirve para la union de la
proteina STAT al receptor de citocina fosforilado y para la activacion de la STAT mediada por

la fosforilacion de determinado residuo conservado de tirosina (Schindler 2002).

Al igual que las proteinas JAK, las diferentes STATSs participan en la sefalizacion de un gran

numero de citocinas ya sea formando homo o heterodimeros (Tabla 2).

Tabla 2. Participacion de la familia STAT en la sefializacion de diversas moléculas.

Citocina o factor

STAT1 IL-2, IL-6, IL-10, IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-27
STAT2 IFN-a, IFN-B

STAT3 LIF, IL-10, IL-6, IL-27, Hormona de crecimiento
STAT4 IL-12

STAT5a/b  Prolactina, Hormona de crecimiento, Trombopoyetina

STAT6 IL-4, IL-13
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SENALIZACION DE LA VIA JAK/STAT

De manera general la via JAK/STAT inicia con la uniéon del ligando al receptor de citocina, lo
cual induce una dimerizacion de las cadenas del receptor con lo que se favorece la
transactivacién de las proteinas JAK. Una vez activadas las JAK, estas proteinas pueden
fosforilar un residuo tirosina en la region citoplasmatica del receptor que servira de sitio de
union para las proteinas STAT. Una vez ancladas al receptor, las proteinas STAT son
fosforiladas en un residuo tirosina determinado y posteriormente pueden disociarse del
receptor de citocina para dimerizarse y poder translocarse al nucleo donde el dimero se une a

secuencias GAS (gamma activated site) (Schindler and Strehlow 2000).

STAT1y JAK1/2 en respuesta a IFN-y.

JAK1 y JAK2 son tirosin-cinasas que participan, entre otras cosas, en la sefalizacion de los
receptores de citocinas de clase Il al que pertenece el IFN-yR (Schindler and Strehlow 2000)

mientras que STAT1 es el factor de transcripcidn que se activa en respuesta a IFN-y.

La senalizacion inducida por IFN-y en los macréfagos ocurre de la siguiente forma: el IFN-y es
reconocido por el IFN-yR el cual esta constituido por 2 cadenas o y 2 cadenas § las cuales
tienen unidas a las Janus cinasas 1 y 2 respectivamente. La union del ligando al receptor
induce la oligomerizacion de las cadenas del receptor con la consecuente transactivacion
entre ellas asi como la fosforilacién del receptor en su dominio citoplasmico en el residuo de
tirosina 440 en la cadena a, el cual funciona como sitio de anclaje para el dominio SH2 de
STAT1 latente en el citoplasma. Una vez que STAT1 se une al receptor de IFN-y activado,
este factor de transcripcion es fosforilado por las JAK en un residuo tirosina 701, lo que
favorece su homodimerizacion. El homodimero activado de STAT1 puede ahora translocarse
al ndcleo e iniciar la transcripcion de genes al unirse a secuencias GAS en su region

promotora (Figura 4) (Gough et al. 2008).

STAT1 puede ademas sufrir una fosforilacién en su residuo serina 727 independiente de las
JAK la cual no participa en la formacion del homodimero, la translocacion al nucleo ni la unién
al ADN. Sin embargo, si participa en la funcion de STAT1 ya que la transcripcion mediada por

esta molécula y la actividad antiviral mediada por IFN-y se ven marcadamente atenuadas en
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su ausencia (Decker and Kovarik 2000; Varinou et al. 2003; Wen et al. 1995). Aun no esta del
todo esclarecido cuales son las cinasas responsables de la fosforilacidon del residuo de serina
de las STATs; mientras CaM cinasa Il y la PKCy son algunas candidatas para algunos
investigadores (Deb et al. 2003; Nair et al. 2002), la via de p38 MAPKSs es la propuesta por
otros (Kovarik et al. 1999) y mas recientemente, CDK8 se analiza como la responsable de

este fenomeno (Staab et al. 2013).

Figura 4. Via JAK/STAT en respuesta a IFN-y
La sefalizaciéon del IFN-y involucra al receptor para esta citocina presente en la membrana de
sus células blanco, asi como la participacion de las JAKs 1 y 2, las cuales se encuentran
ancladas a la region citoplasmatica de dicho receptor y son las responsables de la fosforilacién
de STAT1 permitiendo su homodimerizacion. EI homodimero fosforilado de STAT1 es el factor

de transcripcién responsable de la expresién de genes inducidos por IFN-y.
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MECANISMOS REGULADORES DE LA VIA JAK/STAT

La via de sefalizacion JAK/STAT participa en la sefializacion inducida por un gran nimero de
citocinas, lo que significa que tiene un papel importante en el control de la respuesta inmune.
Una vez activada, son necesarios diversos mecanismos que ayuden a regular su
funcionamiento ya que una sefializacion desregulada puede traer en consecuencia diversas
patologias. Entre estos mecanismos debemos mencionar las siguientes moléculas que actuan
a diferentes niveles de la via JAK/STAT con el fin de asegurar una correcta modulacién en la

actividad de esta cascada de senalizacion.

Regulacién mediada por proteinas SOCS

Las proteinas SOCS (suppressor of cytokine signaling) son una familia compuesta por 8
miembros que se denominan SOCS1-7 y CIS (cytokine-inducible SH2 domain protein) (Nicola
et al. 1999). La caracteristica principal de estas proteinas consiste en la presencia en su
estructura de un dominio SH2 flanqueado por un dominio amino terminal y por el dominio
SOCS Box (Kile et al. 2002). Estas proteinas se encuentran de manera general expresadas
en niveles bajos de forma constitutiva en células no estimuladas y son rapidamente inducidas
por el estimulo con citocinas, con lo que se inhibe la via JAK/STAT mediante un clasico loop
de retroalimentacion negativa (Greenhalgh and Hilton 2001). Las diferentes SOCS presentan

mecanismos diferentes de inhibicion sobre la via JAK/STAT.

SOCS1 se une directamente a las JAKs fosforiladas en tirosina mediante su dominio SH2, lo
que da como resultado la inhibicion de la actividad de la proteina JAK, mientras que para que
SOCS3 ejerza su funcion reguladora sobre las JAKs, se requiere su unién al receptor de
citocinas activado; CIS por otro lado, regula esta via de sefalizacién al competir con la STAT
por el sitio de unién al receptor de citocina (Shuai and Liu 2003). Otro mecanismo por el cual
SOCS1 puede regular la via JAK/STAT es mediante la marcacién de estas proteinas para su
degradacion por el proteosoma. Esto lo logra ya que su dominio SOCS Box puede unirse a
componentes del complejo ubiquitina E3 ligasa con lo que SOCS1 realiza este marcaje para

su degradacion.
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Regulacion mediada por protein-tirosin fosfatasas SHP-1y SHP-2

Se sabe que las JAK pueden ser reguladas por protein-tirosin fosfatasas (PTP) tales como
SHP-1, SHP-2 o TCPTP, entre otras. SHP 1 y 2 contienen en su estructura un dominio SH2
(Neel 1993), el cual es un dominio formado por cerca de 100 residuos que es capaz de unirse
a residuos de tirosinas fosforiladas con cierta especificidad (Liu et al. 2006). Sin embargo,
mientras SHP-1 se expresa principalmente en células hematopoyéticas y la regulacién
mediada por esta proteina se relaciona principalmente con la desfosforilacion de JAK2, SHP-2
es ubicua y su mecanismo regulador se asocia a la regulacion negativa de JAK1 (Klingmuller
et al. 1995; You et al. 1999).

Regulacién de la via JAK/STAT por proteinas PIAS

Las proteinas PIAS (Protein inhibitor of activated STAT) también llamadas GBP (Gu-binding
protein), conforman una familia constituida por 4 miembros, PIAS1, PIAS3, PIASX y PIASY
(Shuai 2000). Estudios donde realizaron co-inmunoprecipitaciones han demostrado
especificidad de PIAS por moléculas de la familia STAT, donde observan que posterior a la
estimulacién por citocinas, PIAS1, 3 y X interaccionan con STAT1,3 y 4 respectivamente
(Arora et al. 2003; Chung et al. 1997; Liu et al. 1998). PIASY también se ha observado en
asociacion con STAT1 (Liu et al. 2001).

Un punto relevante en el mecanismo de regulaciéon de las proteinas PIAS es que su
interaccion con las proteinas STATs es dependiente de la activacion por citocinas. Esto se
debe a que PIAS1 se une a dimeros de STAT1 pero no lo hace a su forma monomérica (Liao
et al. 2000). Esta interaccion de proteinas PIAS con STAT ha demostrado inhibir la activacion
de genes mediante diferentes mecanismos; PIAS1 y 3 pueden inhibir la unién de STAT1y 3 al
ADN respectivamente (Chung et al. 1997; Liu et al. 1998) mientras que PIASX y Y inhiben la
transcripciéon mediada por STAT4 y 1 sin afectar su unién al ADN (Arora et al. 2003; Liu et al.
2001).
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ALTERACIONES DE LA VIA STAT1-JAK1/2 EN INFECCIONES CON PARASITOS

Dado que la via de sefnalizacion STAT1 JAK1/2 participa de manera muy importante en la
activacion de la respuesta inmune, diversos parasitos han desarrollado mecanismos de
modulacion de la activacion de esta via con la finalidad de propiciar asi su establecimiento,
mantenimiento o reproduccion en el hospedero. Las evidencias que se tienen vienen de
estudios con protozoarios intracelulares tales como Leishmania donovani, L. major y

Toxoplasma gondii.

Leishmania donovani. Es el agente causal de la leishmaniasis visceral la cual es una
infeccion potencialmente fatal y epidémica de algunas regiones de India, Sudan y Brasil
(Alexander and Russell 1992). Es un parasito intracelular obligado que infecta a macréfagos y
por tanto ha desarrollado diversos mecanismos de evasion de la respuesta inmune. Por
ejemplo, los promastigotes de L. donovani inhiben la produccién de IL-12, un importante
inductor de IFN-y, en macrofagos derivados de médula 6sea. El IFN-y es la principal citocina
involucrada en la induccién de la actividad leishmanicida en los macréfagos (Belosevic et al.
1989; Carrera et al. 1996; Murray et al. 1982). También se ha observado que la infeccién de
este parasito en fagocitos mononucleares inhibe la expresién de los genes del MHC-II en
respuesta a IFN-y (Reiner et al. 1988), de igual manera interfiere en los mecanismos de
sefializacién inducidos por IFN-y tales como la fosforilacion de JAK1 y 2 y de STAT1a
(Nandan and Reiner 1995) e inclusive de eventos mas tempranos como la fosforilacion de la
cadena alfa del receptor de IFN-y en respuesta al reconocimiento de su ligando tan solo 24

horas después de la infeccion (Ray et al. 2000).

Conociendo que L. donovani es capaz de inhibir la sefalizacion de IFN-y, otros investigadores
han hecho esfuerzos para esclarecer qué mecanismos se involucran en dicha regulacién y
han encontrado que la infeccion con este protozoario induce en los macréfagos humanos la
expresion de RNAm de SOCS3, que a su vez se relaciond con una pobre activacion de
STAT1 frente a la infeccion (Bertholet et al. 2003). También se ha demostrado que esta
infeccién induce la expresion de la fosfatasa SHP-1 en macréfagos, 1o que correlaciona con la
disminuciéon de la fosforilacion de JAK2 inducida por IFN-y (Blanchette et al. 1999). Sin
embargo, la inhibicion de la via JAK/STAT por L. donovani no solo involucra procesos de

desfosforilacion, ya que también se ha observado que es capaz de inducir la degradacion via
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proteosoma de STAT1a con la participaciéon de PKCa en macrofagos B10R (Forget et al.
2005).

Leishmania major y Leishmania mexicana. Al igual que L. donovani, estas dos especies
son parasitos intracelulares que infectan macréfagos y donde el IFN-y participa de manera
importante en el control de la infeccion (Belosevic et al. 1989; Murray 1982). Estos parasitos
también han desarrollado mecanismos de evasion del sistema inmune para favorecer su
supervivencia en el hospedero. Entre los mecanismos que se han descrito se sabe que tanto
L. mexicana como L. major pueden suprimir la expresion de las subunidades o y p del
receptor de IFN-y (IFN-yRa y B) en macrofagos de lineas celulares como J774A 1 y
RAW?264.7. También se ha descrito que como resultado de estas infecciones se reducen en
estas células los niveles totales de las proteinas JAK1 y JAK2 y se regula negativamente la
fosforilacion de estas Janus cinasas y de STAT1 en respuesta a IFN-y. Ademas de lo
mencionado anteriormente, L. mexicana demostré que induce una mayor fosforilacion de la
isoforma STAT1p en respuesta a IFN-y, la cual se asocia con la modulacion negativa de IFN-y
(Bhardwaj et al. 2005).

Toxoplasma gondii. Este protozoario se encuentra ampliamente distribuido y afecta a
humanos y a diversas especies de animales. Su importancia radica en que a pesar de poder
permanecer afnos en latencia, la toxoplasmosis aparece en condiciones de inmunodeficiencia
o padecimientos congénitos (Moncada and Montoya 2012; Navia et al. 1986). En pacientes
inmunocompetentes este parasito induce una respuesta efectora Th1 con presencia de
citocinas como IL-12 e IFN-y (Denkers and Gazzinelli 1998), que debe de ser regulada a
través de IL-10 para evitar patologias asociadas con procesos inflamatorios (Gazzinelli et al.
1996), sin embargo, en la ausencia de estas citocinas proinflamatorias, la infeccion por T.

gondii es letal (Gazzinelli et al. 1994; Scharton-Kersten et al. 1996).

Dado que IFN-y promueve la expresion de genes importantes en la eliminacién de esta
infeccion, T. gondii ha desarrollado mecanismos por los cuales logra modular negativamente
la sefalizacion por esta citocina, como se ha demostrado por experimentos con macrofagos
RAW264.7 infectados in vitro con taquizoitos de T. gondii, donde se observd que se inhibia la
fosforilacion en tirosina 701 de STAT1 con la consiguiente disminucién de la transcripciéon de
diversos genes y la produccién de 6xido nitrico. Esta falta de activacion de STAT1 se le

atribuyd a la expresiéon de SOCS1 inducida por el parasito y se corrobord con la infeccién de
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macrofagos SOCS17/, donde los efectos inhibitorios de T. gondii sobre la sefializacion de IFN-
y fueron mucho menores (Zimmermann et al. 2006). Sin embargo, como se puede observar,
estos estudios se realizaron con parasitos protozoarios, mientras que la participacion de esta
via de sefalizacion en infecciones por helmintos es un tema que ha sido escasamente

abordado.

INFECCIONES PARASITARIAS EN ANIMALES DEFICIENTES DE STAT1

Sabiendo que la respuesta Th1 participa en el control de diversas infecciones parasitarias, y
con el conocimiento de que STAT1 es un factor importante en la polarizacion hacia esta
respuesta, se ha trabajado con infecciones por parasitos en ratones deficientes de esta
molécula, donde se ha observado que dependiendo del agente infeccioso y del fondo
genético de la cepa de ratones utilizada, STAT1 puede participar de diferentes formas

mediando la resistencia o susceptibilidad a la infeccion.

La deficiencia de STATL1 en la infeccion por L. donovani y L. major. Como se mencion6
anteriormente, L. donovani y L. major han desarrollado mecanismos para inhibir la via de

sefnalizacién de IFN-y con lo que propician su establecimiento en el hospedero.

En el caso de la infeccion por L. donovani, se observé que ratones STAT17/ de fondo genético
BALB/c mostraron un impedimento del desarrollo de una respuesta Th1 comparado con sus
controles silvestres, sin embargo, a pesar de que esta respuesta se ha asociado al control de
la carga parasitaria, los ratones deficientes de este factor de transcripcién desarrollaron un
menor numero de parasitos por lo que fueron mas resistentes a la infeccion, ademas de que

desarrollaron una menor inmunopatologia (Rosas et al. 2006).

Por otro lado, la deficiencia de esta misma molécula en ratones de fondo genético C57BL/6
infectados con L. major, demuestra nuevamente que STAT1 es importante en el desarrollo de
una adecuada respuesta Th1 ya que, frente a este parasito, los ratones STAT17/ presentaron
un déficit en su produccion de IFN-y e IL-12, ademas de que mostraron niveles mayores de IL-
4, citocina asociada con un perfil Th2. A diferencia de lo que se observo en la infeccién con L.

donovani, los ratones deficientes de STAT1 fueron mas susceptibles a la infeccién con L.
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major, desarrollando lesiones de mayor tamafo y una mayor carga parasitaria que los
controles STAT1"/* (Rosas et al. 2003).

En resumen, STAT1 participa de manera diferente frente a distintas infecciones, por otro lado,
estas diferencias también podrian relacionarse a los diferentes fondos genéticos de los

hospederos.

La deficiencia de STAT1 en la infeccién por Toxoplasma gondii. De manera similar a
Leishmania, Toxoplasma gondii necesita para su establecimiento en el hospedero la
modulacion del sistema inmune, de manera particular, logra regular negativamente la
sefializaciéon mediada por IFN-y. Con el fin de entender mejor este fendmeno se han realizado
estudios utilizando ratones deficientes de STAT1 y se ha observado que a diferencia de lo
que sucede en la infeccion por Leishmania, la ausencia de esta proteina en ratones SvEv no
es determinante en el desarrollo de la respuesta Th1 frente a T. gondii, lo que se observa al
presentarse niveles de IL-12 e IFN-y similares a los encontrados en los ratones STAT1%/* con
la misma infeccion. Sin embargo, la ausencia de esta proteina favorecio la muerte de todos
los ratones alrededor del dia 11, mientras que en los ratones WT no hubo fallecimientos. Esto
es debido, entre otras cosas, a que alrededor del 50% de las células peritoneales en los
ratones STAT17/ fueron infectadas por el parasito mientras que el indice de células infectadas
en los ratones WT solo alcanzé el 2%. A esta susceptibilidad observada en los ratones KO se
le asocia la inhabilidad de regular positivamente la expresién de moléculas del MHC en los

macrofagos y la baja produccion de NO (Lieberman et al. 2004).

Si bien STAT1 puede ser determinante en el desarrollo de la respuesta Th1 frente a algunas
infecciones, en otras su ausencia no parece afectar el desarrollo de esta respuesta. Por otro
lado, mientras la ausencia de este factor de transcripcibn puede inducir una mayor
susceptibilidad a un cierto parasito, curiosamente esta misma ausencia frente a otro agente
infeccioso puede significar un incremento substancial en la resistencia y disminucién de la

patologia.

Como puede apreciarse, la participacion de STAT1 en respuesta a patégenos depende del
agente infeccioso, y los estudios antes mencionados se han realizado utilizando infecciones
con protozoarios. Frente a helmintos parasitos, la participacion de STAT1 aun se encuentra

pobremente descrita a pesar de que se conoce que la respuesta Th1 participa de manera
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importante en el control de ciertas infecciones. Por lo tanto, es importante estudiar el papel
que tiene esta proteina en la infeccién por T. crassiceps, para poder asi comprender mejor la

modulacion que ejercen los helmintos en sus hospederos.
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JUSTIFICACION

El factor de transcripcion STAT1 es importante en el desarrollo de la respuesta Th1 y en la
activacion clasica de los macréfagos. La infeccion intraperitoneal con Taenia crassiceps
polariza la respuesta inmune de sus hospederos desde un perfil Th1 caracterizado por una
baja carga parasitaria y la presencia de macrofagos clasicamente activados, hacia uno Th2,
con lo que logra un ambiente que facilita su establecimiento asi como el surgimiento de

macroéfagos alternativamente activados los cuales son hipo-responsivos a IFN-y.

Debido que STAT1 es importante en el desarrollo de la respuesta Th1 asociada al control de
la infeccion, es importante estudiar la participacion de la activacién de STAT1 durante el curso
de la infeccién asi como evaluar el desarrollo de la respuesta inmune y su relacion con la

resistencia frente a T. crassiceps en ausencia de este factor de transcripcion.
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HIPOTESIS

La activacion de la molécula STAT1 esta implicada en la resistencia a la infeccién con Taenia

crassiceps.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de STAT1 en la infeccidn por T. crassiceps.

Objetivos particulares

e Determinar si la activacion de la molécula STAT1 frente a IFN-y en macrofagos
peritoneales presenta diferencias entre la cepa susceptible BALB/c y la cepa resistente
C57BL/6 en la infeccion con T. crassiceps.

¢ Identificar si la infeccion con T. crassiceps induce alteraciones en la activacion de
STAT1 en respuesta a IFN-y en esplenocitos de ratones BALB/c.

e Analizar si la infeccidn crénica por T. crassiceps induce la expresién de moléculas
inhibitorias de la activacion de STAT1.

e Determinar si el TCES posee la misma capacidad de modulacion que la infeccion en
esplenocitos y macréfagos peritoneales de ratones BALB/c.

e Determinar si el TCcES puede inducir en PBMC de humanos una activacion disminuida
de STAT1 frente a IFN-y.

o Estudiar si la ausencia de STAT1 en ratones BALB/c facilita una mayor resistencia o
susceptibilidad a la infeccion con T. crassiceps.

o Establecer la presencia o ausencia de aaM¢ en la fase crénica de infeccion en ratones
STAT1 KO.

e Explorar el papel de los Mp STAT1*/" y STAT17/ en la resistencia a la infeccién por T.

crassiceps, a través de transferencias in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

Ratones. Se utilizaron ratones hembras y machos de 6 a 8 semanas de edad de las cepas
BALB/c, C57BL/6 y STAT1/ de fondo genético BALB/c y se mantuvieron en un ambiente libre
de patogenos. Los procedimientos de cuidado y manejo de los animales se realizaron
conforme a la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999 titulada "Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio" y fueron aprobados por

el comité local de bioética. Los ratones se sacrificaron utilizando una camara de CO..

Infeccion. Los ratones fueron inoculados con 10 metacéstodos de Taenia crassiceps cepa
ORF via i.p. obtenidos bajo condiciones asépticas de la cavidad peritoneal de hembras

BALB/c de entre 6 y 10 semanas de infeccion.

Obtencién de TcES. Se colectaron los metacéstodos de T. crassiceps de la cavidad
peritoneal de ratones hembras BALB/c de 10 semanas de infeccion y se mantuvieron en
Solucién Salina Fisiologica (SSF) estéril por 24 horas a 37°C después de las cuales se
recolectd el sobrenadante, se centrifugé por 10 minutos a 2795 g y se descarto la pastilla. Las
proteinas fueron concentradas utilizando tubos Amicon Ultra Filters con un corte de
membrana de 50 KDa (Millipore). Se determind la concentracion de proteina utilizando el
reactivo de Bradford comercial, se le adiciond inhibidor de proteasas y se almaceno a -70°C

hasta su uso.

Obtencién de suero. Se obtuvo muestra de sangre de ratones BALB/cy STAT1 KO alas 4y
8 semanas de infeccion y de ratones no infectados por puncion cardiaca. Se obtuvieron los

sueros por centrifugacién (2000 rpm/10 minutos). El suero se almacené a -20°C hasta su uso.

Anticuerpos y citocinas recombinantes. Se utilizaron Ab primarios Anti-B-Actina, anti-
SOCS3 (BioLegend), anti-SHP-1 (Sigma), anti-STAT1, anti-STAT1-P (BD BioScience) a una
dilucién 1:500 y anti STAT6-P (Santa Cruz Biotechnology) en una dilucion 1:200. Los Ab
secundarios utilizados fueron HRP Donkey anti Rabbit IgG, HRP Goat anti mouse IgG
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(BioLegend) y HRP anti goat (Santa Cruz Biotechnology). El IFN-y y la IL-4 recombinantes
murinos asi como IFN-y recombinante humano se obtuvieron de PeproTech. Para citometria
de flujo se utilizaron anticuerpos anti IFN-yRa, anti IFN-yRp, anti F4/80, anti MHC-II, anti
MMR, anti PD-L1, anti PD-L2, anti CD11b, anti Ly6C, anti Ly6G (BioLegend) y anti CCR2
(R&D Systems).

Obtencion de células de exudado peritoneal (PECs). Se obtuvieron células del peritoneo
mediante lavado peritoneal con SSF. Se ajustaron a 5x10° células/mL por conteo por
exclusion con azul de Tripano y se sembraron 5 millones de células por pozo en placas de 6
pozos (Costar). Se dejaron adherir por 2 horas a 37°C y 5% CO,, se removieron las células
no adherentes mediante lavados con DMEM. Las PECs adherentes fueron en su mayoria

macréfagos, como se corroboro por citometria de flujo (>90% F4/80"MHC-II™).

Obtencién de células de bazo. Se removieron los bazos de los ratones de los diferentes
grupos en condiciones estériles y se les realizd una perfusion con SSF, se recolectaron las
células en suspension y se centrifugaron a 450 g x 10 minutos. Se resuspendieron en
solucion de Boyle por 10 minutos para lisar eritrocitos y se contaron por exclusion de azul de

Tripano. Se ajustaron a 5 x 10° células/mL en medio.

Obtencién de PBMC. Se obtuvieron 10mL de sangre periférica de donadoras sanas y se
mezclaron con 20mL de SSF. Un volumen de 8mL de sangre diluida fue adicionado a 3mL de
Ficoll y se centrifugé a 450 g por 30 minutos para separar las fases. Se colect6 la fase
intermedia que contenia las células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Estas
células se lavaron dos veces con SSF y se contaron mediante exclusion con azul de Tripano

en camara de Neubauer. Se ajustaron a 7x10° células y se sembraron en cajas Petri.

Obtencién de sobrenadantes de cultivo y determinacion de NO. Se obtuvieron PECs
como se menciond anteriormente, se sembraron 5x10° células por pozo, después de dos
horas de incubacion se lavaron las células no adherentes y las adherentes se estimularon o

no con IFN-y (20 ng/mL) por 24 horas después de las cuales se recolectaron los
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sobrenadantes y se congelaron a -70°C hasta su uso. La determinacion de éxido nitrico se

realizé mediante la reaccion de Griess (Miranda et al. 2001).

Estimulacion de células y obtencion de proteinas. Veinticuatro horas después de lavar las
células no adherentes, los macrofagos y esplenocitos se estimularon con IFN-y (20 ng/mL,
PeproTech) por 20 minutos, posteriormente se lisaron con amortiguador de lisis frio (20mM
Tris-HCI pH=8, 137mM NaCl, 2mM EDTA, 1% Triton X-100, 10% glicerol e inhibidor de
proteasas 1%). Los lisados se centrifugaron, se colecté el sobrenadante y se determiné la
concentraciéon de proteinas mediante la técnica de Bradford. Las proteinas se almacenaron a
-70°C hasta su uso. Células de animales no infectados y PBMC de humano se incubaron o no
con TcES (50 ng/mL) por 3 dias previos a la estimulaciéon con IFN-y (20ng/mL, PeproTech)

por 20 minutos. Las proteinas se extrajeron como se mencioné anteriormente.

Células del bazo, macréfagos peritoneales y PBMC humanas (5x10° de todas las células)
también fueron tratados previamente con ortovanadato de sodio 20uM (Sigma-Aldrich) por 45
minutos previos a la estimulacion con IFN-y + ortovanadato por 20 minutos. Después de este

tiempo las proteinas se extrajeron como se indicé anteriormente.

Western Blot. Las proteinas fueron separadas por electroforesis en SDS-PAGE (40 ug por
carril) utilizando geles de acrilamida al 10%, posteriormente se realizd una transferencia
electroforética a membranas de PVDF (Immobilon-P MILLIPORE). Las membranas fueron
bloqueadas (leche baja en grasa al 5% en PBS) por 2 horas a 37°C. Después se incubaron en
agitacion con anticuerpos primarios (1:500-1000) toda la noche seguido de 3 lavados de 10
minutos con PBS-T 0.05%. La deteccion se realizé mediante la incubacion con Ab
secundarios (1:2000) acoplados con HRP por dos horas. Se volvieron a lavar las membranas

y se realizd el revelado utilizando el sistema de deteccion ECL de Amersham.

ELISA para determinacién de anticuerpos especificos en suero. Se sensibilizaron placas
de 96 pozos (Nunc, Polysorp) con 10 ug/mL de antigeno soluble total de Taenia crassiceps
toda la noche a 4°C. Se lavaron las placas 5 veces con PBS-T al 0.05% (solucién de lavado).

Se realizd el bloqueo con PBS-BSA al 1%. Se lavaron las placas 2 veces. Se colocaron los
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sueros de ratones BALB/c y STAT KO de ratones controles y de 4 y 8 semanas de infeccion a
una dilucién 1:25 y posteriores diluciones dobles. Se dejaron incubar toda la noche y se
lavaron 5 veces. Se adicionaron los anticuerpos anti IgG1 y anti IgG2a (1:500 a 1:1000)
contra ratén (Zymed) ambos acoplados a biotina estreptavidina. Después de otros 5 lavados
se realizo el revelado adicionando ABTS/H,O, como sustrato. Las placas fueron leidas a 405

nm. Los valores se expresan como densidad optica.

Citometria de flujo. Se obtuvieron células de peritoneo y esplenocitos y se colocaron 1x10°
células en tubos para analisis de citometria (BD Falcon). Una vez en los tubos de FACS se
centrifugaron para concentrarlas y se resuspendieron en 50 uL de amortiguador de FACS con
anti-CD16/32 (BioLegend, San Diego, CA, USA) para evitar uniones inespecificas y se
incubaron por 15 minutos a 4°C, posteriormente se les agregaron los Ab marcados con
fluorocromos anti-F4/80, anti-PD-L1, anti-PD-L2, anti-MMR, anti-CD11b, anti-Ly6C, anti-Ly6G
(todos de BiolLegend) y anti-CCR2 (R&D Systems) y se incubaron por 30 min a 4° C. Las
células se lavaron 2 veces con 1 mL de amortiguador de FACS (conteniendo 1% FBS y 0.5%
of azida de sodio en PBS) y se centrifugaron a 450 g x 10 minutos. El analisis de las células
se realizé utilizando el citdbmetro FACSCalibur y el programa Cell Quest (Becton Dickinson).

Los datos se analizaron posteriormente utilizando el programa Cyflogic version 1.2.1.

PCR (genotipo) y RT-PCR. El genotipo de los ratones STAT17/ se realizé utilizando DNA
obtenido mediante digestion de 1cm de cola de ratén por incubacion con proteinasa K y
extraccion con cloroformo. Se realizé la extraccion de RNA total de macrofagos peritoneales
(2x10° células) utilizando 1 mL Trizol (Invitrogen) seguido de una extraccion con cloroformo.
Se cuantificé el RNA total y se tomé6 1ug para su conversion a cDNA utilizando el kit RevertAid
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Tanto de DNA (genotipo) como de
cDNA se utilizd6 1ug para los ensayos de PCR utilizando un termociclador Corbett Research
(Australia) y el kit Amplificasa kit (BioTechMol). Se amplificaron los genes STAT1 (genotipo),
GAPDH, Fizz1, Ym1, PD-L1, TNFa, Arg1 e iNOS. El programa utilizado para la amplificacion
de los genes contenia una desnaturalizacion inicial a 94°C por 1 minuto, 35 ciclos de 95°C por
30 segundos, la temperatura de alineamiento indicada por 30 segundos y un ultimo paso de
72° C por 30 segundos. Los productos de la amplificacion se cargaron con 6x DNA loading

Dye (Thermo Scientific) en geles de agarosa (1.5%) con Midori green Advance (NIPPON
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Genetics EUROPE GmbH). Las secuencias de primers utilizados y las temperaturas de

alineamiento se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de primers utilizados para determinar marcadores de activacion
alternativa de macroéfagos, citocinas y STATL.

Gen Secuencia TA (°C) Prod. Referencia
GAPDH | F-CTC ATg ACC ACA gTC CAT gC 56 201 Renshaw et al.
R - CAC ATT ggg ggT Agg AAC AC (2002)
Fizz1 F - ggT CCC AgT gCA TAT ggA TgA gAC CAT Ag 65 290 Nair et al.
R - CAC CTC TTC ACT CgA ggg ACAgTT ggC AgC (2003)
Ym-1 F - TCA CAggTC Tgg CAATTC TTC Tg 56 436 Nair et al.
R-TTT gTC CTT Agg Agg gCT TCC TC (2003)
TNF-a F - ggC Agg TCT ACT TTggAg TCATTg C 59 307 Ulett et al.
R - ACA TTC gAg gCT CCA gTg AAT TCg (2000)
iNOS F - CTg gAg gAg CTC CTg CCT CATg 62 449 Yoshida et al.
R - gCA gCA TCC CCT CTg ATg gTg (2000)
Arg-1 F - CAg AAg AAT ggA AgA gTC Ag 54 250 Nair et al.
R - CAg ATA TgC Agg gAg TCA CC (2003)
PDL-1 F —ggT Cgg ACA TgT TTATgT g 56 269 -
R — TCA CAC TTg TgA ggA AAg g

TA: Temperatura de alineamiento F: forward primer; R: reverse primer.

Ensayo de proliferacion. Se sensibilizaron placas de 96 pozos (Costar) con aCD3 (2
ug/mL). Se obtuvieron células de bazo de ratones no infectados, se cuantificaron y se
marcaron con CFSE. Se sembraron 100 000 células por pozo y se dejaron activar por 2-3
horas después de las cuales se les agregaron diferentes diluciones de células totales del
exudado peritoneal de ratones BALB/c y STAT17/ de 2 dias de infeccidén y no infectados.
Después de 3 dias de co-cultivo, se recolectaron los sobrenadantes y la expresion de CFSE

en los linfocitos se analizé por citometria de flujo.

Cytospin. Se obtuvieron células de exudado peritoneal de ratones BALB/c y STAT17/ de 8

semanas de infeccion. Se contaron por exclusiéon con azul de Tripano y se centrifugaron 400
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mil células a 28 g sobre portaobjetos para su sedimentacién. Las laminillas ser tineron con
colorante de Wright. Se observaron al microscopio y se contaron los linfocitos, neutrofilos y

macrofagos encontrados.

Transferencia de células. Después de 4 semanas de infeccion, se obtuvieron células de
exudado peritoneal de ratones STAT17/, estas se sembraron y se dejaron adherir por 2 horas
después de las cuales se lavaron las células no adherentes y las adherentes se despegaron
con una solucion de EDTA. Después de despegarlas, los macréfagos se contaron y se
transfirieron 3x10° células i.p. a ratones BALB/c a los que previamente se les depletaron los

macrofagos residentes de peritoneo mediante la inyeccion i.p. de liposomas con clodronato (2

mg).
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RESULTADOS Y PUBLICACIONES OBTENIDAS

La infeccién por Taenia crassiceps y sus productos de excrecidn/secreciéon inhiben la

activacion de STAT1 en respuesta a IFN-y.

Esta parte del trabajo doctoral se encuentra publicada en:

Becerra-Diaz M, Terrazas LI. (2014). Taenia crassiceps infection and its
excreted/secreted products inhibit STAT1 activation in response to IFN-y. Int J Parasitol.
2014 May 14.

En este trabajo se buscé determinar si la infeccién con T. crassiceps o sus productos de
excrecion/secrecion (TCcES) modulan negativamente la respuesta a IFN-y tanto en células
inmunes murinas como humanas mediante la disminucién de su capacidad de fosforilar a
STAT1. Las figuras que se mencionan en los siguientes parrafos se encuentran en el
articulo citado previamente y ubicado en la pagina 43.

La infecci6on cronica con T. crassiceps disminuye la fosforilacibn de STAT1 en
respuesta a IFN-y en macréfagos peritoneales de ratones de la cepa susceptible BALB/c
mientras que en ratones C57BL/6, resistentes a esta infeccidon, no se observa este

efecto.

Es conocido que la cepa BALB/c es altamente susceptible a la cisticercosis causada por T.
crassiceps mientras que los ratones de la cepa C57BL/6 son resistentes, también es sabido
que en ambas cepas las hembras son mas susceptibles que los machos por lo que
desarrollan una mayor carga parasitaria (Sciutto et al. 1991). Otra caracteristica de esta
infeccién es que induce en su etapa crénica la presencia de aaM¢ los cuales son hipo-
responsivos al estimulo con IFN-y a pesar de expresar niveles elevados del receptor para esta

citocina (Rodriguez-Sosa et al. 2006).

Con la finalidad de identificar una posible causa de la disminucion en la respuesta a IFN-y

evaluamos el estado de activacion de STAT1, factor de transcripcion involucrado en la
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respuesta a esta citocina, en los macréfagos tanto de la cepa susceptible BALB/c como de la
cepa resistente C57BL/6 asi como su asociacion con la carga parasitaria, a las 8 semanas de
infeccién. Como era esperado, después de la infeccion con 10 metacéstodos i.p. los ratones
C57BL/6 resolvieron casi en su totalidad la infeccion mientras que los ratones BALB/c fueron
susceptibles a ésta siendo las hembras las que albergaron un mayor numero de parasitos
(Fig. 1A). Cuando se analizé en las células peritoneales de estos ratones la capacidad de
fosforilar STAT1 al ser estimuladas con IFN-y se encontré que tanto hembras como machos
BALB/c infectados presentaban una menor fosforilacion de STAT1 que las células de ratones
no infectados (Fig. 1B). Por el contrario, en los macréfagos de los ratones C57BL/6 infectados
encontramos una mayor fosforilacién de STAT1 en respuesta a IFN-y que en las células de

los ratones no infectados (Fig. 1C).

Este fendmeno se observo en la etapa crénica de la infeccion, donde existe una gran carga
parasitaria y la respuesta inmune se encuentra polarizada hacia un perfil Th2, mientras que al
analizar lo que pasaba en los macréfagos obtenidos durante la infeccidon aguda (2 semanas)
cuando el numero de parasitos es menor (Fig. 2A) se encontré que tanto las células de
hembras como machos respondieron a través de una mayor fosforilacion de STAT1 al ser

estimulados con IFN-y comparados con macrofagos de ratones no infectados (Fig. 2By 2C) .

La disminuciéon de la fosforilacion de STAT1 en respuesta a IFN-y en los aaM¢$ no es
consecuencia de un decremento en la expresiéon de la proteina STAT1 total ni a una

disminucién de la expresion de las cadenas del receptor para esta citocina.

La disminucién en la activacion de STAT1 observada anteriormente podria tener diferentes
causas, por un lado, la infeccidon podria regular negativamente la produccion de la proteina
STAT1, lo que podria tener como consecuencia menores niveles de proteina STAT1
fosforilada. Por otro lado, esta misma infeccién podria causar en los macréfagos una menor
expresion de las cadenas del receptor de IFN-y con lo que la respuesta a esta citocina se

veria disminuida.

Al analizar mediante WB los niveles de la proteina STAT1 total en células peritoneales tanto
de ratones infectados como de no infectados encontramos que la infeccién no indujo cambios

significativos en la expresion de esta proteina (Fig. 3D) mientras que favorecioé un incremento
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importante de la expresion de las cadenas a y [ del receptor para IFN-y como se demostré
mediante el analisis por citometria de flujo (Fig. 3A) con lo que se descartan estos posibles
mecanismos como responsables de la disminucién en la fosforilacion de STAT1. También se
realizaron una curva de concentracion de IFN-y y una de tiempo de estimulaciéon para
determinar si en estos macréfagos de ratones infectados (8 semanas) un incremento en el
tiempo de estimulacién o de dosis de la citocina podrian favorecer la fosforilacion hacia un
nivel similar a las condiciones controles sin embargo, en ningun caso la fosforilacion se vio
restablecida y se demostré que las condiciones en que se estaban llevando a cabo los

experimentos eran las optimas (Fig. 3B y 3C).

La infeccién cronica con T. crassiceps no altera la capacidad de los macrofagos de
fosforilar a STATS6.

Otra posible causa de la disminucion en la fosforilacion de STAT1 podria deberse a que la
infeccién crénica con T. crassiceps generara una alteracion generalizada de la via JAK/STAT.
Para evaluar esta posibilidad, macrofagos del mismo grupo de animales crénicamente
infectados fueron estimulados con IL-4. Se encontré6 que éstos macrofagos tuvieron la
capacidad de fosforilar fuertemente a la proteina STAT6 en respuesta a IL-4 (Fig. 3E), siendo
inclusive mayor a la fosforilacién observada en las células de ratones no infectados. Estos
datos sugieren que la deficiencia en la fosforilacién de STAT1 observada en los macréfagos
de ratones infectados es especifica y no corresponde a un defecto general de la via
JAK/STAT.

La infeccidon crénica con T. crassiceps induce en los macréfagos peritoneales la
sobreexpresién de las moléculas supresoras SHP-1 y SOCS3, mientras que el uso de

un inhibidor de fosfatasas ayuda a restablecer la fosforilacién de STAT1.

Con el propdsito de explorar las posibles moléculas que pudieran estar involucradas en la
fosforilacion alterada de STAT1 en los macréfagos de ratones infectados crénicamente con T.
crassiceps, se decidié analizar por WB la expresion de las proteinas SOCS3 y SHP-1 las
cuales pueden actuar como moduladores negativos de la activacion de STAT1 (Christophi et

al. 2009; Kundu et al. 2013; Stoiber et al. 1999). Como se muestra en la figura 4A, la infeccién
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crénica indujo una sobreexpresion significativa de SOCS3 independiente al estimulo con IFN-
v, la cual se mantuvo constante en las células estimuladas con IFN-y. Por otro lado, la
expresion de la fosfatasa SHP-1, la cual es capaz de remover un grupo fosfato de residuos
tirosina ya sea en el receptor de citocina activado o en diversas proteinas STAT fosforiladas
(Neel 1993), se observé incrementada también por la infeccion con T. crassiceps, sin

embargo, la estimulacién con IFN-y condujo a una disminucion de esta proteina (Fig. 4B).

Para esclarecer la participacion de la fosfatasa SHP-1 como mecanismo regulador de la
activacion de STAT1, se utilizo el inhibidor de fosfatasas ortovanadato de sodio, con el cual se
logro restablecer la fosforilacion de STAT1 en macréfagos estimulados con IFN-y, al mismo
tiempo que disminuyeron los niveles de expresion de la fosfatasa SHP-1. Ademas de
restablecerse la fosforilacién de STAT1, cuando el estimulo de IFN-y se mantuvo por 24 horas
fue también recuperada la produccion de o6xido nitrico en aquellas células incubadas
previamente con el inhibidor de fosfatasa (Fig. 4B y 4C). Estos resultados involucran a SHP-1
como responsable de la regulacion negativa de la fosforilacion de STAT1 mientras que
descartan a SOCS3 en este fendmeno ya que el restablecimiento de la fosforilacion de

STAT1 se logré pese a la presencia constante de esta proteina (Fig. 4D).

Al igual que los macréfagos peritoneales, los esplenocitos de los ratones BALB/c
infectados con T. crassiceps presentan una disminucién en la fosforilacion de STAT1

en respuesta a IFN-y.

Para identificar si el efecto modulador de T. crassiceps podia afectar a otras poblaciones
celulares ademas de los macréfagos peritoneales, se analizé la fosforilacion de STAT1 en
esplenocitos totales de animales infectados (8 semanas) y no infectados (controles), los
cuales no se encuentran en contacto directo con el sitio de infeccion. De manera similar a lo
ocurrido con los macréfagos peritoneales, la infeccion crénica con este helminto indujo una
disminucion en la capacidad de los esplenocitos de fosforilar STAT1 al ser estimulados con
IFN-y en comparacién con esplenocitos de ratones no infectados (Fig. 6A). Ademas del déficit
en la fosforilaciéon de STAT1, la infeccidn cronica con T. crassiceps también provocd un
incremento en la expresion de la proteina SOCS3 en los esplenocitos (Fig. 6B) y, de manera

similar a lo ocurrido en macrofagos, la incubacion previa de los esplenocitos con el inhibidor
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de fosfatasas indujo un incremento en los niveles de fosforilacion de STAT1 en respuesta a

IFN-y, aunque no de manera significativa (Fig. 6C).

Los productos de excrecion/secrecion de T. crassiceps (TcES) emulan la modulacion
negativa causada por la infecciébn crénica con este parasito en macréfagos

peritoneales de ratdn.

Dado que los esplenocitos de ratones infectados sufrieron un decremento en su habilidad
para fosforilar STAT1 en respuesta a IFN-y aun cuando no se encuentran en contacto directo
con los parasitos y a la evidencia que existe sobre el efecto modulador los antigenos de T.
crassiceps (TcES), los cuales han demostrado ser capaces de inhibir la respuesta de células
dendriticas derivadas de médula 6sea y de células dendriticas derivadas de humanos frente a
diversos ligandos de TLRs (Terrazas et al. 2013; Terrazas et al. 2010a; Terrazas et al. 2011).
Se buscé evaluar la capacidad de TcES de emular la induccion de la disminucién sobre la
fosforilacion de STAT1 en respuesta a IFN-y causada por la infeccidon crénica,
simultaneamente, se evalué esta misma propiedad al incubar las células con el antigeno
soluble total de T. crassiceps (TcSol) y en presencia de metacéstodos (en contacto directo o a
través de un sistema de transwells). Después de mantener estos estimulos por 3 dias se
encontré que el TcES (50 ng/mL) logré producir un efecto similar a la infeccion crénica ya que
los macrofagos peritoneales sometidos a este estimulo presentaron una disminucién en su
capacidad de activar a STAT1 (Fig. 5A) asi como un incremento en la expresién de SOCS3
(Fig. 5B) y de SHP-1 (Fig. 5C).

El TcES es capaz de modular negativamente la respuesta a IFN-y en células

mononucleares derivadas de sangre periférica de pacientes humanos.

Una vez determinada la capacidad del TcES para inducir in vitro la disminucién de la
fosforilacion de STAT1 en macréfagos peritoneales murinos (Fig. 5A), se analizé si este
fendmeno era reproducible en células humanas. Para este fin se extrajo sangre periférica de
donadores sanos y por gradiente de Ficoll se obtuvieron células mononucleares (PBMC).
Estas se incubaron por 3 dias con TcES (50 ug/mL) y posteriormente se estimularon con IFN-

y para el analisis de STAT1-P.
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Similar a lo observado en macréfagos y esplenocitos murinos, las PBMC de donadores
humanos previamente expuestas a TCcES presentaron una fosforilacién disminuida de STAT1
frente al estimulo con IFN-y en comparacion con las células que no estuvieron en contacto
con TcES (Fig. 7A). Por otro, lado el uso de ortovanadato de sodio también facilitd la
recuperacion de la fosforilacion de STAT1 en las células incubadas con TcES (Fig. 7B), lo que
indica que los antigenos liberados por T. crassiceps podrian estar induciendo la produccién
de fosfatasas como un mecanismo de regulacion negativa de la respuesta a IFN-y en células

humanas.
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It is well understood that helminth infections modulate the immune responses of their hosts but the
mechanisms involved in this modulation are not fully known, Macrophages and dendritic cells appear
to be consistently affected during this type of infection and are common target cells for helminth-derived
molecules. In this report, we show that macrophages obtained from chronically Toenio crossiceps-infected
mice displayed an impaired response to recombinant murine [FN-y, but not to recombinant munne IL-4,
as measured based on the phosphorylation of STAT1 and STATE, respectively. These macrophages

mrdr expressed high levels of SOCS3. However, the inhibition of phosphatase activity by orthovanadate
Lelminths restored the IFN-y response of these macrophages by increasing STAT1 phosphorylation without affect-
Alternatively activated macrophages ing 50CS3 expression. Therefore, we aimed to identify the phosphatases assodated with IFN-y signaling
STAT1 inhibition and found that macrophages from T. crassiceps-infected mice displayed enhanced SHP-1
SOCS3 expression, Interestingly, the exposure of naive macrophages to T. crassiceps excreted/secreted products
SHE-1 similarly interfered with IFN-y-induced STAT1 phosphorylation, Moreover, macrophages exposed to T.

Immunomodulation

crassiceps excreted/secreted products expressed high levels of SOCS3 as well as SHP-1. Strikingly, human
Excreted|secreted molecules

peripheral blood mononuclear cells that were exposed to T. crassiceps excreted [secreted products in vitro
also displayed impaired STAT1 phosphorylation in response to IFN-y; again, phosphatase inhibition
abrogated the T, crassiceps excreted/secreted product-altered IFN-y signaling. These data demonstrate
a new mechanism by which helminth infection and the products derived during this infection target
intracellular pathways to block the response to inflammatory cytokines such as IfN-y in both murine
and human cells,

© 2014 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Helminths are a diverse group of multicellular organisms with
the interesting ability to modulate the host immune system, trig-
gering a permissive environment in their hosts thar allows them
to survive. Helminth infections also impair immunity against other
unrelated infections and may affect vaccine efficacy (Sabin et al.,
1996; Cooper er al,, 2001; Elias et al., 2001; Kamal et al,, 2001;
Maizels and Yazdanbakhsh, 2003; Le Hesran et al., 2004; Nookala
et al, 2004; Sokhna et al., 2004; Hartgers and Yazdanbakhsh,
2006; Walson and John-Stewart, 2007). The mechanisms through
which helminth parasites achieve this immunomodulatory effect
are not fully understood, but it is well known that they have
developed successful and sophisticated mechanisms to maintain
a regulatory environment that favors both parasite persistence

* Corresponding author,
E-mail address: literrazas@campusiztaalaunamms (LL Terrazas)

hetp: f fdx doborg/ 11016/ | ljpara 2014.03.012

and host tissue without collateral damage (Pearce and Reiner,
1995; Maizels et al., 2004). Importantly, the immunomodulatory
mechanisms used by helminths are not only limited to live
infection, as different helminth-derived antigens have been
demonstrated to modulate immune processes in vivo and in viro
(Okano et al, 1999; van der Kleij et al, 2002; Harnett et al.,
2004; Oshiro et al., 2005; Steinfelder et al., 2009; Terrazas et al.,
2011),

Taenia crassiceps is a helminth parasite that naturally infects
canines in its adult stage and rodents in its larval stage. It has been
intensely used in the smdy of host-parasite interactions in
cysticercosis (Terrazas, 2008). As the infection progresses, the
immune response elicited by this parasite is polarized towards
strong Th2-type responses (Villa and Kuhn, 1996; Terrazas et al.,
1998 ). Another feature of this infection is the recruitment of mac-
rophages that display an impaired response to inflammatory stim-
uli such as lipopolysaccharide (LPS) and IFN-y (Rodriguez-Sosa
et al,, 2002). Interestingly, a few other helminthic infections, such

20-75192 2014 Australian Socety for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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as with Toxocara, Fasciola and Brugia, have also been reported to
down-regulate the macrophage response to inflammatory stimuli
(Taylor et al, 1996, 2000; Kureda et al., 2001; Donnelly et al,
2005), but the mechanisms involved in this regulation remain
unknown. However, the mechanisms of several intracellular
pathogens, such as Leishmania donovani, Leishmania mexicana, Tox-
oplasma gondii and Francisella tularensis, have been described to
involve the down-regulation of IFN-y signaling, which is crucial
for the success of these pathogens (Luder et al., 2001; Bhardwaj
et al, 2009; Zimmermann et al., 2006; Matte and Descofeaux,
2010; Nallaparaju et al, 2011). In contrast, immunomodulation
related to IFN-y signaling remains poorly understood in helminth
infections.

IFN-y is one of the most important endogenous mediators of
immunity to intracellular pathogens and inflammation (Khan
and Moretto, 1999; Taylor et al., 2007; Herbst et al., 2011), IFN-y
also plays a key role in classical macrophage acrivation and T
helper 1 (Th1) cell responses, phenomena that are seriously
affected during helminth infections {Rodriguez-Sosa et al., 2002;
Smeliz et al., 2002; Martinez et al., 2008). Canonical IFN-y signal-
ing pathway activation is well undersiood. IFN-y binds to its cog-
nate receptors, IFN-yRx and IFN-yRf, leading to the activation of
Janus kinases (JAKs), which phosphorylate the receptor IFN-yRx
as well as a specific set of signal ransducer and activator of tran-
scription 1 {STAT1) proteins on tyrosine (Schindler and Strehlow,
2000; Gough et al., 2008). Phosphorylated STAT1 homodimers
( pSTAT1 ) translocate to the nucleus where they induce the expres-
sion of target genes such as IL12 and inducible nitric oxide syn-
thase (iNOS), among others. Thus, phosphorylation crucially
regulates the downstream effects of STAT1. These IFN-y-induced
responses are tightly regulated by other intracellular proteins,
mainly suppressor of cytokine signaling {(SOCS) (Greenhalgh and
Hilton, 2001; Federici et al.,, 2002; Madonna et al., 2008) and pro-
tein tyrosine phosphatases (PTPs), which are enzymes that remove
phosphate groups from tyrosine residues on proteins (MNeel, 1993;
Klingmuller et al., 1995; Liu et al., 2006 ).

The mechanisms by which T. crassiceps and other helminths
induce hypo-responsiveness to IFN-y remain unknown. Therefore,
to gain insight into the mechanisms involved in helminth-macro-
phage immunomodulation, we analyzed the macrophage response
to IFN-v in the presence and absence of T. crassiceps infection or
invitro exposure to T. crassiceps excreted/secreted products (TcES).

2. Materials and methods
2.1. Mice

Six- to 8-week-old BALBE/c and C57BL/6 mice of both sexes were
purchased from Harlan Laboratories (México) and maintained in a
pathogen-free environment at the Facultad de Estudios Superiores
(FES) - lztacala Universidad Nacional Autdénoma de México
(UNAM) animal facility according to the Faculty Animal Care and
Use Committee and government guidelines (official Mexican regu-
lation NOM-062-Z00-1999), which are in sirict accordance with
the recommendations in the Guide for the Care and Use of Labora-
tory Animals of the National Institutes of Health (USA). The proto-
col was approved by the Committee on the Ethics of Animal
Experiments of the FES-lztacala (UNAM). The mice were sacrificed
using a CO0; chamber and all efforts were made to minimize pain.

2.2, Parasites, infection and TcES molecules

Metacestodes of T. crassiceps (ORF strain) were harvested under
sterile conditions from the peritoneal cavity of female BALB/c mice
after 6-10 weeks of infection. The cysdcerci were washed four
times in physiological saline solution and used for infection. Mice

were infected with an ip injection of 10 small non-budding
cysticerci of T. crassiceps suspended in 0.3 mL of saline solution.
The infected mice were sacrificed at weeks 2 and 8 p.i, and the par-
asites were harvested from their peritoneal cavity and counted. To
obrtain TcES, metacestodes were maintained in culture in physio-
logical saline solution at 37 “C without serum for 24 h. The TcES
was recovered from the supernatant and centrifuged for 10 min
at 2795 g, Next, the proteins were concentrated using an Amicon
Ultra Filter with a 50 kDa-cutoff membrane (Millipore, Billerica,
MA, USA) The high-molecular-weight molecules were collected,
the protein concentration was determined using a commercially
available Bradford assay, and the sample was treated with protease
inhibitors and stored at - 70 °C until further use.

23. Cell preparations and culture conditions

Peritoneal exudate cells (PECs) were obtained from the perito-
neal cavity of uninfected mice and mice infected with T. crassiceps
for 2 and 8 weeks. The cells were washed twice with physiological
saline solution and the red blood cells were lysed by resuspending
the cells in Boyle's solution (0.17 M Tris and 0.16 M ammonium
chloride). Following two washes, the viable cells were counted
by trypan blue exclusion with a Neubauer hemocytometer, The
PECs were adjusted to 5 = 10° cells/mL in RPMI medium supple-
mented with 10% FBS, 100 units of penicillin/streptomycin, 2 mM
glutamine, 25 mM HEPES and 1% non-essential amino acids (all
from Gibco, Grand Island, NY, USA) and cultured in six-well plates
(Costar, USA). After 2 h at 37 °C and 5% CO-, the non-adherent cells
were removed by washing with warm supplemented RPMI med-
ium. Adherent cells reached >90% of macrophage purity according
to flow cytometry using double F4/80" MHC-1I" markers (Bioleg-
end, USA)

The spleen was removed under sterile conditions from naive
and infected mice. Single-cell suspensions were prepared by gently
teasing apart the spleen in supplemented RPMI. The cells were cen-
trifuged and the erythrocytes 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 hemocytome-
ter. The splenocytes were adjusted m 5 = 10° cells/mL in supple-
mented RPML

We obtained 10 mL of peripheral blood from healthy female
human donors (signed informed consent was obtained from all
participants) and mixed it with 20mL of saline, A volume of
8 mL of the diluted biood was then mixed wich 3 mL of Ficoll and
centrifuged at 448g for 30 min to separate the phases. The interme-
diate phase, which contained the peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs), was collected. These cells were washed twice with
saline and the viable cells were counted by trypan blue exclusion
with a Neubauer hemocytometer. The PEMCs were adjusted to
5 x 10° cells/mL in supplemented RPML. The cells were seeded
and stimulated with recombinant human (rh) IFN-y for 20 min.
Phosphatase inhibition was performed by adding 20 uM sodium
orthovanadate (Sigma Aldrich, USA) 45 min before the cells were
stimulated with IFN-y. Cells were lysed and processed for Western
blot assays.

24. Cell stimulation and protein extraction

Twenty-four hours after removing the non-adherent cells, the
adherent cells (>90% F4/80'/MHC-1I") were stimulated by the addi-
tion of recombinant murine (rm) IFN-y (20 ng/mL) or rm IL-4
(5 ngfmL) (PeproTech, Mexica) for 20min. The cells were lysed
with cold lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH 8, 137 mM NaCl,
2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 10% glycerol and 1% protease inhib-
itor cocktail) and centrifuged, and the supernatants were collected.
Phosphatase inhibition with orthovanadate was performed by
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adding 20 uM sodium orthovanadate (Sigma Aldrich) 45 min
before the cells were stimulated with IFN-vy for 20 min. Proteins
were obtained as in Section 2.2. The protein concentration was
determined using a commercially available Bradford assay, and
the samples were treated with protease inhibitors and stored at
~70°C untl further use. Some cultures were stimulated with
IFN-y for 24 h and supernatants were collected t measure nitric
oxide (NO) production using the Greiss method. Splenocytes were
similarly stimulated and processed.

For the in vitro TcES exposure, we obtained PECs from non-
infected mice. Twenty-four hours after removing the non-adherent
cells, the adherent cells were stimulated with 50 pg/mL of TcES for
3 days or 25 png/mL of T. crassiceps soluble antigens (TcSol). Alter-
natively, 20 metacestodes were placed over the cells or 20 metac-
estodes were added to a transwell system, and the cells were
incubated for 3 days. After this time, the cells were washed and
then stimulated with IFN-y for 20 min. Proteins were obtained
and quantified as described above,

2.5, Western blot assays

Whole-cell lysates were separated by SDS-PAGE (40 pg of
protein was loaded in each well) using 10% acrylamide mini-gels,
followed by electrophoretic transference fto polyvinylidene
difluoride (PVDF) membranes (Immobilon-P, Millipore, USA). The
membranes were blocked with 5% fat-free milk in PBS for 2h
and incubated with primary antibody overnight. The detection step
was performed with peroxidase-coupled anti-mouse 12G, anti-
rabbit 1gG (BioLegend, 1:2,000) or anti-goat 1gG ({Santa Cruz
Biotechnology, USA) for 2 h. The primary antbodies recognized
phospho-STAT1 Y701 (BD Biosciences/Pharmingen, USA), total
STAT1 (BD Biosciences/Pharmingen), Src homology region 2
domain-containing phosphatase-1 (SHP1 ) (Sigma-Aldrich), f-actin
(Biolegend), SOCS3 (Biolegend) and phospho-STATE Y641 (Santa
Cruz Biotechnology). All primary antibodies were diluted 1:500
in 1% fat-free milk in PBS. The blots were developed using an ECL
detection system according to the manufacturer's instructions
(Amersham, USA). The blots shown are representative of three
separate experiments.

2.6. Statistical analysis

Where multiple group comparisons were made, data were
analyzed using one-way ANOVA. For comparisons between two
groups, the Student’s ¢ test was used. In all tests, P<0.05 was
deemed significant {*F < 0.05; *P < 0.01, ***P < 0.001).

3. Results

3.1. IFN-y induced STATI phosphorylation is attenuated in
macrophages from T. crassiceps-infected mice

Previous reports by our laboratory and others have shown that
macrophages obtained from hosts with helminth infections are
highly refractory to inflammatory stimuli, such as LPS and IFN-y
(Kureda et al., 2001; Rodriguez-Sosa et al., 2002; Mylonas et al.,
2009), but the effects of helminth infection on IFN-y signaling have
not yet been characterized. To gain insight into the mechanism
involved in this modulation, we compared the macrophage
response to IFN-7 in two differentstrains of mice, which are known
to be susceptible or resistant to T. crassiceps infection (Reyes et al.,
2009). Thus, macrophages obtained from T. cassiceps-infected
BALB/c mice (susceptible strain), T. crassiceps-infected C57BL(6
mice (resistant strain) and their respective uninfected controls
were similarly exposed to rm IFN-y for 20min. As shown in

Fiz 1A, the BALB/c mice harbored significantly higher numbers of
parasites compared with the C57BL/6 mice; most of these mice
cleared the infection. In line with their higher susceptibility, peri-
toneal macrophages from the T. crassiceps-infected BALB/c mice
displayed a significantly reduced level of STAT1 phosphorylation
(Fiz. 1B). In sharp contrast, macrophages from the T. crassiceps-
infected CS7BL{6 mice displayed strong STAT1 phosphorylation
(Fig. 1C). These data were confirmed by densitometry analysis of
three different experiments.

Next, we evaluated whether this defect in STAT1 phosphoryla-
tion was solely due to the presence of the parasite. Macrophages
from acute (2weeks) T. cassiceps-infected BALBfc mice were
exposed to rm IFN-y. Interestingly, when only a few parasites were
found in the peritoneal cavity, i.e., in the mice with acute T. crassi-
ceps infection, the macrophages displayed significantly stronger
STAT1 activation than did macrophages from uninfected mice
(Fig. 2A and B).

3.2. Taenia crassiceps infection does not alter IFN-yR expression, the
total STAT1 level or STATG phosphorylation

To determine whether the inhibition of STAT1 activation is
associated with a defect in IFN-yR expression or a requirement of
T. crassiceps-infected mouse-derived macrophages for a higher
IFN-y concentration or more time to respond, we evaluated the
expression of IAN-YR on macrophages from infected mice as well
as their responses with different IFN-y doses and incubation times.
Interestingly, the macrophages from the T. crassice ps-infected mice
expressed high levels of IFN-yRa and IFN-yRp (Fig. 3A). These mac-
rophages did not respond to a high concentration of rm IFN-y
(Fig. 3B), and their response was not improved by longer incuba-
tion with this stimulus (Fig. 3C). Another possibility for the poor
STAT1 phosphorylation observed in macrophages from heavily
infected mice is that these macrophages had inadequate levels of
total STAT1 protein. However, there were no differences in the
expression levels of total STAT1 protein between macrophages
from uninfected and T. crassiceps-infected mice (Fig. 3D). Moreover,
to demonstrate that this effect on STAT1 activation was specific
and not due to a more global and unspecific inhibition of other
STATs, the same macrophages were exposed to rm IL-4 for
20 min. As shown in Fig. 3E, the macrophages from the T. crassi-
ceps-infected mice displayed stronger STATG phosphorylation than
the uninfected controls.

3.3. Taenia crassiceps infection induces the expression of SOCS3 and
SHP-1 in peritoneal macrophages

We next examined whether the inability of the T. crassiceps-
infected mice-derived macrophages results from the differental
expression of intracellular molecules that are associated with
impaired STAT1 phosphorylation. Thus, macrophages from unin-
fected and infected mice were analyzed for three molecules that
are known to be associated with JAK-STAT signaling inactivation,
including SOCS1, SOCS3 and the tyrosine phosphatase SHP-1,
which acts as negative regulator of both innate and acquired
immune cytokine signaling via STAT1 and NF-xB (Stoiber et al.,
1999; Nakagawa et al., 2002; Imai et al., 2003; Neznanov et al,
2004; Christophi et al, 2009; Strebovsky et al, 2011; Kundu
et al, 2013). To this end, peritoneal macrophages were incubated
with or without IFN-y and the levels of these proteins were deter-
mined by Western blot. As shown in Fig 4A, a significant increase
in SDCS3 expression was detected in the macrophages from the T.
crassiceps-infected mice even under basal conditions, according to
our densitometry analyses of three different experiments. In
contrast, SOCS1 was not detected in either the naive or infected
macrophages (data not shown). Strikingly, we found significantly
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Fig 2. Acute Toenio crassiceps infection significantly enhances STAT1 phosphory-
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shown as the mean percentage increase +5E n=six mice; ns=not significant;
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enhanced expression of the phosphatase SHP-1 in the macro-
phages from the T. crassiceps-infected mice (Fig 4B).

34. Phosphatase inhibition restores STATI phosphorylation in
macrophages from T. crassiceps-infected mice

SHP-1 regulates the phosphorylation of several STATs by enzy-
matically removing the phosphate group from tyrosine residues on
either activated cytokine receptors or downstream signaling mole-
cules (Neel, 1993; Liu et al, 2006), Thus, we tested whether in vitro
exposure to orthovanadate, a phosphatase inhibitor, restores
STAT1 phosphorylation in macrophages from T. crassiceps-infected
mice. As shown in Fig. 4C, the macrophages from the T. crassiceps-
infected mice recovered their capacity to respond to IFN-y when
treated with orthovanadate by significandy increasing their level
of STAT1 phosphorylaton. Furthermore, this biological effect was
in line with a recovery in NO production in macrophages from T.
crassiceps-infected mice treated with othovanadate and stimulated
with IFN-y (Fig. 4C). Interestingly, treatment with orthovanadate
did not affect SOCS3 expression (Fig. 4D).

3.5. Naive macrophages exposed to TcES down-modulate STAT1
phosphorylation

Similar to other helminth derivatives, the TcES molecules have
been reported to impair the ability of mouse bone marrow-derived
dendritic cells (BMDCs) and human-derived dendritic cells (DCs) o
respond to different Toll-like receptor (TLR) ligands, such as LPS,
CpG and T. gondii antigen (Terrazas et al, 2010, 2011, 2013). How-
ever, whether TcES is able to modulate macrophage responses is
unknown, To determine whether TcES modulates IFN-vy signaling,
different approaches were utilized to evaluate whether naive mac-
rophages exposed to different sources of T. crassiceps antigens or in
direct contact with the parasite display impaired STAT1 activation.
Peritoneal naive macrophages were cultured for 3 days in the pres-
ence of TcSol or TcES.
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Alternatively, these cells were cultured in the presence of live T.
crassiceps, which was either in direct contact with the
macrophages or in a manswell culture system. After this step, the
media was removed and the macrophages were stimulated with
rm IFN-y in fresh medium. Strikingly, only naive macrophages
exposed to TcES displayed a significant defect in IFN-y-mediated
STAT1 phosphorylation (Fig. 5A). Furthermore, we performed
assays to determine whether the macrophages exposed to TcES
express a similar pattern of molecules as those observed in macro-
phages from T. crassiceps-infected mice. Interestingly, the macro-
phages exposed to TcES displayed increased expression of SOCS3
and SHP-1 (Fig. 5B and C).

3.6. Taenia crassiceps infection also down-regulates IFN-y-mediated
STAT1 phosphorylation in splenocytes

Next, we wanted to determine whether T. crassiceps infection
modulates other cell populations that are not close to the site of
infection. Thus, splenocytes from T. crassiceps-infected or naive
mice were stimulated with rm IFN-y, and STAT1 phosphorylation

was evaluated. As expected, the splenocytes from the T. crassiceps-
infected mice showed significantly lower levels of STAT1 phos-
phorylation (Fig. BA). In line with our data on macrophages, the
splenocytes from the infected mice also displayed increased
expression of SOCS3 (Fg. GB). Moreover, orthovanadate treatment
in these cultures induced a trend to restore STAT1 phosphorylation
in response to IAN-y (Fig. 6C), however, this recovery did not reach
statistical significance (P = 0.09).

3 7. Human PBMCs exposed to TcES display altered STAT1
phosphorylation in response to recombinant human IFN-y

Finally, we examined whether our findings in the murine
system could be translated to human cells. To this end, PBMCs
from healthy individuals were exposed to TcES for 3 days. Interest-
ingly, the human cells exposed to TcES displayed reduced STAT1
phosphorylation in response to IFN-y (Fig. 7A ). Furthermore, ortho-
vanadate treatment of these cells significantdy improved STAT1
phosphorylation (Fig. 7B).
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4. Discussion

Previous smudies have demonstrrated that different helminth
parasites and their derived antigens are able to modulate immune
responses in their hosts through a variety of pathways (Pearce and
Reiner, 1995; Maizels et al, 2004). Although great efforts have
been made to undersand the mechanisms involved in this immu-
nomodulation, most are not well understood or known, While the
modulation of IMN-y-mediated host immune responses has been
reported for a number of different pathogens, such as viruses, bac-
teria and intracellular parasites (Ting et al, 1999; Baron and
Davignon, 2008; Esquivel-Solis et al, 2009; Mawme and
Descoteaux, 2010; Senft et al, 2010; Nallaparaju et al, 2011;
Schneider et al., 2013), this type of immunomodulation has not
been extensively investigated during helminth infections. Never-
theless, there are several studies indicating that macrophages
obtained from hosts with helminth infections are refractory to
inflammatory stimuli such as LPS and IFN-y (Kuroda et al., 2001;

Rodriguez-Sosa et al, 2002; Mylonas et al, 2009), but further
details are not yet available.

Here, using T. crussiceps cysticercosis as a model of helminth
infection, we studied its ability to inhibit a key signaling pathway,
i.e,, STAT1 phosphorylation, in response to IFN-v. Our findings indi-
cate a possible new mechanism for helminth immunoregulation,
given that chronic infection with T. crassiceps reduced STAT1 phos-
phorylation in response to similar or even higher concentrations of
rm IFN-v than are required to produce a response in naive and
early T. crassiceps-infected mouse-derived peritoneal macrophages.
These results demonstrate that helminth infection interferes with
IFM-y signaling in macrophages. Interestingly, in contrast with
reporis on protozoan parasites such as Leishmania (Ray et al,
2000), in our model we did not find decreased IFN-yR« expression,
an important signal transducing component of the IFN-yR complex
(Gough et al, 2008), indicating that other downstream compo-
nents of this signaling pathway were altered. In fact, this effect
was not due to a global inhibition of STAT activity, as macrophages
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from T. crassiceps-infected mice responded to IL-4 treatment with
higher levels of STATG phosphorylation than macrophages from
naive mice, suggesting that a more complex mechanism is involved
in this regulation. For instance, the main JAK target for SHP-1 has
been demonstrated to be JAK2 (Jiao et al., 1996), which does not
participate in I1L-4 signaling or STAT6 phosphorylation, and this
may explain why the phosphorylation of STAT1, but not STATB, is
inhibited (Gordon and Martinez, 2010; Kiu and Nicholson, 2012).
Another possibility for the inhibition of STAT1 phosphorylation
by T. crassiceps infection, already demonstrated for some intracel-
lular pathogens, is the reduced expression of the total STAT1 pro-
tein (Bhardwaj et al, 2005), This possibility was ruled out
because according to our Western blot assays, total STAT1 was
unaltered during this helminth infection.

Two major classes of negative regulators of the JAK/STAT signal-
ing pathway, SOCS and PTPs, were analyzed. We found that while
SOCS1 was not detected in either naive or infected macrophages,
S0CS3 was remarkably induced even under basal conditions in
macrophages from T. crassiceps-infected mice. Despite this finding,
S0CS3 has not been shown to be involved in the inhibition of IFN-y
or STAT1 signaling (Bertholet et al,, 2003 ), Thus, another putative
inhibitor of this signal was sought. We analyzed the expression
of SHP-1, a phosphatase that is mainly expressed in macrophages,
DCs and various hemartopoietic cells (Wu et al., 2003; Tsui et al.,
2006). SHP-1 has been suggested to regulate macrophage activa-
tion. In fact, macrophages from mice lacking SHP-1 are hyper-
responsive to inflammatory stimuli, indicating that SHP-1 may

negatively regulate macrophage activation (Yu et al, 2005). In
the present study, Western blot analysis of SHP-1 in macrophages
revealed a reciprocal expression pattern for SHP-1 and pSTATI1,
such that higher constitutive levels of SHP-1 in macrophages from
T. crassiceps-infected mice correlated with lower pSTAT1 levels
compared with macrophages of uninfected mice. This. marked
expression of SHP-1 in macrophages close to the site of infection
suggests a role for this phosphatase in the inhibition of STAT1-
mediated IFN-y signaling. To test this hypothesis, macrophages
were cultured in the presence of the phosphatase inhibitor ortho-
vanadate, Interestingly, macrophages exposed to orthovanadate
maintained their SOCS3 expression but showed markedly dimin-
ished SHP-1 expression, which was associated with a significant
recovery in STAT1 phosphorylation, indicating an important role
for SHP-1 in negatively regulating macrophage activation during
T. crassiceps infection and suggesting a SOCS3-independent mech-
anism. This is in line with previous reports demonstrating that
SHP-1 is responsible for the negative regulation of many signaling
pathways in all hematopoietic cell types by limiting the activation
of the JAK/STAT pathways following cytokine receptor stimulation
(Bach et al., 1997). Interestingly, this inhibitory mechanism has
only been demonstrated in a few pathogens such as Mycobacte-
rium, Trypanosoma and a virus, (Coller et al., 2003; Esquivel-Solis
et al.. 2009; Trilling et al. 2014). This list also includes the protm-
zoan parasite Leishmania, as different researchers have demon-
strated that PTPs in macrophages are activated very rapidly after
exposure to L donovani promastigotes and this correlates with
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the rapid, general tyrosine dephosphorylation of high-molecular- (Forget et al,, 2006; Isnard et al,, 2012), Moreover, a specific glyco-
weight proweins (Guines and Olivier, 2010) In leishmaniasis, protein from Leishmonio called GP33 activates PTPs in macro-

SHP-1 is the most important component of this PTP activation phages, including SHP-1, without the necessity of a complete
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infection (Isnard et al., 2012). Thus, products derived from a unicel-
lular parasite have been shown to directly modify the inflamma-
tory capacity of the host cell.

Following this line of thought, we previously documented that
TcES are able to modulate the activities of inflammatory DCs
(Terrazas et al, 2010, 2013), Therefore, we decided to test whether
TcES directly modifies the response of naive macrophages to IFN-y.
We showed, for the first time, that a helminth-derived product is
able to inhibit IFN-y signaling in macrophages by blocking STAT1
phosphorylation after acute exposure o TcES. In this respect, it is
noteworthy that TcES, similar to helminth infection, induced the
expression of two JAK/STAT signaling blockers, SOCS3 and SHP-1.
Furthermore, the addition of orthovanadate to the cell cultures
greatly inhibited the effects of TcES on STAT1 phosphorylation
without affecting SOCS3 expression, and importantly reestablished
NO production; these findings are in line with previous reports on
intracellular parasites (Blanchette et al., 2009). Together, these
data suggest that helminth infections and their derived products
may exploit phosphatases as negative regulators of signaling path-
ways during inflammatory stimulation. Moreover, SOCS3 may also
participate in other regulatory activities during macrophage or DC
stimulation when exposed to helminth antigens. Another possibil-
ity, that was not explored here, may be an increased expression of
protein inhibitor of activated STAT1 (PIAS1) which could also inter-
fere with downstream pSTAT1 activities { Liao et al., 2000). To date,
this is the first study demonstrating that a helminth infection and
its excreted/secreted products attenuate STAT1-mediated signal-
ing in macrophages; however, it is not clear whether other species
of helminths also interfere with IFN-y signaling in macrophages
and whether a similar mechanism is used. Previous studies have
demonstrated other types of modulation by helminths and their
derived antigens, such as inhibition of DC mamradon (Terrazas
et al,, 2010), blockade of receptors and resistance to LPS stimula-
tion {Hubner et al., 2013), but mechanistically, only blockade of
NFkB activation mediated by c-Raf phosphorylation has been dem-
onstrated to modulate DC maturation {Terrazas et al, 2013), Thus,
our findings reveal a new point of view as to how helminth infec-
rions may exert their anti-inflammatory activity and how this may
be related to their use as a meamment for autoimmune and inflam-
matory diseases.

Another interesting finding of the present study was that splenic
cells were similarly affected in their ability to respond to IFN-y by T.
crassiceps infection. This finding suggests a wider modulatory activ-
ity for this infection. However, a more valuable observation was the
fact that human PBMCs were also susceptible to the TcES-induced
down-regulation of STAT1 phosphorylation. These results point to
the possible translational application of these molecules in the near
future. These remarkable findings are interesting because most of
the studies examining PTP induction by intracellular infections or
GP63 have been performed in transformed cell lines, while all of
our data here were obtained with primary cell cultures.

Whether specific derived products of helminths have a role in
modulating or triggering other cell signaling pathways is a field
that should be explored. It is possible that helminth-derived
molecules affect different cell populations and exert distinct
effects. It is now clear that in addition to DC maturation and activ-
ity, helminths and their products can modulate the macrophage
response to inflammatory stimuli {Jenkins and Allen, 2010), favor
Th2 development (Allen and Maizels, 2011), and increase mast cell
activity (Hepworth et al., 2012). However, their role in modulating
neutrophil activity is unknown. Neutrophils are also a very
important population in inflammatory diseases and controlling
their activity may be another useful target for helminth-derived
products. Here, we found that TcES are able to induce SHP-1
expression in macrophages, therefore, how TcES induce PTP
activation is clearly the subject of another study.

In summary, this study provides novel observatons describing
the mechanisms underlying the helminth- and helminth-derived
molecules-induced suppression of IFN-y signaling, which is impor-
tant for inflammatory responses. The development of a better
understanding of the immunomodulation of these infections will
help to guide new approaches to future therapeutic intervention
strategies for inflammatory diseases, Furthermore, the functional
consequences of SOCS3 induction by T. crassiceps infection or its
products, as well as possibly other helminth infections, have not
been addressed. Further studies detailing the effects of Taenia
and other helminths on macrophage activity will also be of great
incerest.
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STAT1 es determinante en el desarrollo de macréfagos alternativamente activados y en
el reclutamiento de células mieloides Ly6C" y Ly6G" durante la infeccién con el
helminto Taenia crassiceps.

Becerra-Diaz M, Ledesma-Soto Y, Satoskar AR, Terrazas LI. (2014). Signal transducer and
activator of transcription 1 is determinant in the alternative activation of macrophages
and the recruitment of myeloid Ly6C* and Ly6G" cells in a helminth infection.

Dado que anteriormente se demostré que la fosforilacion de STAT1 es importante en la
respuesta inmune frente a T. crassiceps y que la infeccién cronica con este helminto logra
regular negativamente la capacidad de macréfagos y células de bazo murinos para fosforilar
STAT1 frente al estimulo con IFN-y, en este trabajo quisimos analizar como la ausencia de
esta molécula afecta el curso de esta infeccion, modificando la resistencia o susceptibilidad a

la misma, asi como el desarrollo de la respuesta inmune.

Los ratones STAT1/ desarrollan una menor carga parasitaria que los STAT1"/", lo que
demuestra una mayor resistencia a la infeccion con T. crassiceps a pesar de tener

afectada la capacidad de desarrollar una respuesta Thl.

Como se menciond anteriormente, la infeccidn cronica con T. crassiceps induce una
disminucion de la fosforilacion de STAT1 en respuesta a IFN-y en diversas células de ratones
susceptibles BALB/c, lo que sugiere que la activacion de este factor de transcripcion es

importante en la resistencia frente a la infeccion por este helminto.

Para analizar mas detalladamente la participacion de STAT1 en la respuesta inmune frente a
T. crassiceps se infectaron ratones hembras y machos STAT1 7/ y STAT1"/* (Fig. 1A) con
fondo genético BALB/c. Después de 8 semanas de infeccion, los ratones se sacrificaron y se
colectaron los cisticercos para su conteo. Los ratones deficientes en STAT1 desarrollaron una
menor carga parasitaria que sus contrapartes STAT1°/*, demostrando inesperadamente una

mayor resistencia a la infeccion (Fig. 1B).

Anteriormente se ha relacionado a la respuesta Th1 con resistencia a esta infeccion (Terrazas

et al. 1998), de tal manera se buscé determinar si la mayor resistencia presentada por los
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ratones STAT1/ se podia relacionar con una respuesta Th1 incrementada. Para ello se
realizé el analisis de anticuerpos especificos IgG1 (perfil Th2) e IgG2a (perfil Th1) contra T.
crassiceps en muestras de suero de ratones STAT1/ y STAT1'/" no infectados y de 8
semanas de infeccion. En estos experimentos se encontré que los ratones deficientes de
STAT1 presentaron niveles similares de anticuerpos IgG1 relacionados con un perfil Th2 (Fig.
1C) pero su produccion de anticuerpos especificos IgG2a, los cuales se relacionan con una

respuesta de tipo Th1, fue significativamente menor que en los ratones STAT1"/".
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Figura 1. Los ratones STAT17/ son mas resistentes a la infeccion con T. crassiceps que los
ratones BALB/c STAT1"/* a pesar de presentar una respuesta inmune Th1 disminuida. Se
infectaron o no ratones BALB/c y STAT17/ con 10 metacéstodos de T. crassiceps y 8
semanas después se realizé el conteo de la carga parasitaria. A) Electroforesis en gel de
agarosa de los productos de PCR de ratones BALB/c STAT1'/* and STAT1/ para
genotipo. B) Carga parasitaria a las 8 semanas de infeccion de ratones hembras y machos
BALB/c STAT1*/" y STAT17/. C) Se obtuvo suero de los diferentes grupos de ratones
mediante centrifugacion de sangre periférica. Analisis en suero de anticuerpos IgGa2 e
IgG1 totales contra el antigeno soluble de T. crassiceps por ELISA. Los datos en las
graficas son la combinacion de tres experimentos diferentes y se muestran como el
promedio del titulo de anticuerpos + SE. n = ocho ratones; *P < 0.05; **P < 0.01.
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Los macrofagos de ratones deficientes en STAT1 expresan marcadores de activaciéon
alternativa por RT-PCR pero no expresan proteinas de perfil alternativo asociadas a

supresion celular.

Ademas de la respuesta Th2, otro factor relacionado con la susceptibilidad frente a T.
crassiceps en los ratones BALB/c es la presencia de aaM¢ (Rodriguez-Sosa et al. 2002b).
Dado que los ratones STAT17/ mostraron una mayor resistencia a la infeccién, quisimos
determinar si en estos ratones esta poblacion de aaM¢ se presentaba de manera similar a los
ratones STAT1'/*. Para esto se determiné la expresion de mRNAs que se han identificado
como marcadores de perfil alternativo en macrofagos, ademas de la expresion de otros
MRNA relacionados con un perfil clasico. Los macréfagos de ratones deficientes en STAT1
presentaron, al igual que los macrofagos de ratones WT, una sobreexpresién de Fizz1 y Ym1
a las 8 semanas de infeccion, sin embargo, presentaron una expresion basal menor de Arg1
que los STAT1*/*. También se analizé la expresion del mRNA para TNFa, una citocina
proinflamatoria, y se observé que la infeccion induce un decremento de su expresion en
ratones STAT1"/*, mientras que no se encontraron cambios en su expresion en los ratones
STAT17/. Por otro lado, no se encontré expresion de iINOS en ninguno de los diferentes
grupos y, en cuanto a la expresiéon de PDL-1, los macréfagos de ratones STAT1 7/ infectados

tuvieron una menor expresion que los macrofagos de ratones WT (Fig. 2A 'y 2B).

Se analizé también la presencia de proteinas de membrana en PECs de estos grupos de
ratones por citometria de flujo. Aunque los macréfagos obtenidos de ratones deficientes de
STAT1 presentaban una expresion similar en condiciones basales de PDL-2 y MMR, la
infeccidn cronica no logré inducir la misma sobreexpresion de estas proteinas que se detectd
en los macréfagos de ratones WT (Fig. 3A y 3B), mientras que la expresion de PDL-1, una
molécula cuya expresién depende en parte de la activacion de STAT1 (Loke and Allison 2003)
fue menor en condiciones basales en los ratones STAT17/ y a pesar de un ligero incremento
por la infeccion, también en este tiempo su expresion fue menor que en los ratones WT (Fig.
3C).
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Figura 2. Los macréfagos peritoneales de ratones STAT17/ infectados i.p. con T.
crassiceps expresan marcadores de mRNA de perfil alternativo. Se obtuvieron células de
exudado peritoneal de ratones hembras BALB/c y STAT17/" y los macréfagos se purificaron
por adherencia. Los macréfagos se procesaron para la extraccion de RNA. EI RNA se
cuantifico y se utilizé para la transcripcion reversa. Una vez obtenido el cDNA, se realizd
PCR convencional como se describe en la metodologia. A) Productos de RT-PCR de
macrofagos de BALB/c y STAT1/ no infectados y con 8 semanas de infeccion. B)
Descripcion grafica de la expresion relativa de los genes Fizz1, Ym1, TNFa, Arginasal y
PDL-1. Los datos en las gréaficas son la combinacion de dos experimentos diferentes y se
muestran como el promedio de los porcentajes de la expresion + S.E. n = seis ratones; *P
< 0.05; **P < 0.01, ***P<0.001.
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Figura 3. Macréfagos peritoneales de ratones STAT17/ cronicamente infectados i.p. con T.
crassiceps no expresan moléculas de membrana asociadas con un fenotipo alternativo.
PECs de ratones BALB/c y STAT1/ se obtuvieron de ratones no infectados y con 8
semanas de infeccion y su expresion de proteinas de membrana asociadas con un perfil
alternativo se analiz6 por citometria de flujo. A) Analisis de la expresion celular de PDL-2 y
F4/80. B) Analisis de la expresiéon celular de PDL-1 y F4/80. C) Analisis de la expresién
celular de MMR y F4/80. Las graficas son representativas de tres experimentos diferentes +
S.E. n = nueve ratones; *P < 0.05; **P < 0.01., ***P<0.001

Los macroéfagos provenientes de ratones deficientes en STAT1 se relacionan con

resistencia a la infeccién con T. crassiceps.

Buscando evidencias que relacionaran a los macrofagos de ratones STAT1/ y su
incapacidad para su activaciéon alternativa en este modelo, con la resistencia que mostraron
estos ratones frente a la infeccién, se analizé el efecto de la trasferencia i.p. de macréfagos
peritoneales provenientes de ratones STAT17/ con 4 semanas de infeccion hacia ratones WT.
Dos dias después de la transferencia, los ratones WT transferidos asi como unos no

transferidos fueron infectados con 10 metacéstodos de T. crassiceps i.p., después de 4
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semanas se sacrificaron para comparar la carga parasitaria. El conteo de parasitos demostro
que los ratones transferidos presentaron una reduccién significativa en el nuamero de
metacéstodos que los ratones que no habian recibido las células peritoneales de los ratones
KO (Fig. 4).
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Figura 4. La transferencia adoptiva de macréfagos peritoneales obtenidos de ratones
STAT17/ (4 semanas de infeccion) a ratones BALB/c confirid resistencia a la infeccién con
T. crassiceps. Se obtuvieron macrofagos peritoneales de ratones STAT17/ infectados i.p.
con T. crassiceps y se purificaron por adherencia, 3x10° macréfagos fueron transferidos a
ratones BALB/c previamente inyectados i.p. con clodronato. Un dia después de la
transferencia, se realiz6 la infeccion con 10 metacestodos de T. crassiceps. Después de 4
semanas de infeccion se evalud la carga parasitaria. Los datos en la grafica fueron
obtenidos de dos experimentos diferentes y muestran el promedio de parasitos + SE. n =
ocho ratones; *P < 0.05; **P < 0.01, ***P<.001.

En ausencia de STAT1 se altera el reclutamiento de células en cavidad peritoneal

durante la infeccion con T. crassiceps.

Dado que la citometria de flujo evidencié que los macréfagos reclutados en cavidad peritoneal
de ratones deficientes en STAT1 no desarrollaban el perfil alternativo esperado durante la
infeccion con T. crassiceps, quisimos observar la morfologia de estas células, para lo cual se
obtuvieron células de ratones WT y STAT17/ de 8 semanas de infeccion, se sometieron a
cytospin y se tifieron con colorante de Wright. Se encontré que la morfologia de estas células

no correspondia a la esperada de un perfil alternativo (Fig. 5A), ya que mientras las células de
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ratones STAT1'/" fueron abundantes, presentaban un mayor tamafio y algunas eran
binucleadas como se caracterizan los macréfagos alternativamente activados en infecciones
por helmintos, las PECs de ratones STAT17/ reclutadas durante la infeccién fueron de menor
tamafo y se presentaron en menor cantidad. Ademas de estas diferencias en las
caracteristicas morfologicas de los macréfagos, se pudo observar que en los ratones STAT17/
se recluté un mayor porcentaje de células con morfologia de neutréfilos y de linfocitos (Fig.
5B).
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Figura 5. Los ratones STAT17/" desarrollaron un diferente patrén de reclutamiento celular
durante la infeccidn con T. crassiceps. Se obtuvieron PECs de ratones BALB/c y STAT1/
(no infectados y con 8 semanas de infeccidn) y se realizé el cytospin. Las laminillas se
tifieron con colorante de Wright. A) Imagenes al microscopio de PECs de ratones BALB/c y
STAT1/ PECs tefidas con colorante de Wright. B) Analisis de los porcentajes de células
contadas en las laminillas. Los datos en las graficas son representativos de dos diferentes
experimentos y se muestran como el promedio de los porcentajes obtenidos + S.E. n = seis
ratones; *P < 0.05; **P < 0.01, ***P<0.0001.
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Diferente patréon de reclutamiento de células mieloides Ly6C" (monociticas) y Ly6G*

(neutrofilicas) a los dos dias de infeccién entre ratones WT y STAT17.

Anteriormente se observd un mayor porcentaje de células neutrofilicas en el peritoneo de
ratones STAT1/ infectados con T. crassiceps comparado con ratones WT. Dado que este
tipo de células son rapidamente reclutadas en procesos infecciosos e inflamatorios agudos al
igual que los monocitos, quisimos determinar posibles diferencias en el reclutamiento de estas
poblaciones celulares a los 2 dias de infeccion en estos dos grupos de ratones. Un andlisis
por citometria de flujo demostré que después de 2 dias de infeccién, se presentaron
diferencias importantes. Por un lado, los ratones deficientes en STAT1 no fueron capaces de
reclutar células CD11b*Ly6C", mientras que en los ratones WT, la infeccion con T. crassiceps
indujo un reclutamiento importante de esta poblacién celular (Fig. 6A), en cuanto a las células
CD11b'Ly6G", desde condiciones basales encontramos diferencias ya que los ratones
deficientes de STAT1 presentaron una mayor proporciéon de células CD11b""Ly6G"" vy,
aunque la infeccion indujo en ambos grupos de ratones un incremento de células Ly6G”, los
ratones deficientes de STAT1 presentaron un mayor reclutamiento de células
CD11b""Ly6G"" que los ratones WT (Fig. 6B).

Estas diferencias no solo se observaron en la cavidad peritoneal, sino que en el bazo también
se encontré6 que los ratones STAT1/ presentaron un menor numero de células Ly6C"
comparados con los ratones WT a los dos dias de infeccion (Fig. 6C) mientras que no se

presentaron cambios importantes en la poblacion de células Ly6G+ (Fig. 6D).
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Figura 6. Los ratones deficientes de STAT1 presentaron un reclutamiento de células Ly6C”
afectado y de células Ly6G" exacerbado, en la infeccion aguda con T. crassiceps. Se
realiz6 una citometria de flujo de PECs y células de bazo de ratones BALB/c y STAT17/ no
infectados y de 2 dias de infeccion con T. crassiceps. A) Expresion de CD11b y Ly6C en
PECs de ratones BALB/c y STAT17/. B) Expresion de CD11b y Ly6G en PECs de ratones
BALB/cy STAT17/. C) Expresion de CD11b y Ly6C en células de bazo de ratones BALB/c
y STAT17/. D) Expresién de CD11b y Ly6G en células de bazo de ratones BALB/c y STAT1"
/. Las graficas muestran el promedio del porcentaje de dos diferentes experimentos + S.E.
n = seis ratones; *P < 0.05; **P < 0.01.

STAT1 es importante para la expresion de CCR2 y el reclutamiento de células Ly6C"9".

Los monocitos Ly6C* necesitan la estimulacion con CCL2 para su liberacion de médula 6sea,
para reconocer a esta quimiocina es necesaria la expresién de su receptor CCR2 (Serbina et

al. 2008). Ademas existe un reporte que sugiere que la expresién de CCR2 es parcialmente
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dependiente de STAT1 (Hu et al. 2005). Por lo tanto, ya que en los ratones deficientes de este
factor de transcripcion no se reclutaron células CD11b*Ly6C" a los dos dias de infeccion, se
buscé determinar si este fendmeno se podia relacionar con una pobre expresion de CCR2 en
las células de ratones deficientes de STAT1. Para determinar lo anterior se analizd por
citometria de flujo la expresion de CCR2 a los 2 dpi y se encontré que los ratones STAT17/
ademas de presentar una disminucion en el reclutamiento de células Ly6C* como ya se habia
observado, presentaron una ausencia practicamente total de la poblacién Ly6C"®"CCR2" (Fig.
8A) lo que indica la importancia de este receptor de quimiocinas para el reclutamiento de
estas células. Por otro lado, las células Ly6G* de ambos grupos de ratones no parecen
necesitar de CCR2 para su reclutamiento a peritoneo (Fig. 8B). De manera que en la infeccion
con T. crassiceps, STAT1 es fundamental para la expresiéon de CCR2 en los monocitos
Ly6C", los que se pueden relacionar con un efecto favorecedor del establecimiento del
parasito, ya que en los ratones STAT1/> donde la presencia de esta poblacion de monocitos
se encontré abatida, el numero de parasitos a un mismo tiempo de infeccion fue

significativamente menor.
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Figura 8. Ratones deficientes en STAT1 fallan en el reclutamiento de monocitos
Ly6C*'CCR2"®". Se realizé una citometria de flujo de PECs de ratones BALB/c y STAT17/
no infectados y de infeccién aguda (2 dias) con T. crassiceps. A) Expresién de CCR2 y
Ly6C en PECs de ratones BALB/c y STAT17/. B) Expresion de CCR2 y Ly6G en PECs de
ratones BALB/c y STAT17/. Las graficas muestran la combinacién de dos diferentes
experimentos y los promedios de los porcentajes de células positivas + S.E. n = seis
ratones; *P < 0.05; **P < 0.01.
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Las células mieloides reclutadas en ratones BALB/c y no en ratones STAT17/ inhiben la

proliferacion de linfocitos estimulados con aCD3.

Para determinar la relacion entre las células Ly6C", presentes en la cavidad peritoneal de los
ratones WT y ausentes en los ratones STAT17/, y la susceptibilidad a la infeccién con T.
crassiceps, se analizé mediante co-cultivo la capacidad de supresion de las PECs de ratones
BALB/c y STAT17/ con 2 dias de infeccion sobre la proliferacion de linfocitos. Los linfocitos
fueron obtenidos del bazo de ratones BALB/c no infectados, se tifieron con CFSE y se

sembraron en placas de cultivo sensibilizadas con aCD3 para inducir su proliferacion.

Al realizar la citometria de flujo de las células de bazo marcadas con CFSE 3 dias después
del co-cultivo, se determiné que en ningun caso las PECs obtenidas de ratones no infectados
afectaron la proliferacion de los linfocitos. Sin embargo, en los linfocitos que estuvieron en
contacto con PECs de ratones WT con 2 dias de infeccion, la proliferacion fue inhibida de
manera importante, mientras que las PECs de ratones STAT17/ con 2 dias de infeccion no

indujeron supresion de la proliferacion de los linfocitos estimulados con aCD3 (Fig. 9).
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Figura 9. PECs de ratones STAT17/ con 2 dias de infeccion no inhiben la proliferacion de
linfocitos inducida por aCD3. A) Linfocitos no estimulados y estimulados con oCD3
unicamente, tefidos con CFSE B) Linfocitos co-cultivados por tres dias con PECs de
ratones BALB/c y STAT17/ con dos dias de infeccion con T. crassiceps o controles no
infectados.  C) Grafica que muestra el promedio del porcentaje del ensayo de supresion
con CFSE en dos experimentos independientes £ S.E. n = seis ratones; *P < 0.05; **P <
0.01, ***P<0.0001.
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La capacidad de las PECs de ratones BALB/c con 2 dias de infeccidon para inhibir la
proliferacion de linfocitos estimulados con aCD3 puede deberse a la expresion de PDL-1 que
se encontré en los monocitos Ly6C" (Fig. 10A), recordando que esta poblacion celular no fue
reclutada en los ratones STAT17/. Sin embargo, el numero de células totales reclutadas hacia
cavidad peritoneal en el los ratones WT y STAT17/ a los 2 dias de infeccion fue similar (Fig.
7A), asi como el numero total de células Ly6G" (Fig. 7C), sin embargo, el nimero total de
células Ly6C" reclutadas en peritoneo en los ratones STAT17/ a los dos dias después de la
infeccion fue insignificante mientras que un numero importante de células de esta misma
poblacion fue reclutado en los ratones BALB/c (Fig. 7B). Lo que sugiere que la capacidad
supresora de los monocitos Ly6C* puede ser responsable, por lo menos parcialmente, de la
mayor susceptibilidad a la infeccion con T. crassiceps encontrada en los ratones BALB/c WT
con respecto a los STAT17/.
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Figura 7. Los ratones deficientes en STAT1 reclutaron un numero similar de PECs totales
y de granulocitos Ly6G" a los dos dias post-infeccion que los ratones BALB/c, pero fallaron
en el reclutamiento de monocitos Ly6C*. El andlisis se realizo relacionando el niumero total
de células y el % de células positivas a cada marcador determinado por citometria de flujo.
A) Gréfica del total de PECs reclutadas en ratones BALB/c y STAT17/. B) Gréfica del total
de células Ly6C" reclutadas en ratones BALB/c and STAT1/- C) Gréfica del total de
células Ly6G" en ratones BALB/c y STAT17/". Las graficas muestran la combinacion de dos
diferentes experimentos + S.E. n = seis ratones; *P < 0.05; **P < 0.01.
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Figura 10. Las PECs Ly6C" de ratones STAT17/ infectados con T. crassiceps no expresan
PDL-1 a los 2 dias post-infeccion. A) Analisis de la expresion de PDL-1 en PECs Ly6C".
B) Analisis de la expresion de PDL-2 en PECs Ly6C*. Los datos en las graficas son la
combinacion de dos experimentos independientes y muestran el porcentaje promedio de
la expresion £ S.E. n = seis ratones; *P < 0.05; **P < 0.01.
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DISCUSION GENERAL

STAT1 ha sido ampliamente estudiado como el factor de transcripciéon involucrado en la
sefializacion del IFN-y y por lo tanto en su participacion en la activacion clasica de los
macrofagos (Dalton et al. 1993). Existe sin embargo, una poblacion de macréfagos hipo-
responsiva a esta citocina, los macréfagos alternativamente activados. Este tipo de células
pueden encontrarse entre otras circunstancias, en infecciones parasitarias tales como N.
brasiliensis, B. malayi y S. mansoni (Herbert et al. 2004; Loke et al. 2000; Urban et al. 1998),
asi como en la causada por el cestodo T. crassiceps (Rodriguez-Sosa et al. 2002b). Este
parasito modula la respuesta inmune de su hospedero desde un perfil Th1 hacia un perfil Th2,
donde se facilita su establecimiento incrementando el nimero de metacéstodos en peritoneo
asi como la aparicién de los aaM¢. Dado que estos macréfagos no responden a IFN-y se

puede relacionar su presencia con una mayor susceptibilidad a esta infeccion.

Para tratar de determinar la causa del estado hipo-responsivo de los aaM¢ frente a IFN-y, se
determiné el estado de activacion de STAT1 mediante el analisis de su fosforilacion por
Western Blot, debido a que esta fosforilacion es necesaria para la homodimerizaciéon de
STAT1 y su funcidon como factor de transcripcién (Gough et al. 2008). Este ensayo se realizé
utilizando PECs adherentes obtenidas de hembras y machos de la cepa susceptible BALB/c y
de la cepa resistente C57BL/6. Como se observa en los resultados, la fosforilacion de STAT1
correlaciona con la resistencia que presentan los diferentes grupos de ratones a la infeccién
ya que el efecto de regulacion negativa de la fosforilacion de STAT1 se observa claramente
en los macréfagos obtenidos de la cepa BALB/c, en la cual también encontramos un numero
importante de parasitos, mientras que los ratones C57BL/6 que casi en su totalidad
resolvieron la infecciéon, muestran en sus macréfagos peritoneales una fosforilacion aun
mayor de STAT1 en respuesta a la misma dosis de IFN-y que en aquellos ratones no
infectados. Este resultado sugiere que la fosforilacion de STAT1 es importante en la
resolucion de la infeccion y que la disminucion de esta respuesta es un mecanismo por el cual
T. crassiceps logra inducir un estado favorecedor para su desarrollo. La regulacion negativa
de la fosforilacion de STAT1 se ha descrito anteriormente en infecciones con parasitos
protozoarios como un mecanismo que favorece la susceptibilidad a la infeccion (Bhardwaj et
al. 2005; Nandan and Reiner 1995), sin embargo, no existen reportes que indiquen que las
infecciones con helmintos puedan regular la activacion de STAT1. Por otra parte, es

importante sefialar que la activacion de STAT1 conlleva, entre otras cosas, a la produccion de
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NO por los macréfagos. La deficiente produccion de NO por los aaM¢, se ha relacionado
previamente con la susceptibilidad a la infeccion con T. crassiceps (Alonso-Trujillo et al.
2007). La regulacion negativa de la fosforilacion de STAT1 que favorece el decremento en la
produccion de NO puede ser un mecanismo utilizado por T. crassiceps para facilitar su

establecimiento en el hospedero.

¢, En qué momento se logra establecer esta modulacién? era la siguiente pregunta. Dado que
esta infeccion cursa por dos etapas, la aguda y la crénica, se decidié analizar la fosforilacion
de STAT1 en macrofagos obtenidos en la etapa aguda (2 semanas de infeccidén) en los
ratones BALB/c, donde se encontr6 un numero limitado de parasitos aunado a una
fosforilacion de STAT1 mayor que en los macréfagos de ratones no infectados, lo que sugiere
que esta modulacién puede ser el resultado de una mayor exposicién al parasito o a sus
antigenos. Esta propuesta se sustenta en la evidencia de que en diversas infecciones, como
la causada por T. gondii, se ha observado que la modulacién de la fosforilacion de STAT1
depende en parte del nimero de parasitos utilizados en la induccion de la infeccidon y la
induccién de la expresion de la molécula inhibitoria SOCS1, fue dependiente del tiempo post-

infecciéon (Zimmermann et al. 2006)

Este decremento en la fosforilacion de STAT1 observado en los macréfagos de la fase
crénica de la infeccidon con T. crassiceps no es el resultado de una disminuciéon en la
expresion de ninguna de las cadenas del receptor de IFN-y, como sucede en la infeccion con
Leishmania donovani, donde también se observa una disminucioén en la sefializacién de IFN-y,
este fendmeno se ha asociado a una disminucion en la expresion de IFN-yRa (Ray et al.
2000). Tampoco se debe a una cinética desfasada ni a la necesidad de una mayor
concentracién del estimulo con IFN-y como quedd demostrado al realizar curvas de tiempo de
exposicion y concentracion de IFN-y; ni tampoco a una regulacion negativa de la expresion de
la proteina total de STAT1 como se ha observado en algunas infecciones por patégenos
intracelulares (Bhardwaj et al. 2005). Es importante sefialar también que este fendmeno no se
trata de una inhibicion general de las vias JAK/STAT ya que macréfagos de los mismos
animales crénicamente infectados fueron capaces de fosforilar en mayor grado a STAT6 en
respuesta a la estimulacion con IL-4, que macrofagos de animales no infectados; todo lo
anterior indica una regulacion puntual de la infeccidn con T. crassiceps y sus antigenos sobre
la respuesta proinflamatoria frente a IFN-y. Esta regulacion puntual puede deberse a que, si

bien se tiene evidencia de que existen mecanismos de modulacién compartidos por las vias
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de sefalizacion de IFN-y e IL-4, como SOCS1 (Losman et al. 1999; Song and Shuai 1998), la
funcién de la fosfatasa SHP-1, cuya expresion se encontrd inducida por T. crassiceps y sus
antigenos, tiene como blanco a la cinasa JAK2 que se encuentra anclada a IFN-yRp mientras
que no participa en la sefalizacion mediada por IL-4Ra. (Gordon and Martinez 2010; Kiu and
Nicholson 2012). Lo anterior sugiere un mecanismo mediante el cual, T. crassiceps suprime a
la respuesta inmune Th1 y a la activacion clasica de los macrofagos al afectar la sefializacion
de IFN-y, lo que conlleva a favorecer la respuesta inmune Th2 y el surgimiento de macréfagos

alternativos que puedan favorecen su establecimiento en el hospedero.

Sin embargo, el proceso infeccioso no es la uUnica via por lo cual T. crassiceps logra la
regulacion de la fosforilacion de STAT1 ya que se comprobd que los productos de
excrecién/secrecion (TcES) del parasito fueron capaces de emular este fendbmeno, lo cual
coincide con trabajos previos de nuestro grupo en los que recientemente se ha demostrado
que la exposicion a TcES puede regular algunas funciones proinflamatorias en células
dendriticas (Terrazas et al. 2010a) asi como favorecer la polarizacion hacia un perfil Th2 a
antigenos no relacionados cuando estas células dendriticas eran usadas como APCs
(Terrazas et al. 2013).

Por otra parte, la infeccion crénica con T. crassiceps indujo de manera importante la
sobreexpresion de la molécula reguladora SOCS3 que no fue alterada por el estimulo con
IFN-y. Como es sabido, las proteinas SOCS pueden suprimir la sefalizacion de citocinas al
inhibir la via JAK/STAT mediante un clasico loop de retroalimentacion negativa (Greenhalgh
and Hilton 2001). En particular, se ha relacionado a la proteina SOCS3 como posible
regulador de la fosforilacion de STAT1. En la infeccion con L. donovani se induce en
macrofagos humanos la expresion de mRNA para SOCS3 lo cual correlaciona con una
disminucion en la fosforilacion de STAT1 (Bertholet et al. 2003). Cabe senalar que la
sobreexpresion de SOCS3 también se presentd en macréfagos expuestos in vitro a TcES, lo
que sugiere que este fendmeno puede estar mediado directamente por antigenos parasitarios

y no como un mecanismo de regulacion de un proceso inflamatorio anterior.

También es sabido que la via JAK/STAT posee otros mecanismos de regulacion ademas de
las proteinas SOCS que podrian estar participando en la regulacién de la fosforilacién de
STAT1, tal como proteinas fosfatasas como SHP-1 que se expresa principalmente en

macrofagos y células hematopoyéticas (Tsui et al. 2006; Wu et al. 2003) y de la cual se sabe
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que su ausencia (en ratones deficientes de esta proteina) se relaciona con una respuesta
exacerbada a estimulos proinflamatorios (Yu et al. 2005). Esta fosfatasa también es inducida
en la infeccion con el parasito L. donovani (Blanchette et al. 1999). Dados los antecedentes,
se identificé la presencia por WB de esta proteina y se encontré que tanto la infeccion cronica
con T. crassiceps, como la exposicion de macréfagos peritoneales a TcES indujeron una
mayor expresion de la fosfatasa. Con la finalidad de descartar o sustentar la participacion de
SHP-1 como posible responsable de la disminuida fosforilacion de STAT1, se adicioné
ortovanadato de sodio (un inhibidor de fosfatasas) al cultivo de macrofagos de animales
infectados y se encontré que se restablecié la fosforilacion al mismo tiempo que disminuyeron
los niveles de SHP-1, lo que nos sugiere que esta fosfatasa puede ser la responsable de
inhibir la respuesta frente a IFN-y, mas aun pudimos descartar a SOCS3 como responsable
de este efecto ya que en estas mismas células donde se restablecié la fosforilacion de
STATH1, los niveles de SOCS3 se mantuvieron elevados. Esto es interesante desde el punto
en que la expresion de SHP-1 como mecanismo regulatorio se habia descrito Unicamente en
infecciones con patdgenos intracelulares como Leishmania y Trypanosoma (Blanchette et al.
1999; Coller et al. 2003) o en ensayos in vitro con antigenos como GP63 de Leishmania
(Isnard et al. 2012) por lo que ahora surge la evidencia de que tanto los helmintos como sus
antigenos pueden inducir la expresion de esta molécula como un mecanismo de regulacion

de la respuesta inmune en macréfagos.

De manera interesante los macréfagos peritoneales no fueron las uUnicas células cuya
fosforilacion de STAT1 estuvo afectada por la infeccion crénica con T. crassiceps, ya que al
evaluar los niveles de STAT1-P en células de bazo encontramos que la infecciéon también
indujo en esta poblacién una disminucién en la fosforilacion de este factor de transcripcion y
ademas una sobreexpresion de SOCS3. Sin embargo, la adiciéon de ortovanadato de sodio no
logré el restablecimiento de la fosforilacion de STAT1 de una manera significativa. Esto puede
deberse a que en el bazo, pese a que también se presentan macrofagos, los linfocitos son las
células mas abundantes y existen ademas otras poblaciones celulares lo que nos sugiere la

participaciéon de otros mecanismos regulatorios.

Sin embargo, ya que SOCS3 es fuertemente inducido por la infeccion con T. crassiceps a
pesar de no participar en la regulacion de la fosforilacion de STAT1, aun es necesario
esclarecer la funcién de esta proteina en el proceso infeccioso. Se sabe que la infeccién

cronica con T. crassiceps induce la produccién de altos niveles de IL-6 (Rodriguez-Sosa et al.
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2002b) y que SOCS3 puede regular negativamente la senalizacion de esta citocina (Croker et
al. 2003) por lo que SOCS3 puede tener un papel importante en la infeccién con T.

crassiceps.

Un hallazgo importante que aporta esta investigacion es el hecho de que el efecto modulador
de la fosforilacién de STAT1 inducido tanto por el proceso infeccioso como por la exposicion a
TcES sobre macrofagos y células de bazo murinos, también se logré emular en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donadores humanos. Estas células fueron
susceptibles a la exposicion a TcES lograndose disminuir su respuesta a IFN-y y, similar a lo
que ocurrid con los macrofagos murinos, la adicion de ortovanadato de sodio facilité el
restablecimiento de la fosforilacion de STAT1. Existen trabajos donde se ha evaluado la
modulacion que ejercen algunos antigenos parasitarios sobre células humanas in vitro, como
la disminucion de la producciéon de IFN-y causada por la exposicion de linfocitos al antigeno
Sm29 de Schistosoma (Lima et al. 2013), sin embargo, este es el primer reporte en el que se
estudia y propone un mecanismo molecular involucrado en esta regulacion en infecciones por
helmintos. Este fendmeno sugiere un posterior estudio para el uso terapéutico de TcES, en

condiciones donde se requiera disminuir una respuesta inflamatoria.

El papel que juega STAT1 en la respuesta inmune es muy complejo y aun faltan cosas por
esclarecer. Esto se pudo corroborar cuando, con la finalidad se seguir evaluando la
participacién de STAT1 en la infeccién con T. crassiceps se infectaron ratones deficientes en
el gen de STAT1 en fondo genético BALB/c y se comparé la respuesta inmune que éstos
desplegaron contra la desarrollada por ratones BALB/c STAT1*/". Inesperadamente
encontramos que la ausencia del gen STAT1 confiere a los ratones de la cepa BALB/c una
mayor resistencia a la infeccion ya que desarrollan hasta 50% menos carga parasitaria en un

mismo tiempo de infeccion.

Tratando de identificar una causa del incremento en la resistencia a la infeccién con T.
crassiceps que se encontro en los ratones STAT17/, se determiné el tipo de respuesta inmune
preferentemente desplegada en estos macréfagos. Pese a que existen reportes que estudian
la ausencia de STAT1 en infecciones con parasitos protozoarios, no se sabe si la ausencia de
esta molécula tiene un papel diferente en las infecciones con helmintos, ademas, como se
menciond con anterioridad, la respuesta Th1 se ha asociado con la resistencia a la infeccién

con T. crassiceps (Terrazas et al. 1998). Tal como se ha observado en infecciones con
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protozoarios como L. donovani (Rosas et al. 2006) y L. mexicana (Rosas et al. 2003), la
ausencia de STAT1 en ratones de fondo genético BALB/c infectados con T. crassiceps afecto
de manera importante el desarrollo de la respuesta inmune Th1, ya que estos ratones
desarrollaron niveles inferiores de anticuerpos de isotipo IgG2a comparados con los
desarrollados por los ratones WT, mientras que su respuesta humoral Th2 no fue afectada,
como se demostré al no presentarse diferencias en los niveles de anticuerpos IgG1. Lo
anterior indica que la resistencia observada en estos ratones no estd mediada por la

respuesta Th1.

El fendmeno del incremento en la resistencia a una infeccion asociado a la deficiencia de
STAT1 a pesar del fallo en el desarrollo de una respuesta inmune Th1 anteriormente asociada
a resistencia ya se habia observado en la infeccion con L. donovani (Rosas et al. 2006). Sin
embargo, no se esclarecid6 como la deficiencia de STAT1 facilitaba el incremento a la

resistencia frente a este protozoario.

Un factor que se ha relacionado con la susceptibilidad a la infeccidn por T. crassiceps, es la
aparicion de macréfagos con activacion alternativa (Terrazas et al. 2005). Cuando se analiz6
por RT-PCR la presencia de marcadores de este tipo de activaciéon en macréfagos de ratones
deficientes de STAT1 se encontré que fueron capaces de expresar Ym1 y Fizz1 aunque los
niveles de Arg1 y PDL-1 fueron menores que los observados en ratones WT. Mientras que
ningun grupo expresd el mensajero de iINOS. Este perfil coincide en parte con el de
macrofagos alternativos, sin embargo, al analizar algunas proteinas de membrana asociadas
a la activacién alternativa del macréfago, encontramos que los M¢ de ratones STAT17/ con 8
semanas de infeccion no sobreexpresaron PDL-2 ni MMR y la expresién de PDL-1 fue inferior
en comparacion con los macréfagos de ratones BALB/c que claramente desarrollan un perfil
alternativo. Este es un resultado importante ya que sugiere una participaciéon de STAT1 en el
desarrollo de la activacion alternativa del macréfago y refuerza la idea de que la presencia de
esta poblacion celular facilita el establecimiento del parasito. La falta de capacidad de los
macrofagos de activarse alternativamente en ausencia de STAT1 parece estar involucrada en
la relativa resistencia a la infeccion, ya que animales BALB/c a los cuales se les depletaron
los macrofagos residentes utilizando liposomas con clodronato y que posteriormente
recibieron una transferencia de macrofagos de ratones STAT17/ desarrollaron un menor
numero de parasitos que los ratones no transferidos. Esto implica que la respuesta temprana

(primeros dias de infeccion) es determinante para el desarrollo de este proceso infeccioso.
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Los macréfagos de ratones deficientes de STAT1 con 8 semanas de infeccion, al ser
observados al microscopio no cumplieron con la morfologia caracteristica de aaM¢, mientras
que los macréfagos peritoneales obtenidos de ratones WT son grandes y se observan
algunos binucleados. Al observar al microscopio las células del exudado peritoneal, no solo se
pudieron observar estas diferencias, también se observé una mayor proporcion de neutroéfilos
y linfocitos en los ratones STAT17/". Los neutréfilos son células que llegan rapidamente al sitio
de infeccion por patdégenos (Segal 2005), por lo que para determinar diferencias en su
reclutamiento de manera precisa, se analizé por citometria de flujo el reclutamiento de estas
células a la cavidad peritoneal a los dos dias de infeccion en ratones WT y STAT17/. Cabe
sefalar que los neutréfilos expresan en su superficie una molécula llamada Ly6G, que junto
con Ly6C expresada por monocitos conforma el marcador de linaje mieloide Gr1 que se
expresa en las llamadas células mieloides supresoras (CD11b*Gr1") las cuales pueden
suprimir la proliferacion de linfocitos T (Gomez-Garcia et al. 2005). Los ratones STAT17/ en
condiciones control (no infectados) presentaron una mayor proporcion de células Ly6G* que
corresponden a neutrofilos, en cavidad peritoneal y esta proporcion se incrementa a los 2 dias
después de la infeccidon en comparacion con los ratones BALB/c. En el bazo las proporciones
de las células Ly6G" no presentaron cambios ni con la infeccion ni debido a la presencia o
ausencia del gen de STAT1. Lo que sugiere que STAT1 no participa de manera importante en
el reclutamiento de células Ly6G" en la infeccion con T. crassiceps. En cuanto a las células
Ly6C*, que corresponden a células monociticas, los ratones STAT17/ no fueron capaces de
reclutarlas en cavidad peritoneal a los 2 dias post-infeccién y de igual manera sucedi6 en el
bazo. Para que las células Ly6C" sean liberadas de médula désea se necesita el
reconocimiento de la quimiocina CCL2 por CCR2, su receptor en la superficie de estas células
(Serbina et al. 2008) y cuya expresién depende en parte de STAT1 (Hu et al. 2005). En la
infeccién con T. crassiceps en ratones BALB/c, todas las células Ly6C"" expresaron CCR2,
lo que indica que CCR2 necesario para que sean liberadas de médula 6sea y reclutadas en el
sitio de infeccién, mientras que en las células Ly6C"" hubo una poblacién que lo expresé y
otra que no, lo que sugiere que la dependencia de CCR2 para su liberacion de médula ésea
es parcial. En las células de ratones deficientes de STAT1 no se recluté la poblacion Ly6C""
ni hubo una expresion importante de CCR2 lo que refuerza la propuesta de que CCR2 es
importante para el reclutamiento de monocitos durante la infeccion con T. crassiceps pero no
es importante para el reclutamiento de neutréfilos ya que las células Ly6G™ no expresaron

este receptor de quimiocinas. Estos hallazgos coinciden con reportes previos que indican que
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CCR2 también es esencial en el reclutamiento de células Ly6C* en la infeccion por el
protozoario T. gondii (Dunay et al. 2010) sin embargo, el papel que juegan estas células como
mediadores de inflamacion depende del modelo de estudio, si bien en el caso de la infeccién
por T. gondii, los monocitos Ly6C" participan produciendo citocinas proinflamatorias con lo
que se logra el control de la infeccion, en el caso de la artritis viral causada por el virus
Chikungunya, la ausencia de CCR2 trae como consecuencia la disminuciéon de un infiltrado de

células Ly6C" que conlleva al incremento y exacerbacion del padecimiento (Poo et al. 2014).

Estas diferencias en el reclutamiento celular en los primeros dias de infeccion sugieren que
los monocitos pueden participar de manera importante mediando susceptibilidad a la infeccion
con T. crassiceps y facilitando el establecimiento del parasito. Esta hipotesis se sustenta en el
hecho de que las PECs reclutadas en respuesta a T. crassiceps dos dias después de la
infeccion en los ratones STAT1%/* pudieron inhibir la proliferacion de linfocitos estimulados con
anti CD3 mientras que las células reclutadas en ratones STAT1/ no poseen esta propiedad,
la cual puede asociarse a la expresion de PDL-1 en las células Ly6C* presentes en los
ratones BALB/c y ausentes en los ratones deficientes de STAT1 o bien a la ausencia de
células CD11b*Ly6C"9". Asi es posible que los monocitos Ly6C* que se encontraron en los
ratones BALB/c podrian ser precursores de macréfagos alternativos, dado que en los ratones
deficientes de STAT1 donde no se logra establecer una poblacién de macréfagos alternativos

no se lleva a cabo un reclutamiento temprano y eficiente de monocitos Ly6C".

En resumen, este trabajo provee hallazgos que describen nuevos mecanismos implicados en
la regulaciéon del sistema inmune causado por infecciones con helmintos. Si bien existen
reportes que estudian la forma en que diversas infecciones por helmintos afectan vias de
senalizacién implicadas en la respuesta inmune, estos trabajos se han limitado principalmente
al estudio de STATG6. Por lo tanto es importante mencionar que este es el primer reporte que
demuestra que un helminto y sus antigenos de secrecién pueden regular la fosforilaciéon de
STAT1, que como es sabido, es una molécula fundamental para el desarrollo de respuestas
inflamatorias, asi como también propone mecanismos involucrados en esta regulacion. Es
también importante resaltar que la capacidad de regular negativamente la respuesta a IFN-y
no se encontro limitada a células murinas. Los antigenos secretados de T. crassiceps son

capaces de inducir la disminucion de la fosforilacion de STAT1 en respuesta al estimulo con
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IFN-y en células humanas de sangre periférica, lo que sugiere que TcES puede estudiarse
para definir posibles moléculas con potencial terapéutico para contrarrestar patologias que

impliquen procesos inflamatorios exacerbados.

Este trabajo también arroja evidencia de que STAT1 participa en procesos inmunoldgicos que
van mas alla de la induccién de la inflamacion ya que nuestros resultados sugieren un papel
importante de STAT1 en la induccién de aaM¢. Por otro lado, el modelo de infeccién con T.
crassiceps también facilito el estudio de las células Ly6C"* y su capacidad supresora. Estos
hallazgos sustentan la importancia de este trabajo y sugieren la importancia de continuar
estudiando la participacion de STAT1 en la respuesta inmune en las infecciones por

helmintos.
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CONCLUSIONES

La infeccion créonica con T. crassiceps induce una disminucién de la
fosforilacion de STAT1 en macréfagos peritoneales y esplenocitos en respuesta

a IFN-y en la cepa susceptible BALB/c pero no en la cepa resistente C57BL/6.

Las moléculas supresoras SHP-1 y SOCS3 son inducidas en macréfagos

peritoneales por lainfeccion crénica con T. crassiceps.

La inhibicion de fosfatasas en macr6fagos provenientes de animales infectados
con T. crassiceps previo al estimulo con IFN-y facilita el restablecimiento de la
fosforilacion de STATL.

La exposicion a TcES regula negativamente la fosforilacién de STAT1 en

respuesta a IFN-y en macrofagos murinos y en PBMC humanas.

Ratones STAT1/ de fondo genético BALB/c presentan mayor resistencia a la
infeccion con T. crassiceps que los WT aun cuando su respuesta Thl se

encuentra disminuida.

En ausencia de STATL1 los ratones infectados con T. crassiceps no desarrollan

macroéfagos alternativamente activados.

STAT1 es determinante para el reclutamiento de células mieloides Ly6C* CCR2".

Las células Ly6C" inducidas en ratones BALB/c durante la infeccion aguda con

T. crassiceps inhiben la proliferacién de linfocitos estimulados con aCD3.
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Abstract

Helminth parasites are a diverse group of multicellular organisms. Despite their heteroge-
neity, helminths share many common characteristics, such as the modulation of the immune
system of their hosts towards a permissive state that favors their development. They induce
strong Th2-like responses with high levels of IL-4, IL-5 and IL-13 cytokines, and decreased
production of proinflammatory cytokines such as IFN-y. IL-4, IFN-y and other cytokines bind
with their specific cytokine receptors to trigger an immediate signaling pathway in which
different tyrosine kinases (e.g. Janus kinases) are involved. Furthermore, a seven-member
family of transcription factors named Signal Transducers and Activators of Transcription
(STAT) that initiate the transcriptional activation of different genes are also involved and
regulate downstream the JAK/STAT signaling pathway. However, how helminths avoid and
modulate immune responses remains unclear; moreover, information concerning
STAT-mediated immune regulation during helminth infections is scarce. Here, we review the
research on mice deficient in STAT molecules, highlighting the importance of the JAK/STAT
signaling pathway in regulating susceptibility and/or resistance in these infections.

Key words: 5TAT, helminths, Taenia crassiceps, alternatively activated macrophages, filariasis,
schistosomiasis.

Introduction

Helminth parasites are a very diverse group of
multicellular organisms, including both flat worms
like Tagnia sp., and cylindrical worms like Ascaris sp.
Although they exhibit different mechanisms of infec-
tion and distinct sites at which they lodge in the host,
they share some comumon features such as the im-
mume medulation induced by the host immune sys-
tem that triggers a permissive state for their devel-
opment [1]. Helminth parasites possess sophisticated
and efficient mechanisms to regulate the immume
response to survive inside their hosts. A distinctive
characteristic in these infections is that they induce the
skewing of the immume response toward a Th2 re-

sponse with high concentrations of interleukin (IL)-4,
IL-13, IL-5 and IgE, IgG1 and IgG4 isotype antibodies
that commonly are related to protective effects [2]. On
the other hand, a hypo-responsive state is also con-
sistently observed in lymphocytes, mainly by a re-
duced proliferative response to parasites, non-related
antigens, or polyclonal stimuli [3]. In addition to Th2
polarization, the recruitment of immunomodulatory
cell populations, such as T regulatory cells (Tregs) and
alternatively activated macrophages (AAM®s), has
also been recently described in different helminthic
infections, and these cells may be dependent on such
signals. The role of this group of cells depends on the
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particular type of helminth. For example, in Nip-
postrogylus brasilicnsis infection, AAM®s actively par-
ticipate in parasite clearance, while in Taenia crassiceps
infection; AAM®Ps favor parasite persistence [4, 5].
Interestingly, experimental infections with Brugia
malayi, Schistosoma mansoni or Lifomosoides sigmodontis
induce an increased and rapid recruitment of
CD4-CD25 Foxp3+ Tregs [6, 7, 8], which can be bene-
ficial for both, the parasite and the host. It is clear that
the strong regulatory mechanisms developed by hel-
minths are necessary either to successfully colonize
their hosts or to complete their life cycle while mini-
mizing damage to the host. However, the mechanisms
used by helminth parasites to achieve modulation of
the host immune response have not been clarified.

During helminth infection, high levels of differ-
ent types of cytokines are secreted. Cytokines initiate
signaling when they bind to their specific receptors,
mducing several important conformational changes
mainly oligomerization or multimerization of their
receptors. These changes are followed by activation of
several downstream signaling molecules including
those named JAK (Janus Kinases). JAKs signaling
molecules are tyrosine kinases, found constitutively
associated with each receptor chain [9]. Once the JAKs
are activated, they autophosphorylate and tran-
sphosphorylate the receptor tyrosine intracellular
motifs, which serve as recruiting sites for the SH2
domain of STATSs.

Upon activation, the STATs are phosphorylated
and dimerize through their SH2 domain to form ho-
mo- or heterodimers. These dimers translocate to the
mucleus where they bind to the promoter region of
genes via specific DNA binding domains and thus
bring about the transcription of their respective genes.
Here, we discuss the signature cytokines and complex
STAT-mediated signaling networks involved in reg-
ulating the host response and determining disease
outcome during various helminth infections.

The JAK/ISTAT families

JAK/STAT families are two groups of proteins
that, constitute diverse signaling pathways [10] in-
volved in cytokine signaling. STAT family members
act as transcriptional factors, activated upstream by
JAK proteins. Furthermore, STAT proteins are phos-
phorylated on tyrosine residues by JAKs. The STAT
family is composed of seven proteins (STATIL, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb and STATS), while
the JAK family is composed of four proteins (JAK1,
JAKZ, JAKS and TyK2). All of these proteins are con-
stitutively present in the cytoplasm without previous
stimuili. These two large groups of molecules repre-

sent a signaling pathway that can be quickly activated
from the cellular membrane to the nucleus.

JAK protein family

These proteins are called Janus kinases because
of the homology of the kinase and pseudokinase do-
mains with Janus, the Roman god of twe faces [11].
The first JAK identified was Tyk2 by Krolewski in
1990 [12], using libraries of complementary DNA
from human T lymphocytes, while JAK1, JAK2 and
JAEKS3 where identified through censerved motif clon-
ation of the catalytic domain [11, 13, 14]. JAK proteins
are molecules structurally composed of seven regions
(JEI1- JH7). The JH1 domain bears the kinase activity
(Fig.1), while JH2 is homologous to TH1 but without
the residues required for kinase activity (pseudoki-
nase domain), so this domain is usually associated
with regulatory functions [15].

JAK proteins interact with different intracellular
domains of cytokine receptors and are present in a
variety of cell subtypes. Their participation in mutat-
ed cell lines resistant to IFN-o stimuli was observed,
and signaling in those cells was restored when dif-
ferent JAK proteins were transfected. Thus it was
shown that IFN-a signaling requires JAK1 and Tyk2,
while IFN-y signaling requires JAK1 and JAK2 [16. 17,
18]. After that discovery, the participation of other
JAK proteins in cytokine signaling was described
(Table 1).

As shown in Table 1, although JAKs participate
in multiple signaling pathways, their importance in
modulating immune responses is evident. Therefore,
their function iz mainly in cytokine signaling,

Table I. JAK Family

Cytokine or factor

JAKL IL2,IL 7, IL-5, IL-15, IL-4, IL-13, L6, IL-11,
IPN-a, IPN-p, IFN-y, IL-10, CT-1

JAK? IL-3, IL-12, IL-13, IL-6, IL-11, IFN-y, CT-1,
Growth hormone, Prolactin, Eritropoyetin

JAKS IL-2, IL-7, IL-9, IL-15, IL4

TyK2 IL-6, I-11, I-12, 1113, CT-1, IFN-o, [FIN 8,
IL-10

STAT family

The STAT proteins are a family of transeription
factors composed of 7 members. In 1994, Darnell and
colleagues identified the first two members of the
family, STATI and 2, by purification of factors linked
to IFN stimulated genes; the other family members
were described subsequently and are STAT3, STAT4,
STAT5a, STATSb and STAT6 [19, 20, 21, 22, 23], These
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proteins act as transcription factors when they form
homo- and heterodimers among them. Dimerization
is possible once STATs have been phosphorylated at
tyrosine resicdues in their SH2 domain (Fig.1). STATs
are the only family of transcription factors that con-
tain SH2 domains for phosphotyrosines that serve
mainly for both binding to the activated cytokine re-
ceptor and activating STATs through tyrosine phos-
phorylation [24]. STAT proteins together with JAKs
are mvolved in many cytokine signaling pathways
(Table 2).

Table 2. STAT Family

Cytokine or factor
STATL IL-2, IL-6, IL-10, IFN-, IFN-B, IFN-y, IL-27
STAT2 IFIN-o, IFEN-B
STATS LIF, IL-10, IL-6, IL-27, Growth hormone
STAT4 IL-12
STAT5a/b Prolactin, Growth hormone, Thrombopoietin
STATG IL-4, I-13

The Janus kinase/signal transducers and acti-
vators for transcription (JAK/STAT) pathway regu-
late a large plethora of biological processes including

JAK

Receptor
binding region

cell proliferation, differentiation, cell migration and
apoptosis [25]. Ligand binding induces an intracellu-
lar activation through the multidimerization of dif-
ferent cytokine receptors units [25], followed by JAKs
recruitment to the cytoplasmatic domain of the cyto-
kine receptor. JAK activation occurs when a tyrosine
residue in the cytokine receptor is phosphorylated,
creating a docking site for cytoplasmic STAT. While
STAT proteins are attached to the cytokine receptor,
JAK proteins phosphorylate them at a tyrosine resi-
due, detaching the STAT protein from the cytokine
receptor so that the STATs form homo- and hetero-
dimers that will translocate to the nucleus and bind
DNA sequences to promote gene expression (Fig,. 2).

An important characteristic observed in diverse
helminthic infections is the participation of some
members of the STAT protein family and their asso-
ciated tyrosine kinases family (JAK kinases) in the
regulation of susceptibility and resistance to the in-
fection. Several reports have shown that STAT pro-
teins participate in diverse cytokines signaling path-
ways, such as IL-4 and IL-13, pasticularly involving
STAT6, responsible for triggering the Th2 immune
responses at the transeriptional level, which is a fea-
ture of helminth infections.

Kinase
domain

Pseudokinase
domain

HN [[JH?] (s ) @] ([ ama ) @ g} COOH

STAT
STAT dimerization DNA binding
demain domain SH2

2“”[ i I

Coiled-coil
domain

Transactivation
domain

] - g COOH

|
Y

®

Figure |. JAK and STAT protein structures. JAK proteins feature 7 domains; they owe their name due to the homology of
JHI and JH2 to the two faced god Janus. The difference between both domains is that |JH2 lacks some residues implicated in
kinase activity. STAT proteins are transcription factors that feature five conserved domains.
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Figure 1. JAK/STAT signaling pathway. Cyto-
kine binds with the target receptor; this causes
dimerization of receptor chains and the jux-
taposition of JAKs, and their recaprocal phos-
phorylation. Once activated, JAKs phosphory-
late the intra-cytoplasmic regions of the cyto-
kine receptor; creating a docking site for cy- -
toplasmatic STATs that once joined with the
receptor are activated by JAK phosphorylation
in a tyrosine residue. STATs dimers act as
transcriptional  factors recognizing specific
DNA sequences.

IFN-y is a cytokine affected by helminth infec-
tions. One of the most important functions of this cy-
tokine is classic activation of macrophages, and it is
also known that chronic infections with this kind of
parasite preferentially induce an alternative state of
activation in this cell lineage. It has been shown that
AAM®s are induced by stimulation with IL4, and
they do not have the faculty to adequately respond to
IFN-y [26, 27]. This may be the key to the relationship
between helminth infections and the JAK/STAT pro-
teins because 15 STAT1 precisely the transcription
factor involved in the IFN-y signaling pathway.

JAK/STAT in helminth infections

amount of information has demonstrated
that the JAK/STAT pathway is involved in helminth
mnfections, suggesting that family members of these
families might participate in mediating susceptibility
or resistance to different helnunth infections.
Helminth parasites are a heterogeneous group
with commeon characteristics, such as host modulation
of the immune response to generate a permissive en-
vironment that favors infection and induction of the
development and polarization of the immune re-
sponse towards a Th2 donunant profile. It is known
that development of Th2 immune responses is
IL-4-depenclent, while the Thl immune responses
depend mainly on IL-12 and IFN-y [28]. These im-
portant cytokines exert their biological effects signal-
ing through the JAK/STAT pathway. However, the
mechanisms involved in helnunth immune modula-
tion remain unclear, but there is evidence that indi-
cates the importance of the presence or absence of
some JAK/STAT proteins to modify the resistance or
suscephibility to these parasite infections

STATI and helminths

STAT1 1s an important player in [FN-y signaling,
It has been demonstrated that [FN-y 1s a very im-
portant cytokine in the development and regulation of
Thl-type immune response and inflammatory re-
sponses. Whereas [FN-y plays a critical role in pro-
tecting animals against viral, bacterial, and protozoan
pathogens, its role on many helminthic infections is
practically unknown. Moreover, it was previously
thought that Thl-mediated immune responses did not
participate as effector responses against helmunth in-
fections. However, several new evidences show that
immune response against these parasites is a very
complex event. Effectors’ mechanisms against hel-
munths are not exclusively limited to Th2-type re-
sponses, but Thl-type responses may participate and
develop effector mechanisms depending on diverse
factors such as the type of helmunth infection. site
where the helminth is established (intestinal lumen,
liver, muscle, lung or brain), and the life cycle stage of
the parasite (eggs, larvae or adult).

In contrast to other STAT family proteins, very
few reports exist regarding how STATI participates n
helminth infections. Schistosomiasis is a parasitic
disease caused by trematode flatworms of the genus
Schistosoma, and in particular Schistosoma mansoni,
affecting both human and cattle. The immune re-
sponse against this parasite is initiated by soluble egg
antigens (SEA) derived by laying eggs in the lung and
liver. During the development of the infection, a sig-
nificant decrease of Thil-type cytokine (IL-12, IFN-y
and TNF-u) expression has been observed followed
by a clear augmentation in the production of regula-
tory and Th2-type cytokine (TGF-B, IL-10, IL-4) ex-
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pression in splenocytes, protecting host-pathology
and control etiology of sickness [29].

Due to the fact that STATI is not only involved
in the Thl response but also in regulating cytokine
signaling (i.e., IL-10), Goh and colleagues [30] ana-
lyzed the effect of SEA in activating different signal-
g pathways that could induce Th2 immune re-
sponses. Interestingly, among the molecules activated
by SEA, this group observed that p38 and Erk 1/2
signaling pathways were activated but STAT1 was
not.

In murine schistosomiasis, IFN-y and the Thil
response can protect against severe fibrosis by pre-
venting AAMP activation and thereby limiting the
fibrosis by enhancing effects of the Th? response [31].
However, in humans Mwatha and colleagues [32]
reported Thil-type immune responses in individuals
with severe hepatosplenomegaly, whereas individu-
als infected but with less-severe hepatosplenomegaly
mounted Th2-type responses. Thus, STATs control-
ling Thl or Th2 responses may be involved in regu-
lating the balance between patheclogy and elimination
of this helminth infection.

In contrast to the dearth of knowledge regarding
participation of STAT1 in helminth infections, there is
evidence of its importance in protozoan infections.
When C57BL/¢ mice that mount a strong Thl re-
sponse against Leishmania major infection lack STATIL,
they became highly susceptible to this infection [33].
In some helminth infections such as filariasis, cysti-
cercosis and echinococcosis, the early immune re-
sponse is Thl-mediated, which sometimes correlates
with rapid control of the infection or maintenance of
low parasite burdens. However, this response is
mainly transient, and it rapidly shifts towards Th2
immmune responses that may favor the establishment
of the helminth. Keeping in mind that STATI is key
molecule in Thl-type immune response development,
this suggests that a ngorous study on STATI partici-
pation in helminth infections is clearly missing in the
literature of the immunoparasitology field, therefore
we carmot rile out a possible role for STATI in regu-
lating control or pathology of helminth infections.

A role for STAT4 during helminth infections

The transcription factor STAT4 participates in
the TL-12 signaling pathway. IL-12 functions as the
main physiclogical inducer of IFN-y by activated T
cells and promotes Thl-type CD4*T cell differentia-
tion and therefore may play an important role in re-
sponse to helminth infections. Thus, STAT4 and
STAT1 both induce and sustain a Thl immune re-
sponse, and as described below, this response has

been implicated in resistance against some helminths
among them Taenia crassiceps infection [34, 35, 36].

IL-12 signaling leads to activation of STAT4 by
JAK?2 and Tyk2 [37, 38]. STAT4 dimers translocate into
the nucleus and bind DNA sequences at the IFN-y
activation site (GAS). In T cells and NK cells, the main
action of IL-12 is the induction of IFN-y [39]. By this
pathway, STAT4 mediates most of the
pro-inflammatory activities of IL-12 and is critical for
Thl differentiation and directing the cell-mediated
immune response [40, 41]. Rodriguez-Sosa and col-
leagues evaluated the role of STAT4 in experimental
cysticercosis [34]. Surprisingly they found an unex-
pected participation of STAT4 in mediating resistance
against this helminth, In this study, the authors ob-
served that while wild type (WT) C57BL/ 6 mice were
highly resistant to T. crassiceps infection, this group
found that C57BL/6 mice lacking STAT4 (STAT4-)
were highly susceptible to T. crassiceps infection. It is
worth noting that in cysticercosis caused by T. cras-
siccps, there are sex-associated differences in suscep-
tibility, where males are more resistant, and females
show more susceptibility to this infection [42]. Alt-
hough C57BL/6 is a resistant strain of mouse, these
differences in susceptibility became evident in
STAT4 /- mice, where both males and females became
highly susceptible, but females stll presented a
greater parasite burden. In addition to the loss of re-
sistance to this infection in STAT4+/- mice, the Thl
immune response was also critically affected; they
found a decrease in IgG2a specific antibodies, while
there was an increase in IgG1 specific antibodies ti-
ters. The absence of STAT4 in this infection also af-
fected splenocyte proliferation to specific antigens
where they found an important decrease that was
more evident as infection progressed. As expected,
the absence of STAT4 decreased the levels of IFN-y
from CD4+ enriched cells, whereas the levels of IL-13
and IL-10 were significantly increased.

Another case in which STAT4 appears to be in-
volved is in the effect of vaccination on experimental
schistosomiasis,. Wynn et al [43] demonstrated that
IL-12 enhances vaccine-induced immunity to schis-
tosomes by augmenting both humeral and
cell-mediated immune responses, and because IL-12
biological activity is STAT4-dependent, cysticercosis
caused by T. crassiceps is not the only helminth infec-
ton related to STAT4 and protection. Interestingly,
this protein has been also involved in anti-filarial re-
sponses. Those parasites are typical of tropical envi-
ronments and are capable of avoiding immune re-
sponse to facilitate their permanence in their host [44,
45]. Like other nematodes, filarias induce a Th2 re-
sponse in their host [46]. Recent studies trying to un-
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cover how filarias avoid immune response have
demonstrated that these parasites are capable of on-
togenic transformations of surface epitope expression
[47, 458]. Besides surface antigens, Muthian and col-
leagues [35] demonstrated another immune evasion
mechanism related to secreted lipids from the filarial
parasite Setaria digitata, named, secreted filarial lipids
(SFL). This group observed that proliferation of T cells
induced by myelin antigens was decreased when
co-stimulated with SFL, as well as IL-12 and IFN-y
production. Given that IFN-y production is related to
STAT4 activation, they analyzed the effect of SFL on
STAT4 phosphorylation in IL-12-stinudlated T cells;
they observed that SFL decreased STAT4 activation in
a dose-dependent manner. This same phenomenon
was observed in the proteins responsible for STAT4
phosphorylation in response to IL-12, TARK? and TyK2.
Thus, the infecton with 5. digitats inhibits Thl re-
sponse by secreting lipid antigens that inhibit STAT4
activation favoring polarization toward a Th2 im-
mune response. This sugeests an important immune
evasion mechanism where helminth-derived products
drive host immune response toward a Th2 profile
that, in some infections, works as an effector mecha-
nism to remove parasites, but in other cases works as
an evasion mechanism that favors establishment of
the infection. Surprisingly, STAT4 has been recently
implicated in Th2 immune response development;
Syrbe et al [36] observed that although they employ
Nippostrongylus brasiliensis, an infection model that
triggers Th2 immune response, when mice lacking
STAT4 were infected there was a decrease in the
mumber of cells producing IL-4 . Thereby it is possible
that STAT4 participates in Th2 immune response de-
velopment, at least during N. brasiliensis infection.

The Role of STATS in resistance to helminth
infections

It is generally recognized that IL-4 and
[L-13-producing CD4* Th2 cells and eosinophils play
an important role in inhibiting and killing helminth
parasites and impeding helminth establishment and
growth, as signature molecules associated with
Th2-type immune responses are the predominant
cytokines present either in circulation or at the site of
infection during helminth parasitic infections [2].
These infections can be related to STAT6 because this
transcription factor is a key molecule involved in IL-4
and IL-13 cytokine signaling [49]. The IL4R and
IL-13R share a common receptor chain involved in
signal transduction. Both IL-4 and IL-13 are activators
of STAT6, which mediates most biological activities of
these cytokines. STAT6"/- mice display impaired Th2
differentiation and lose responsiveness to IL-4 and

I1-13, but these animals are capable to maintain nor-
mal responses to other cytokine signals. The im-
portance of IL-4, IL-13 and STAT6 in mediating re-
sistance during helminth infection was clearly
demonstrated in experimental models of infection
with the gastrointestinal parasite Trichinella spiralis. It
has been observed that while IFN-y deficiency accel-
erates infection clearance, mice with IL-4Ro deficien-
cy did not achieve worm expulsion, nor did STAT6-
mice. The STAT6- mice also displayed an increase in
parasite burden and significant changes in cytokine
profile production, evidenced by a decrease in IL-4
and IL-13 and increase in IFN-y production eleven
days post infection. Moreover, it was observed that
STATe  was  participating  through  mast
cell-dependent mechanisms [50]. Thus, STAT6 and
Th? immune response are important in T. spiralis
clearance.

Besides mast cell participation in T. spiralis ex-
pulsion, other important cell population that has been
implicated in this process is the goblet cells, whose
participation is STAT6-dependent, suggested by Khan
and colleagues in 2001 [51]. This scientific group
worked with STAT6- mice and observed that these
miice lost the resistance to infection comparing with
WT mice, as demonstrated by higher parasite burden.
Furthermore, it was also observed that the production
of IL-4 and IL-13 was decreased 14 days post infection
associated with a significant decrease in goblet cell
numbers. In addition, the decrease in goblet cell pro-
duction is important in the context that T. spiralis in-
fection is characterized by an induced goblet cell hy-
perplasia necessary for worm expulsion [52, 53].

T. spiralis clearance has also been shown to be
related to intestinal muscle hypercontractility. Mice
strains that show a quick clearance of this worm also
show greater gut muscle hypercontractility [54]. This
hypercontractility depends on both CD4* and
MHC-II* T cells [55], although mechanisms involved
in these events remain unclear. Thus, trying to de-
termine possible mechanisms, in 2001 Khan and col-
leagues [56] analyzed the participation of IL-4 and
STAT6 in hypercontractility development and its re-
lationship with parasite expulsion. They observed
that T. spiralis infection induced an increase in IL-4
and IL-6 cytokine production in mesenteric lymph
node and spleen cell culture supernatants stimulated
with ConA. However, this increase was not observed
in STAT6+- mice. Together with these results, they
found a marked attenuation of carbachol-induced
nuiscle contraction in STAT6/- mice but only a slight
decrease in muscle hypercontractility in IL-47/- mice.
Parasite burden was delayed in STAT6~- mice, but
was almost normal in mice lacking IL-4. Thus, the
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absence of STAT6 is important in gut hypercontractil-
ity that can be related to the nefficiency of parasite
expulsion. However, this seems to be an IL-4 inde-
pendent event, so perhaps other cytokines such as
IL-13 or IL-9 may be responsible for T. spiralis gastro-
mtestinal infection clearance.

However, T. spiralis infection is not strictly re-
stricted to the gastrointestinal site, but the larval stage
of this parasite rapidly can get into the blood stream
and disseminate in the host. In order to investigate the
influence of Th2 cytokines during muscle infection
with T. spiralis, Beiting et al [57] infected STAT6-/-
mice. These mice were in a BALB/c background,
which would be expected to mount a strong Th2 re-
sponse. Tissue muscle recovered from BALB/c mice
at 18 dpi contained numerous mature larvae and fully
developed nurse cells surrounded by focal infiltrates.
In contrast, nurse cells from STAT6/-infected mice
had markedly reduced inflammatory infiltrates
around infected cells and reduced numbers of lymph
node cells, When stimulated with larval antigens,
lymph node cells from BALB/c¢ mice produced sig-
nificantly more IL-4, IL-5, and IL-13, but less IFN-y,
compared with their STAT6/- counterparts, whereas
IL-10 concentrations were comparable in BALB/c and
STAT6/- mice. Interestingly, despite impairment of
Th2 responses and inflammation in STAT67- miice,
larval burdens were simular to those in BALB/ ¢ mice.
These data highlights a more important role for
STATG6 in eliminating gastrointestinal worms than in
tissue-dwelling helminths.

Another helminth parasite infection in which
STAT6 appears to be involved 1s the gastrointestinal
nematode parasite Nippostrongylus brasiliensis. The
third-stage larvae of this parasite infect mice through
the skin, migrate into the lungs, are coughed up, in-
gested, travel to gut lumen were mature adults reside,
produce eggs that are excreted in the feces, and are
themselves expelled approximately 10 days after the
mitiation of infection [58]. In 1988, Katona and col-
leagues [59] described that even when Th2 responses
are necessary for parasite expulsion, IL-4 is not, while
treatment of infected nuce with IL-12 blocks worm
expulsion [60]. Although those results suggest that the

i mechanism of host protection against N.
brasiliensis might be production of a Th2 immune re-
sponse, it seems to be [L-4-indepenclent but may be
related to other molecules involved in Th2 polariza-
tion, like IL4 cytokine receptor [L-4Ra or STATS6.

Urban and colleagues [4] analyzed whether N.
brasiliensis expulsion was affected in mice lacking
IL4Ra or STAT6. They found that both deficient
animals failed to expel N. brasiliensis and presented
elevated egg burdens, whereas WT mice did not

These results were confirmed with the adonunistration
of anti-IL-4Ra to WT muce, which lost resistance evi-
denced by the presence of egg and parasite burden.
They also found antibody isotype changes, as WT
mice produced IgGl whereas IgG2a, characteristic in
Thl responses, was not detected. On the other hand,
STAT6/- mice produced greater levels of both IgGl
and IgG2a antibodies during chronic infection. The
fact that IL-4 is not the only cytokine that uses [L-4Ra
for signaling suggests analysis of the parhapation of
IL-13, which also signals through IL-4Ra, might be
appropriate. Administration of soluble IL-13Ra2-Fc, a
fusion protemn that neutralizes IL-13, in WT mice in-
fected with N. brasiliensis, demonstrated that these
mice became susceptible to infection. So, protection
against N. brasilicnsis depends mainly on STAT6 but
not on IL-4, and STAT6 might be activated through
IL-13 signaling, a cytokine related to Th2 mmmune
response in addition to IL-4. This exhibits the im-
portance of STAT6 in protection against gastrointes-
tinal helmunth infections.

Another enteric helminth related to this tran-
scription factor is the cestode Hymenolepis diminuta. In
2003, McKay and Khan [61] described the importance
of STAT6 i thus infection by analyzing the participa-
tion of IL4, IL-13 and STAT6 in worm expulsion.
They found that adult worms were harbored in the
gut only in STAT6”- mice, and that both [L-4 and
IL-13 deficient mice were able to expel H. diminuta.
Another mmportant finding was the reduced goblet
cell numbers found in STAT6"/- mice that was related
to susceptibility to infection.

Brugia mwlayi is a human-infecting his-
sue-dwelling nematode that induces a Th2 response
that also seems to be beneficial in rodent hosts. In the
mouse model of infection. immunocompetent muce
are able to clear the parasites [62]. In 2001, Spencer
and colleagues described that IL4 is required for
clearance of Brugia from BALB/c [63] and C57BL/6
muce strains. This was evidenced in IL-4 and STAT6/
mice, which still harbored live worms 6 weeks
post-infection in BALB/c mice and two and four
weeks post-infection in C57BL/6 mice, contrary to
WT muce in both strains. Therefore, IL-4 favors para-
site clearance via the STAT6 signaling pathway in
filariasis.

Another helminth infection is murine cyshcer-
cosis caused by the helminth parasite Tacnia crassiceps,
which induces a strong Th2-like response. Interest-
ingly, T. crassiceps-infected mice develop a transient
Thi-like response during the first weeks of infection,
but later they develop a dominant Th2? response n
chronic phases of infection (>4 weeks) that is associ-
ated with an increase in parasite loads [64]. Trying to
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confirm that development of Th? immune response
correlates with susceptibility to this infection, Rodri-
guez-Sesa and colleagues [60] analyzed the role of a
Th2-type response induced via STAT6-mediated sig-
naling in BALB/c mice during T. crassiceps infection.
They found that even when BALB/c mice were sus-
ceptible to infection and carried approximately 400
intraperitoneal metacestodes at 12 weeks after infec-
tion, STAT6- mice resolved the infection as early as 4
weeks post-infection. STAT6-/- mice, together with
resistance to infection, developed a dominant
Thl-type response with high levels of anti-T. cras-
siceps-specific IgG2a antibodies, and lower levels of
specific IgGl and total IgE antibodies compared to
WT mice; they also produced higher levels of IFN-y
and lower levels of IL-4 and IL-13 in the course of
infection. Consistent with this, macrophages from
STAT6/- T. crassiceps-infected mice displayed an in-
flammatory phenotype with high IL-12 and NO pro-
duction compared to macrophages from WT mice
which displayed an alternative activation phenotype,
with inhibited [L-12 production and NO and high
expression of Arginase-1, PD-L2 and IL-4Ra [66]. To-
gether, these results show that murine cysticercosis
requires a Thl immune response development to clear
infection, while Th2 immune response mediated by
STAT6 is related to susceplibility to this ex-
tra-intestinal infection.

As previously described, while STAT6-mediated
Th2 immune response is not always related to hel-
minth resistance, it may be dependent on several fac-
tors, such as the site of infection, type of parasite and
chronicity of the infection, among others. Thus, re-

Table 3. STATs in helminth infections

cently Mishra et al. [67] analyzed the development of
immunopathology in a murine model of neurocysti-
cercesis caused by Mesocestoides corti in the absence of
STAT6. They found that WT BALB/c mice, as seen
with T. crassiceps infection [26, 68, 69, 70], induced
expression of markers associated with alternatively
activated macrophages such as Yml, Fizzl, Arg-1,
MR1 and MGL 1/2 in the brains of infected mice. In-
terestingly, STAT6/- mice showed a down-regulation
in the expression of AAMS associated molecules
compared with WT mice. As reported previously by
Rodriguez-Sosa et al [71], STAT6 deficient mice with
cysticercosis displayed also increased iNOS expres-
sion. However, these mice displayed enhanced sus-
ceptibility to M. corti and greater neuropathology
(abmormal vestibular function, tilted head, walking in
circles, and morbidity). Thus, it appears that in this
model STAT6 may participate by controlling exces-
sive pathology (inflammation) through the develop-
ment of AAM®s, which have been proven to have
suppressive activity mainly mediated by the
Death-ligand pathway [66]. Furthermore, AAM®s
may participate by healing central nervous system
damage during neurocysticercosis, as one the newest
functions associated with AAM®s during helminth
infections [72]. Interestingly, the development of
AAM®s and the expression of PD-L2 in such cells
have been recently confirmed to be STAT6-dependent
[73], suggesting that an anti-inflammatery and heal-
ing processes during helminth infections may be also
associated with STAT6 function.

Parasite Effect References
STAT1  Schistosoma mansoni Soluble egg antigens (SEA) do not induce STATI phosphorylation in macrophages but  [30]
induce ERK and p38 activation.
STAT4  Tacnia crassiceps Genetically resistant C37BL/ 6 mice became susceptible when lacking STAT4Z gene. [34]
Setaria digitata Secreted filarial lipids (SFL) down-regulate Thl immmune responses by decreasing [35]
STAT4 phosphorylation in a dose-dependent manmer.
MNippostrongylus brasiliensis ~ Decrease in frequency of IL-4 producing cells in infected STAT4 ‘mice. [36]
STAT6  MNippostrongylus brasiliensis  IL4-Ro and STAT6 are necessaries for worm expulsion; IL-13 is decisive for clearance. [4]
Trichinella spiralis Absence of STAT6 iz related to higher parasite burden and lower Th2 cytokines. [30]
STAT6 and Th2 cytokines seems to be necessary for goblet cell hyperplasia. [31]
Gut muscle hyper-contractility necessary for worm expulsion depends on STATe [58]
signaling.
Hymenolepis diminuta Resistance is mediated by STAT6 but do not depend on IL-4 or IL-13 alone. The ab- [61]
sence of STAT6 down regulates goblet cells.
Brugia malayi IL-4 and STATS6 are required for clearance from BALB/c and C57BL/ 6 mice. [63]
Tacnia crassiceps STAT6 deficient mice were resistant to infection with an intense Thi response. [63]

Mesocestoides corki
inflammatory response

In murine neurocysticercosis STAT6 deficient mice succumbed faster given an infense  [67]
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Conclusion

The pathology and resolution of different hel-
minth infections is dependent to a large extent on the
mfecting species, the model used, and the site of in-
fection. STATs molecules do have a role i all cases
either by initiating the development of a Thl response
as in schistosomiasis and cysticercosis or develop-
ment of Th2 response in case of gastrointestinal infec-
tions. The major cytokines in both cases are IL-12,
IFN-y, IL-10, IL-4, IL-13 the effects of which are me-
diated by specific STATs. Thus, even when STAT6
participates in the expulsion of some gut parasites, a
STAT4 meditated Thl immune response seems to be
necessary to control extra-intestinal larvae stages.
Hence, both of these STATs proteins are necessary in
trigger immune responses against helminth infections
but play ditferent role. The fact that helminth-derived
antigens have been demonstrated to inhibit at least
STAT4 activation, it must be enough motivation to try
new helminth antigens to study STAT modulation in
different target cells, this will help to clarify how
helminths modulate the immune response.
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