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RESUMEN

Maria Guadalupe de la Cruz Galicia Febrero de 2006
Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE POR ANTICUERPOS
Y CITOCINAS Th1 y Th2 EN RATONES MRL/Ipr NFECTADOS
CON BACTERIAS O HELMINTOS

Nimero de Paginas: 105 Candidato al Grado de Doctor
en Ciencias con Especialidad
en Inmunologia.

Area de estudio: Inmunologia

Propdsito y Método del Estudio: La artritis reumatoide es una enfermedad crénica, degenerativa y
discapacitante que afecta al 3% de la poblacion mundial. Se ha relacionado a las infecciones
microbianas como agentes desencadenantes de la enfermedad, sin embargo, estudios recientes han
demostrado que la infeccion con helmintos podria regular los mecanismos de inflamacién presentes en
artritis y ofras enfermedades autoinmunes. En el presente trabajo se estudio el efecto de las
infecciones con las bacterias Stfaphylococcus aureus y Nocardia brasiliensis, asi como con los
helmintos Nippostrongylus brasiliensis y Heligmososmoides polygyrus en la evolucion de |a artritis en el
raton MRUApr. Los ratones MRL/Ipr de 12 semanas de edad fueron infectados con bacterias o
helmintos , y 6 semanas después evaluados en forma clinica e histopatol6gica. Se realizé la
determinacion dea nticuerpos IgG1 e IgG2a antibacteria y anti-parasitos , de citocinas Th1 (IFN-y) y Th2
(IL-4), asi como el anélisis histopatol6gico de tejido articular. Se correlacion6 el nivel de anticuerpos, la
produccién de citocinas y los hallazgos histopatolégicos de tejido articular. Se correlacioné el nivel de
anticuerpos, la produccién de citocinas y los hallazgos histopatolégicos con la evolucion de la artritis en
el ratén MRUlpr.

Contribuciones y conclusiones: Los hallazgos encontrados muestran que los grupos de ratones MRL/fpr
infectados con bacterias presentaron principalmente una respuesta caractenizada por la produccién de
IgG2a e IFN-y ( asociada con una respuesta de tipo Th1 en el ratén) mieniras que aquellos infectados
con helmintos mostraron una respuesta por IgG1 e IL-4 ( asociada con una respuesta de tipo Th2 en el
ratén ), el andlisis histopatologico mostré que el 100% de los ratones infectados con bacterias
desarrollaron artritis y presentaron en su mayoria alteraciones histopatolégicas avanzadas tales como la
erosién del cartilago y hueso, mientras que en aquéllos infectados con helmintos el dafio histopatolégico
fue en menor grado ( hiperplasia sinovial y erosion del cartilago), ademas una nimero menor de ratones
desarrollaron artritis (70%). De lo anterior se concluye que la infeccidn con bacterias o helmintos parece
modificar la evolucién de la arirtis que desamolla el ratbn MRLU/pr, activando e inhibiendo

respectivamente su evolucion.

’ =S
Dr. Mario Algterto Garza Elizondo
Director de Tesis




INTRODUCCION

Aproximadamente, un 20% de la poblacién mundial se encuentra afectada por alguna
enfermedad inflamatoria 0 autoinmune Puesto que las enfermedades autoinmunes
son de etiologia multifactorial, esto hace dificil identificar los eventos tempranos que
desencadenan los mecanismos de autoinmunidad (Choileain, 2006).

El sistema inmune normalmente muestra tolerancia hacia los propios componentes por
delecién clonal de células T autorreactivas, lo cual ocurre en el timo en el periodo
perinatal y por la supresién funcional de células T y B autorreactivas en etapas
posteriores del desarrollo. Sin embargo, bajo ciertas condiciones ocurre una
alteracion en el mantenimiento de la tolerancia hacia los propios componentes, lo
cual determina el establecimento de un fenémeno de autoinmunidad. La respuesta
inmune, se caracteriza por la activacion y expansion clonal de linfocitos autorreactives
y la produccién de autoanticuerpos en contra de antigenos aut6logos presentes en los
tejidos propios del organismo (Kelley, 1997).

Una caracteristica particular de las eﬁfemaedades autoinmunes, es la selectividad que
ejercen los LT (linfocitos T) autorreactivos, sobre una célula, érgano o tejido en
particular. Muchos de los linfocitos que poseen receptores reactivos para lo propio,
son eliminados por un proceso controlado de induccién de tolerancia. Se ha estimado
que, después del su paso por el timo, aproximadamente el 10% de los LT son

reactivos contra lo propio (Opdenakker, 2005).

El proceso de inflamacion inicial que se desencadena en las enfermedades
autoinmunes, conduce a la activacion subsecuente de linfocitos automeactivos, y la

constante repeticion de este ciclo ocasiona un estado de inflamacion crénica



permanente (Finch, 2004). Ejemplos de enfermedades autoinmunes, incluyen a la
artritis reumatoide, diabetes mellitus insulina dependiente y LES (lupus eritematoso
sistémica), que se caracterizan por inflamacién cronica, destruccion de tejido y
alteracioén de la funcion del 6rgano afectado (William, 2005). Si bien existen fuertes
evidencias que asocian a la mayorfa de las enfermedades autoinmunes con
marcadores genéticos especl(ficos, parece ser que |a participacion de las células Treg,

juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad (Scheffold, 2005).

Se ha determinado que la susceptibilidad a desarrollar enfermedades autoinmunes
esta determinada por una combinacion de factores genéticos y ambientales. Diversos
estudios apoyan el hecho que |as infecciones microbianas desencadenan o exacerban
las enfermedades autoinmunes (Bach, 2002). Se proponen dos mecanismos por los
cuales los microorganismos podrian activar a los LT autoreactivos: 1) antigeno
especifico, lo que se explica por el mimetismo molecular (Benoist, 2001), 2) antigeno
no especifico, en la cual los LB al ser infectados de forma persistente por bacterias o
virus, conducen a activacion y proliferacién policlonal (Coutelier, 1990; Yang, 1992,

Sangster, 2000 y Hunziker, 2003).

Se ha propuesto que la infeccién crénica puede activar a LB autoreactivos de una
manera significativa haciendo que se diferencien en células de memoria, que en
individuos con una predisposicion genética, podria armar un escenario perfecto para

desencadenar el fendmeno de autoinmunidad (Soulas 2005).



POSIBLES MECANISMOS DE INDUCCION DE ENFERMEDAD AUTOINMUNE POR
AGENTES INFECCIOSOS.

MIMETISMO MOLECULAR POR ANTIGENOS MICROBIANOS

El mimetismo molecular ha sido propuesto como un mecanismo patogénico que puede
desencadenar autoinmunidad. Esta hipétesis se basa en evidencias experimentales,
clinicas y epidemioldgicas existentes que demuestran la asociacién entre un agente
infeccioso y una enfermedad autoinmune. La reactividad cruzada que se desarrolla
enfre las estructuras quimicas del microbio y las propias proteinas del huésped
conducen al mimetismo molecular, que para fines practicos se define como estructuras
similares compartidas por moléculas provenientes de un origen (genes) diferente
(Mcken, 1992). La respuesta inmune que se desarrolla en contra de determinantes
compartidos por el huésped y el microbio, pueden provecar una respuesta inmune
especifica hacia un tejido, la cual es capaz de provocar destruccion celular y tisular.
Entre los posibles mecanismos involucrados en la respuesta inmune hacia Ag
compartidos se encuentran la generacion de linfocitos citotdxicos y la produccion de
anticuerpos (Oldstone, 1998).

Los agentes infecciosos pueden inducir un incremento en la sintesis de citocinas Th1,
desencadenando la expresion de moléculas de CMH, asi como la activacién y co-
estimulacion de moléculas tales como B7.1/CD28. Se ha reportado que ciertas
bacterias sintetizan superantigenos que activan selectivamente subpoblaciones de LT

actuando como activadores policlonales (Conrad, 1997 y Soos, 1997).

Aungque la infeccién con bacterias o virus puede ser una causa directa de artritis, se ha

sugerido que la enfermedad puede ocumir cuando los Ag extrafios"mimetizan”



autoantigenos presentes en las articulaciones, por su similtud en su secuencia de
aminoécidos. La respuesta inmune generada en contra del patégeno, reacciona de
manera cruzada con los propios componentes lo que conduce a un fenémeno de
autoinmunidad. El mimetismo molecular es posible también cuando se comparten
epitopes conformacionales (Rose, 2001) En AR (artritis y reumatoide), se han descrito
ejemplos relacionados con el mimetismo molecular, como es el caso de una proteina
de shock-térmico de Escherichia coli la dnal, contiene una secuencia de 5
aminoacidos que es idéntica a la molécula HLA-DRB,, la secuencia se ha asociado
con susceptibilidad hacia AR . Pacientes con AR mostraron elevadas respuesta por
LT en contra de dnaJ, especialmente en el liquido sinovial. Otra proteina bacteriana
que contiene una region con secuencias similares a los epitopes compartidos es la
hemolisina de Proteus mirabilis , lo que sugiere que los pacientes con AR podrian

poseer titulos elevados de Ag de Proteus (Ebringer, 1992) .

INFECCION BACTERIANA

Los receptores tipo toll (TLRs), son moléculas importantes para el reconocimiento de
agentes patégenos con la subsecuente activacion de [a inmunidad innata y adaptativa
en respuesta a estos patégenos. Luego de un estimulo, los TLRs activan varias
proteincinasas via moléculas adaptadoras como MyD88, conduciendo a la activacién
de NFkB. La identificacion de las vias de senalizaciéon TLR podrian revelar los
mecanismos moleculares que inducen a la tolerancia a lo “propio” y los posibles
mecanismos que desencadenarian el desarrollo de un fenémeno autoinmune.

En contraste con la inmunidad adaptativa, la inmunidad innata aparece de forma
temprana durante la evolucion y posee la habilidad de reconocer microorganismos

patégenos. La inmunidad innata se activa de manera inmediata. Luego de contacto



con un Ag (antigeno) y controla la replicacion de los microoganismos, hasta que la
inmunidad adaptativa aparece. La activacion de la respuesta inmune adaptativa hacia
Ag propios 0 ambientales, puede ocasionar enfermedades autoinmunes o alérgicas.
Existen evidencias que apoyan el hecho que la inmunidad innata juega un papel
importante en determinar si una respuesta inmune es normal o alterada que conduzca
a autcinmunidad (Toubi, 2004).

Diversos componentes bacterianos, tales como LPS, peptidoglicanos, mananos,
ADN, RNA bacterianos {patrones asociados a patégenos moleculares, PAMPs) ,
actian como inductores potentes de 1a inmunidad innata, a través de los TLRs, porlo
que han sido asociados con la patogenia de enfermedades autoinmunes (Toubi,

2004; Anders’, 2005; Christensen, 2005; Anders?, 2005; Wu, 2006)

Por otro lado, se ha demostrado que los Ag micobacterianos, de estreptococos y de la
flora intestinal son excelentes inductores de artritis en modelos animales.

En estudics realizados en ratones MRL/jpr que fueron inmunizados con Nocardia
brasiliensis o Staphylococcus aureus, se observd que ambos grupos de ratones
desarrollaron artritis; aunque los infectados con S. aureus desarrollaron lesiones
articulares mas severas como destruccion de hueso, mientras que los infectados con
Nocardia desarrollaron como grado erosion de cartilago como grado maximo de lesion
(Véazquez, 1998).

Estudios recientes han demostrado la capacidad adyuvante que poseen los
lipopolisacaridos de E. cofi, al ser inyectados intraperitonealmente en ratones DBA/NJ
junto con un componente del cartilago (colagena tipo ll), en la induccidon de artritis

autoinmune. También se ha visto que otros tipos de lipopolisacaridos de Saimonelia

ententidis, Salmonella typhimurium Yy Klebsiella pneumoniae asl como el lipido A de E.



coli, causan inflamacién en las articulaciones al ser inyectadas con colagena tipo Il
(Yoshino, 2000).

En ciertas enfermedades autoinmunes, como la AR o el sindrome de Reiter, se cree
que el estimulo continuo con Ag propios, da lugar a la fase cronica de la
enfermedad. Se ha reportado que la enfermedad podria ser causada por una
respuesta inmune en contra de antigenos microbianos persistentes en los tejidos
blanco, lo que aumenta la posibilidad de que algunos sindromes clasificados como
enfermedades autoinmunes pueden tener una etiologia infecciosa crénica (Behar y
Porcelli, 1995)

La persistencia o el deposito de Ag microbianos es un mecanismo por el cual los
organismos patégenos pueden ocasionar una enfermedad inflamatoria crénica. Un
ejemplo de este mecanismo lo es la inflamacion articular que en ocasiones se
desarrolla luego de infecciones no articulares. La artritis postinfecciosa es una
sinovitis mediada por el depésito de Ag extrafios en forma de complejos inmunes; por
ejemplo la ariritis asociada con hepatitts B aguda (Wands, 1975), infecciones
diseminadas agudas con meningococos (Jarret, 1980) o gonococos (Goldenberg,
1983). En contraste, la artritis reactiva ocurre en una subpoblacién de pacientes
semanas posteriores a una diarea bacteriana aguda (Granfors, 1992) o infecciones
urogenitales por Clamydia trachomatis (Rahman, 1992, Silveira, 1992)

Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado la correlacion que existe entre la
infeccion por ciertas bacterias y el inicio del sindrome de Reiter en indivduos HLA -B27
que padecen de espondilitis anquilosante; las bacterias que han sido implicadas han
sido, la Klebsiella pneumonia, Shigella flexneri, Salmonella, and Yersinia enterocolytica
(Goverman, 1993). Ratas transgénicos (HLA-B27) que desarollan artropatias

espontaneas, no desarrollaron artropatias o solamente lesiones articulares menos



severas en aquellos animales que se desarrollaron en un ambiente libre de gérmenes
(Taurog, 1994, Hammer, 1990). Por otro lado, otros investigadores plantearon la
posibilidad que la molécula HLA-B27 se encuentren asociadas con un defecto en la

capacidad de eliminar patégenos microbianos (Rath, 1996).

SUPERANTIGENOS BACTERIANOS

Algunas bacterias poseen la capacidad de sintetizar superantigenos, estos
superantigenos pueden activar 1 de cada 5 linfocitos, en contraste con 1 de cada
10000 leucocitos que reaccionarfan ante una proteina viral o bacteriana en particular.
Los superantigenos, se pueden definir como moléculas que aunadas a moléculas del
CMH de clase Il, estimulan a los LT a nivel de su porcién variable de la cadena B (por
ejemplo TCRBVs, TCRBV;) de los receptores para los Ag de dichas células (Quiros,
1996) . Se ha sugerido que los superantigenos estén involucrados en la patogenia de
diversas enfermedades autoinmunes (Friedman, 1991; Johnson, 1996; Soos, 1997,

Krakauer, 1999) como la AR.

VIRUS

Se sabe que los virus pueden causar inflamacién en las articulaciones, como el de la
rubéola, el parvovirus B19 y el arbovirus. Por otro lado también el retrovirus de la
encefalomielitis-artritis, causa una enfermedad reumatica crénica en las cabras;
herpesvirus como el virus Epstein-Barr virus se ha asociado con una enfermedad

semejante a la AR (McGuire, 1990; Kennedy-Stoskopf, 1989)



ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria de la membrana sinovial, la cual
causa erosion, deformidadad y destruccién de las articulaciones; especialmente las
articulaciones pequefias de manos y pies (Feldmann, 1996;  Firestein, 2005).
Predomina en las mujeres en proporcion de 3:1, aparece en la edad adulta o media,
aunque ha sido registrada en personas de todas las edades. Se ha estimado que la
prevalencia es alrededor del 1-3% de la poblacion. La distribucion geogréafica de AR
es mundial, sin embargo existe una baja incidencia en Africa rural (Silman, 1993) y una
elevada prevalencia en tribus nativas americanas (Pima y los Chippewa) (Weinblatt,
2001).

Al igual que la mayorfa de las enfermedades autoinmunes, se ha pensado que la AR
es causada por la interaccién entre factores genéticos y ambientales. Existen diversas
publicaciones que apoyan este hecho, se ha estimado, que los factores genéticos
participan con un 15% vy los factores no genéticos les corresponde el 85% para
desencadenar la AR. Los genes HLA parecen tener relevancia en la progresion de
la enfermedad (Weyand, 2000).

Factores genéticos.- Existe una predisposicion genética a desarrollar AR, sin
embargo algunos casos ocurren de forma esporadica. Ambas formas de AR se
asocian con HLA-DR4, y en un menor grado con HLA-DR1 (Feldmann, 1996;
Weyand, 2000).

Agentes infecciosos.- Los agentes microbianos asociados con AR incluyen virus
como el Epstein-Barr, rubéola, retrovirus, parvovirus (Wilder, 1991) y el virus de la
hepatitis C (Hirohata, 1992), bacterias como micoplasma, micobacterias (Moreland,
1991) y diferentes organismos entéricos (Thompson, 1994). El peptidoglicano de la

pared celular de muchas bacterias induce artritis destructiva severa crénica, semejante



a la AR, en animales de experimentacion genéticamente predispuestos (Brostoff,
1994). Se ha reportado que la proteina A del Staphylococcus aureus de la cepa Cowan
1 es un potente estimulador de la produccion de factor reumatoide (FR) en linfocitos de
individuos sanos (Tar, 1985; Goldenstein, 1986). Estudios en ratones han demostrado
que un factor de virulencia importante en el desarrollo de artritis séptica por
Staphylococcus aureus, es la capacidad de la bacteria para producir superantigenos
tales como Ila enterotoxina A-D (SEA-SED) y la toxina-1 del sindrome de shock téxico
(TSST-1) (Bremell, 1995). En 1998 se reportd que ratones MRL/Ipr que habian sido
infectados con Nocardia brasiliensis desarrollaron artritis, y que los ratones que la
desarrollaron llegaron a erosién de hueso, una etapa avanzada de lesidn articular
(Vazquez, 1998)

Patogenia del dafo articular.- El antigeno es presentado por fagocitos a través del
CMH Il alos LT CD4+, que posteriormente son activados y producen linfocinas, la
cuales mas tarde reclutan LT CD4+, LB, PMN y estimulan la actividad de los MJ. Al
mismo tiempo, factores de crecimiento para los LB, inducen su maduracién y
transformacion a células plasmaticas. Estas células secretan FR, los cuales a su vez
forman complejos inmunes que posteriormente seran fagocitados por MZ y PMN,
induciendo la activacién de la enfermedad. La liberacién de enzimas lisozomales y la
formacién de intermediarios reactivos del oxigeno tales como el anién superéxido,
radicales hidroxilo y peréxido de hidrégeno, producen erosion y destruccion de cartilago
y hueso. La liberacién de IL-1 y TNF ocasionan dafio articular por activacion de
condrocitos y osteoclastos y por el reclutamiento de otras células inflamatorias
(Hochberg, 2003)

Citocinas.- Las citocinas mas abundantes en la articulacidn cuando existen erosién

de cartilago y destruccion de hueso, son las monocinas, TNF-a, IL-1 e IFN-y. La



respuesta de células T en AR ha sido clasificada como Th1, l|a carencia de citocinas
Th2 puede contribuir a la patogenia, ya que la IL-4 e |I-13 modulan la expresién de
monocinas Y la produccién de enzimas en el tejido sinovial ex vivo y pueden disminuir
la inflamacién del cartilago y la destruccion de hueso al ser administradas en modelos
animales. Otra citocina Th1 que contribuye al desarrollo de la arfritis es la IL-17, la que
se ha visto participa en la degradacién de cartilago y erosiéon de hueso (Chabaud,
1999). Se ha sugerido que la inflamacion en AR estd mediada por células Th1 , en
contraste células Th2 y sus citocinas en particular IL-4 se encuentra muy raramente,
esta dicotomia en torno a las citocinas Th1/Th2 (Romagnani, 1997; Mosmann, 1996;),
ha sido ampliamente estudiada (Chariton, 1995; Brennan, 1996; Kroemer, 1996;

Nicholson, 1996; Schulze-Koops, 2001; Smolen, 2001).
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RATON MRL/Ipr

Caracteristicas generales.-Una de las dificultades en definir la etiologia y patogenia
de la AR ha sido la falta de un modelo animal adecuado. En 1982 los ratones MRU/pr
(usados en la patogénesis de lupus) fueron reportados por desarrollar de forma
espontanea linfadenopatia masiva con hipergamaglobulinemia, presencia de
autoanticuerpos (Ratkay, 1991), altos niveles de proteinas de fase aguda,
glomerulonefritis (Chan, 1999; Faust, 2002; Mishra, 2003; Kikawada, 2003; Reilly,
2004; Sadanaga, 2005) y una enfermedad parecida a la AR en una etapa avanzada de
la vida del ratén (Andrews, 1987, Hang, 1982; O'Sullivan, 1985; Tanaka, 1987,
Tarkowski, 1987; Koopman, 1988; Tanaka, 2004). Este modelo  desamollado por
Murphy y Roths es afectado por una enfermedad sistémica autoinmune (Pataki,
1985) y ademds posee las siguientes caracteristicas:

Proliferacion excesiva de linfocitos T, lo cual esta determinado genéticamente
Presencia de factores reumatoides de isotipos IgM e 1gG

Desarrollo de poliarteritis

Poliartritis clinicamente evidente de los miembros posteriores (Hang, 1982)

En los ratones MRL/lpr, Ia enfermedad inicia a las 8 semanas de edad con la
activacién policlonal de células B y la presencia de niveles séricos elevados de IgM.
De las 12 a 16 semanas de edad los ratones empiezan a producir una variedad de
autoanticuerpos entre los que se incluyen anticuerpos anti-dsDNA y anti-ssDNA. De
las 16 a 24 semanas, los ratones desarrollan glomerulonefritis proliferativa mediada
por complejos inmunes, vasculitis, artritis y linfadenopatia masiva lo que ocasiona
dario renal y la muerte en el 50% de los ratones de 24 semanas de edad (Reilly, 2002)
Este modelo de raton presenta la mutacion fas” la cual es causada por la insercién

de un elemento transponible en el gen Fas lo que afecta su expresién. El producto de
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Fas es un receptor de superficie celular miembro de la familia de los receptores. Al
presentar la mutacién recesiva Ipr, el gen fas, su producto no puede transmitir
adecuadamente sefiales que conducen a muerte celular programada. Una de las
consecuencias que resultan con la disminucién de la expresiéon de Fas en el ratén
MRLApr es una apoptosis defectuosa de células T maduras, lo que conduce a una
acumulacidn acelerada de células T autoreactivas (un gran nimero de células T
atipicas CD4, CD8 dobles negativas (DN) (Xiulong, 1997; Takahashi, 1997)

Un aspecto importante de estos ratones es que desarrollan una artritis espontanea,
que puede ser activada en etapas tempranas de la vida del ratdn por la inyeccion
intradérmica de A CF (Ratkay, 1994). En ratones MRL/lpr que fueron infectados con
Staphylococcus aureus o Nocardia brasiliensis se observod artritis en el 100% de los
animales en etapas mas tempranas de la vida del ratén, comparado con la aparicién de
la enfermedad en forma espontanea, y en el 44% de ellos la enfermedad evolucioné
hasta la fase de erosidn de hueso; cuando los ratones fueron infectados con Nocardia
brasiliensis también se gener6 artritis temprana en el 100% de los animales aunque
el 10% de estos, desarrollo erosién de hueso (Vazquez, 1998).

Examen histopatolégico de las articulaciones.- Las articulaciones del tren posterior
de ratonesMRL/[pr hembras desarrollan lesién articular semejante a la desarrollada por
el humano. El examen histopatol6gico de las articulaciones demuestra proliferacién de
células sinoviales, formacién de pannus; erosion cartilago articular adyacente a las
células sinoviales proliferantes y a los 6-7 meses de edad hubo destruccion del
cartilago del menisco, formacién de fibrocartilago y destruccién de hueso subcondral en
cierta proporcién de animales. También se encontraron infiltrados de linfocitos Ty B en

el tejido sinovial de los ratones afectados.
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Citocinas y anticuerpos.- Takahashi encontré que los ratones MRU/ipr producian de
forma espontanea niveles significativos de IgG2a e IgG3 en contraste con los niveles
obtenidos de IgG1, asi como la produccioén significativa de IFN+y (esto asociado a una
respuesta de tipo Th1 en el raton), los que llevo a pensar que este ratén presenta una
alteracién en la respuesta inmune, mostrando un desbalance y predominancia de la
respuesta inmune Th1 (Takahashi, 1996). Por otro lado, en este mismo afio, Lemay
analiz6 la expresion de los genes para una variedad de citocinas en el raton MRUIpr y

encontr6 una sobre expresién de los genes para IL-1B, TNF-a e IFN-y (Lemay, 1996)
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PARASITOS, INMUNOREGULACION Y RESPUESTA Th2

Los helmintos son un grupo de organismos multicelulares que afectan a los humanos y
son una causa principal de enfermedades. Existen diversos modelos en ratones, que
representan el espectro de las enfermedades infecciosas, y han sido Utiles en analizar
y caracterizar la respuesta inmune del huésped en respuesta hacia diversos helmintos
(Gause, 2003)

La regulacion de la respuesta inmune por parasitos incluye, supresion, conversion de
la repuesta inmune en beneficio del patégeno. Mientras muchos microparasitos
escapan del ataque inmunolégico por variacion antigénica o por secuestro en nichos
especializados del organismo, los helmintos se exponen en los linfaticos, en la sangre o
en el tracto gastrointestinal. Eventos clave entre la respuesta del parasito y el
huésped es la induccion de una respuesta Th2, la activacion de M@ y de CD; ademas
de la participacion de células, particularmente eosinéfilos y células cebadas. La suma
de todos estos efectos conduce al huésped a crear un efecto anti-inflamatorio el cual es
favorable para la supervivencia del parasito (Maizels, 2004). Incluso se ha
establecido upa posible relacién entre la desparasitacion y surgimiento de
enfermedades inmunolégicas inflamatorias crénicas; este fenémeno se asocia con lo
propuesto en la "hipétesis de la higiene", en la cual se sugiere que la falta de
exposicion a helmintos, incrementa el riesgo para adquirir algunas enfermedades
autoinmunes que se caracterizan por inflamacion crénica (Elliot, 2000; Weinstock,
2002; Yazdanbakhsh, 2002; Dunne, 2005). Se ha establecide que la infeccién con
helmintos, que induce inflamacién tipo -Th2, regula negativamente la respuesta Th1
hacia infecciones por parasitos bacterias y virus no relacionados (Kullberg, 1992;
Actor, 1993; Sabin, 1996). Por ejemplo, se ha reportado la ausencia de AR en

poblaciones rurales de Nigeria, para lo cual, se ha dado como posible explicacion la
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elevada prevalencia de infecciones y enfermedades parasitarias endémicas en estas
areas (Silman, 1993).

Las enfermedades infecciosas y particularmente las infecciones con helmintos que son
endémicas en Africa, podrian tener efectos profundos en el sistema inmune del
huésped (Bentwich, 1996). como el regular la aparicion de enfermedades inflamatorias
crénicas como la AR.

Elliott y colaboradores han propuesto la " hipétesis de la higiene", segun la cual las
condiciones de sanidad que prevalecen en los palses industrializados, han
ocasionando la generacion de ambientes mas higiénicos, favoreciendo de esta
manera un menor contacto con helmintos Esta ausencia de infeccion con helmintos se
ha asociado con un incremento en la aparicion de enfermedades inflamatorias como la
enfermedad de Crohn (Elliott, 2000).

Estudios en humanos y modelos animales han utilizado parasitos 0 sus productos
como inmunoreguladores de la respuesta inflamatoria (tabla ), especialmente
aplicados a enfermedades autoinmunes (Kullberg, 1992; Vella, 1992; Elliott, 2003;
Summers, 2003; Elliot, 2004; Hunter, 2004; Elliot, 2005; Dunne, 2005 y Summers,
2005). Un producto de la filaria Acanthocheilonema viteae, la glicoproteina ES-62, ha
probado ser Utii como molécula inmunoreguladora, anti-inflamatoria en el tratamiento
de artritis inducida en ratones; los estudios sobre infeccién con filarias ha mostrado
que pueden modular la respuesta inmune hacia Ag heterélogos, y la capacidad de
poder polarizar una respuesta Th1 a Th2 (Mclnnes, 2003; Goodridge, 2004 y Harnett,
2004). Por otro lado, Mattson demostré que la artritis que desarrollan las ratas DA
inoculadas con coldgena bovina, fue suprimida cuando fueron infectadas con
Tripanosoma brucei (Mattson, 2000). Existen evidencias que la infeccién con los

helmintos Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus brasiliensis, estimulan una
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respuesta por células T, especificamente Th2; la respuesta por citocinas se caracteriza
por la produccion de IL-4, IL-5, IL-3 y en baja concentracion IFN-y (Street, 1990; Svetic
1992). Alo largo de méas de una década diversos investigadores han comprobado que

los helmintos desencadenan una respuesta Th2 con una produccién elevada de L4,
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Tablal. Parasitos empleados en el

tratamiento de enfermedades autoinmunes

|Agente o producto

[Enfermedad Autoinmune

Schistosoma mansoni

DMT1, EAE y troidits d

IGraves

[Huevecillos de S. mansoni

IDMT1, EAE, y colitig

lexperimental
[Productos solubles de S. mansoni lDMT1
|[Hymenolepis diminuta rdiﬁs experimental
Acanthocheilonema viteae (ES-62) |Alc
Trichunis suis IEnfeJmedad de Crohn's
{Heligmosomoides polygyrus d intestinal

nflamatoria

Trichinella spiralis roliﬁs experimental
Tripanosoma brucei jaIC
Streptococcus sanguinis jJaIC
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esto ha permitido que en la investigacion con helmintos continie con el
objeto de dilucidar los mecanismos moleculares mediante los cuales estos parasitos
ejercen un efecto modulador (Urban, 1992; Urban, 1996; Finkelman, 1997, Ishikawa,
1998; Urban, 1998; Holland, 2000; Yazdanbakhsh, 2002; Zhao, 2003, Finkelman,
2004; Liu, 2004; Maizels, 2004 y Min, 2004, Weinstock, 2005).

Nematodos, parasitos intestinales

La infeccién con nemétodos intestinales se ha asociado con respuestas caracteristicas
de una respuesta tipo Th2. Dos parasitos nematodos intestinales que pertenecen a la
superfamilia Trichostrongyloidea, Heligmosomoide polygyrus y Nippostrongylus
brasiliensis, han sido ampliamente utilizados para estudiar infecciones por parasitos
intesinales; la infeccion con estos helmintos desencadena una fuerte respuesta
inmune Th2, que se manifiesta con niveles elevados de IL-4 e IL-13, eosinofilia,
mastocitosis y concentraciones elevadas de IgE e IgG1 en suero (Finkelman, 1997).
La infecciéon por Nippostrongylus brasiliensis se elimina en aproximadamente 2
semanas luego de la incculacion, mientras que la inoculacién primaria con
Heligmosomoides polygyrus conduce a una infeccién crénica . En el modelo murino, la
infeccién con Nippostrongylus brasiliensis, se inicia con la inoculacién subcutanea del
helminto en estadio L3 bajo la piel, el sitio de la infeccién natural (Anderson, 2000).
Esta infeccién y patrén de migracién es similar al de varios parasitos intestinales tales
como el Ancylostoma duodenale y el Necator americanus .

Recientemente se ha mostrado que Nippostrongylus brasiliensis , desencadena una
fuerte respuesta polarizada hacia Th2 en los ganglios linfaticos cervicales luego de la
inyeccion infracutanea en la oreja, demostrando que es el parasito y no el ambiente de

la mucosa es el responsable de una respuesta Th2 (Liu, 2002). La infeccién con

18



Heligmosomoides polygyrus es estrictamente entérica y ocurre después de la ingestion
de la larva en estadio infectivos (L3) del suelo. De forma experimental, las larvas L3
son inoculadas via oral y se transportan hacia la mucosa gastrica del estémago en ~ 4
horas. La magnitud y efectividad de la respuesta varia segln la cepa de ratén, sin
embargo parece ser que la respuesta permanece polarizada hacia una respuesta Th2
(Gause, 1997). Estudios recientes han mostrado que LT especificos para Ag no
parasitarios, pueden producir IL-4 in vivo, cuando ratones receptores son inmunizados
con el Ag vy Nippostrongylus brasiliensis, pero no con el Ag o el parasito de manera
independiente (Liu, 2002). Estos hallazgos demuestran que el parasito actia como un
adyuvante microbiano -Th2. La diferenciacion de LT en células productoras de IL-4,
es un paso importante en el desarrollo de una respuesta protectora para el huésped.
La IL4 actua como mediadora de los mecanismos que participan en la eliminacién del
parasito, y la cual es requerida para la amplificacién de |las respuesta por células Th2,
que también producen IL-5, IL-9 e IL-13; in vivo, la IL-10 no se eleva en la infeccion por
Heligmosomoides polygyrus y solo se eleva ligeramente en la respuesta confra
Nippostrongylus brasiliensis (Svetic, 1993; Finkelman, 1994). En enfermedades
infecciosas, la respuesta Th2, generalmente dependen de sefiales coestimuladoras
B7-1 - B7-2; su blogueo durante la respuesta inmune primara contra Heligmosomoides
polygyrus, inhibe el desarrollo de la respuesta Th2. Otra moléculas co-estimuladoras
como |COS, el ligando CD40 (CD40L) y OX40 han sido implicadas en el desarrollo
de una respuesta Th2. Una respuesta Th2 efectiva, requiere de las interacciones
OX40L - B7-1 - B7-2 — CD28, durante la infeccion por Heligmosomoides polygyrus,
pero no para el caso de Nippostrongylus brasiliensis sugiriendo que este se caracteriza
por inducir una respuesta Th2 y y LT productores de IL-4, en ausencia de moléculas

co-estimuladoras (Gause, 2003).
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Inmunidad protectora.

Las células Th2 actian como mediadoras de la inmunidad protectora en contra de
nematedos intestinales mediante la produccion de IL4, IL-5, IL-9 e IL-13. La iL4 e
IL-13 pueden unirse a receptores tipo-2, expresados por diversos tipos celulares no
linfoides en la regién entérica. Lo anterior conduce a un incremento en la
permeabilidad de las céiulas epiteliales de la mucosa, una disminucion en la absorcién
de glucosa dependiente de sodio, y un incremento en la contraccién del musculo liso, lo
que podria contribuir a un microambiente hostil para el parasito, lo cual conducirfa a la
expulsion de los gusanos viables adultos (Shea-Donohue, 2001). La IL-5 e IL-9
también son importantes en mediar la proteccion de huésped en contra de los
helmintos, pero parece funcionan de manera aditiva. De manera interesante, la
defensa del huésped infectado por Nippostrongylus brasiliensis, esta mediada por IL-
13 en ausencia de IL-4, sugiriendo que la respuesta Th2 puede desarrollarse en
ausencia de IL-4 (Urban, 1998). La produccién de intermediarios reactivos del oxigeno
(IRO) que dafian al parasito y cambian el ambiente de la mucosa, facilitan el
atrapamiento del parasito y contribuyen a la eliminacién del mismo (Finkelman 1997).
El TNF-., podria jugar un papel importante en acelerar la expulsién del paréasito, a
través de su accion en las células del intestino o mediante la activacion de de la
respuesta Th2 (Artis, 1999).

Se ha demostrado que la infeccién con helmintos o sus productos, puede tener
efectos anti-inflamatorios, como ya se ha reportado para una gran variedad de
productos de los helmintos(tabla 1) o los helmintos mismos, aplicados en modelos
animales (Dunne,2005) y en los humanos. (Elliott, 2005). EI ambiente generado por
los helmintos al invadir a un huésped, inducen mecanismos reguladores de la

respuesta inflamatoria como la participacién de LT reguladores (Treg) y la sintesis
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de HL-10 (Doetze,2000), condiciones que favorecen el desarrollo de un ambiente
anti-inflamatoriro. Por lo que resulta de gran interés investigar el efecto de la infeccién

con helmintos en un modelo animal predispuesto a desarrollar artritis.
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HIPOTESIS

La infeccion bacteriana acelera la artritis en el ratén MRL/pr al inducir una respuesta
Th1; en cambio la infeccién por helmintos disminuye dicho proceso al estimular una

respuesta de tipo Th2.



OBJETIVO
OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la infeccidbn bacteriana y por helmintos, modifica el patrén de
citocinas Th1/Th2 y con ello la evolucion de la artritis en el ratén MRL/ipr

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la produccién de anticuerpos IgG1 (Th2) e IgG2a (Th1), en ratones
MRUlpr infectados con los helmintos (Heligmosomoides polygyrus ©
Nippostrongylus brasiliensis) y las bacterias (Staphylococcus aureus ©

Nocardia brasiliensis).

2. Evaluar el predominio de la respuesta Th1 o Th2 en base a la produccién de
IFN«y (Th1) e IL-4 (Th2) en ratones MRL/Ipr Infectados con los helmintos o

bacterias en estudio

3. Determinar el dafio histopatolégico en tejido articular de ratones MRL/pr

infectados con los helmintos o bacterias en estudio

4. Evaluar el predominio de la respuesta Th1 o Th2, en base a la produccién de
IFN-y (Th1) e IL-4 (Th2) y de anticuerpos IgG1 (Th2) e IgG2a (Th1), asi como su
relacién con el agente infeccioso y la evolucién de la artritis en el modelo

MRL/lpr
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES DE LABORATORIO

Se utilizaron ratones hembras de 12 semanas de edad de la cepa MRU/pr y ratones
hembras y machos de 12 semanas de edad de la cepa BALB/c; ambas cepas
procedentes de Laboratorios Jackson (Jackson Laboratorios Me. USA). Los ratones
se alimentaron con nutricubos (Purina México) y agua destilada estéril ad /ibitum. Los
ratones se mantuvieron en el bioterio del Departamento de Inmunologia de la Facultad

de Medicina, UANL.

2. ANTIGENOS

2.1 Proteina A soluble de Staphylococcus aureus, cepa Cowan (Sigma)

3. HELMINTOS
3.1 Heligmosomoides polygyrus
3.2 Nippostrongylus brasiliensis *

* Helmintos donados por el Dr. Joe Urban del Dpto de Agricultura, Beltsville, Maryland.

4. MICROORGANISMOS

4.1 Nocardia brasiliensis, HUJEG-1, ATCC 700358

4.2 Staphylococcus aureus, ATCC 12598
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5. PREPARACION DE LOS CULTIVOS BACTERIANOS

5.1 Nocardia brasiliensis. A partir de un cultivo puro de Nocardia brasiliensis en
agar dextrosa-Sabouraud se inoculé una asada en matraces Erlenmeyer de 125 ml
con 30 ml de infusidn cerebro corazén (BHI) y se incubé a 37°C durante 72 horas.
Los cultivos se transfirieron a tubos de 50 ml y se centrifugaron a 2500 rpm durante 10
minutos (centrifuga Beckman TJ-6) para recuperar la masa bacteriana, la cual se lavé
con solucién salina estéril 2 veces mas. Las bacterias se disgregaron con un
homogenizador de vidrio (Potter-Evelhem) y se resuspendieron en solucién salina
estéril, se dejaron sedimentar y del sobrenadante se tomdé una muestra, lo cual
representa la suspension unicelular bacteriana a partir de la cual se realizaron
diluciones 1:50, 1:100, 1:150y 1:200. Se tom¢ lectura de la densidad éptica de cada
dilucién a 325 nm y los datos se extrapolaron con una curva estindar. De esta manera
se preparé €| incdulo para infectar al grupo de ratones MRL/Ipr corepondiente.

5.2 Staphylococcus aureus. De un cultivo puro se transfind una asada a un medio
de agar sangre por aislamiento de estria y se incub6 a 37°C por 24 h. De este cultivo
primario se realizd un pase a BHI y se incubé a 37°C por 18 h, a partir de este
cultivo se realizaron diluciones de 107" a 107, de las cuales se transfirié 1 ml de cada
dilucién respectivamente a placas de Petri. Posteriormente se adicionaron 30 ml de
agar licuado y enfriado, a cada dilucién y se incubaron a 37°C durante 24 h. Se conté
el namero de UFC en las placas donde hubo un nimero mayor de 30 y menor de 300.
De esta forma se realizd el ajuste correspondiente para preparar el indculo necesario

para infectar al grupo de ratones MRL/jpr.
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6. PREPARACION DE LOS CULTIVOS DE HELMINTOS

6.1 Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus brasiliensis. Se mezcl6 en
partes iguales, tierra para jardin (peat moss) y carbén activado (Sigma C-2764)
adicionado con heces (homogenizadas con agua, 0.5 g heces/ml agua) de ratones
previamente infectados con el parasito. Esta mezcla se colocé en una cémara
humeda, para lo cual se emplearon placas de Petri estériles adicionadas de una papel
filtro humedecido en agua estéril. La recoleccién de larvas de los parasitos a partir de
los cultivos se realiz6 mediante la técnica modificada de Baerman, posteriormente se
realizé el conteo de larvas con un estereoscopio y se ajustaron a 200 larvas de
Heligmosomoides polygyrus Lz y 500 larvas de Nippostrongyius brasiliensiens L
respectivamente en 0.1 ml de solucién salina estéril.

6.2 Nippostrongylus brasiliensis. El procedimiento para la obtencién de larvas de
Nippostrongylus brasiliensis fue semejante al realizado para Heligmosomoides
polygyrus, sin embargo el conteo de larvas en este caso particular fue de 500 larvas en

estadio La/0.1 ml de solucién salina estéril.

7. OBTENCION DE ANTIGENOS

7.1 Obtencion del extracto celular crudo de Nocardia brasiliensis. Se inocularon
400 pl de la suspension unicelular de Nocardia brasiliensis (ver antes) a matraces
Erlenmeyer de wun litro, con 160 ml de BHl y se incubé a 37°C por 7 dias.
Posteriormente se realizé la cosecha de la biomasa en un embudo Buchner sobre
papel filtro previamente pesado y esferilizado; se realizaron lavados con agua
destilada estéril (40°). Se procedié a deslipidizar la biomasa suspendiendola en una
mezcla de solventes etanol-éter etilico 1:1, posteriormente 1:2 y finalmente 1:3. La

mezcla de solventes se agregé respectivamente a la biomasa hasta que el respectivo
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extracto resulté incoloro. La biomasa se dej6 secar durante 18 horas en la campana
de extraccién, en un cristalizador cubierto con un plastico perforado. La biomasa
seca se tritur y pulverizé en un mortero estéril junto con un volumen igual de polvo de
vidrio estéril durante 90 minutos. La biomasa fue mezclada en un matraz
Erenmeyer de 250 ml con amortiguador de extraccion Tris-HCI 0.1M/Acetato de
magnesio 0.1 MpH 7.4 en una relacién de 15 ml de amortiguador por cada gramo de
peso seco y se dejé en agitacion a 4° C durante 18 horas. Posteriormente se
centrifugd en tubos conicos de 50 ml a 3500 rpm durante 30 minutos (centrifuga
Beckman TJ-6), se recuperaron los sobrenadantes (extractos) y los sélidos fueron
sometidos nuevamente al mismo proceso de extraccion. Los extractos fueron
cenfrifugados a 14000 rpm durante 30 minutos a 4° C. El extracto fue dializado
(membrana Sigma 250-90, 12-14 Kd) contra agua por 18 horas a 4° C. Del extracto
dializado se tom6é una alicuota de 1 ml y se realiz6 la determinacién de la
concentracién de proteinas por el método de Bradford, el resto del extracto dializado
fue colocado en viales de vidrio con 15 ml cada uno y posteriormente se liofilizé
(Freeze Mobile 12 VirTis, Gardiner NY). Una vez liofilizadas las muestras se
conservaron a 4° C. Se ajusté la concentracidn del extracto crudo de Nocardia
brasiliensis a 0.5 mg de proteina para cada pozo de la placa de ELISA.

7.2 Obtencion de la proteina A soluble de Staphyfococcus aureus. La proteina A
de Staphylococcus aureus cepa Cowan fué adquirida de la casa comercial
especificada (Sigma). Esta proteina se utilizé para la determinacion de Ac IgG1 e
IgG2a en el suero de ratones infectados con Siaphylococcus aureus, mediante un
ensayo de ELISA. La proteina A fue preparada en amortiguador de acefatos a una

concentracion de 0.05 pg por pozo de la placa.

27



7.3 Obtencién de los antigeno de excrecién-secrecion de Heligmosomoides
polygyrus (HES) y Nocardia brasiliensis (NES). El antigeno HES fue preparado
de gusanos adultos obtenidos 7 dias después de inocular 200 larvas La en ratones
BALB/c; mientras que el antigeno NES fue preparado de gusanos adultos obtenidos
10 dias después de inocular 500 larvas L; en ratones BALB/c Los ratones fueron
sacrificados y los gusanos adultos se obtuvieron del intestino segun el método de
Baerman; la cosecha de los gusanos adultos se realiz6 colocando los intestinos de los
ratones en solucién salina estéril sobre una gasa colocada en un embudo de vidrio
adicionado de una manguera obstruida con pinzas de diseccién, lo cual permiti6
cosechar en un lapso de 2 horas los gusanos adultos al final de la manguera. Los
gusanos recolectados fueron lavados 5 veces con solucion salina estéril a 37 °C y §
veces mas con RPMI 1640 (Sigma), finalmente fueron resuspendidos en RPMI 1640
adicionado de gentamicina 50 mg/ml (250 ul/500 ml RPMI, Quality Biological 120-098-
030) y antibiético-antimicético (5 mI/S00 ml RPMI, Gibco 15240-062), e incubados
por 7 dias a 37 °C y 5% CO: en placas de cultivo de 24 pozos (Costar, 3424)
conteniendo 100-200 gusanos por pozo/ml. El medio de cultivo fue colectado,
reemplazado cada tercer dia, filtrado a través de filtro de 0.2 um (Millipore) y
almacenado a -20 °C. El antigeno HES fue preparado a partir de 500 ml de medio de
cultivo obtenido de del cultivo de los parasitos, por concentrario de 50 — 100 veces con
Amicén utilizando una membrana con limite de corte de 10 kDa. La concentracién de
proteinas fue determinada por el método de Bradford. Alicuotas del antigeno HES y
NES fueron almacenadas a -70 °C hasta su uso. Se ajusté la concentracion del
antigeno HES y NES en amortiguador salina fosfatos a 0.25 ug de proteina

respectivamente para cada helminto por cada pozo de la placa de ELISA.
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8. DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

A partir de un estandar de albumina sérica bovina (Sigma) de concentracién 1 mg/ml
de agua bidestilada, se realizé una diluciéon 1:50 (100 pl de ASB + 4.9 ml de agua
destilada) y a partir de esta se prepararon diferentes concentraciones desde 2 a 18
pg/ml. A cada estandar se le adicioné un volumen igual de reactivo de Bradford. Se
incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente cada muestra fue
leida en un espectrofotémetro (Beckman DU 7500) a 595 nm. Con las lecturas
obtenidas de los estandares se realizé una curva estandar de calibracién graficando
los resultados de absorbancia en conitra de la concentracion correspondiente. Las
muestras problema (Extracto crudo de Nocardia brasiliensis, HES y NES) fueron
diluidas 1:10, 1:100 y 1:1000. De estas se tomé un volumen de 500 pl a las cuales
se adicioné igual volumen de reactivo de Bradford y se determiné la absorbancia de
la muestra a 595 nm. La lectura obtenida para cada muestra se interpolé con la
curva de calibracion y de esta manera se obtuvo la concentracion de proteinas

presentes en la muestra (Bradford, 1976)

9. ANALISIS DEL PATRON ELECTROFORETICO DEL EXTRACTO CELULAR
CRUDO DE N. brasiliensis, HES y NES EN SDS-PAGE 8-18%.

9.1 Andlisis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) 8-
18%. Para realizar el andlisis proteico del extracto celular crudo (EC) de Nocardia
brasiliensis, del extracto de HES y NES, se realiz6 mediante un procedimiento de
electroforesis en gel de poliacrilamida adicionado de dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE). La electroforesis se llevé a cabo en geles de poliacrilamida de acuerdo al
sistema discontinuo de Laemmli (Laemmli, 1970) con las siguientes vanantes, se utilizé

un gel concentrador al 5% T, (2.7% C) y un gel de separacién en gradiente 10-18% T,
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(2.7% C). Para la realizacion del gel se utilizé un equipo de electroforesis mini-Protean
Il (BIO RAD) con ayuda de un formador de gradiente (BIO RAD modelo 385). Los geles
se pre-corrieron a 50 volts por espacio de 20 minutos (fuente de poder BIO RAD
modelo 1000/500), el amortiguador de corrimiento utilizado fue el de Glicina 192mM,
Trizma base 25mM, SDS 0.1% p/v con un pH 8.3 (Sigma).

Las muestras del E.C. de N. brasiliensis se separaron electroforeticamente (PAGE-
SDS) y la concentracién proteica que se utilizé fue de 25ug de

proteina/30ul/carril. La muestra problema se mezclé con el buffer de muestra 4X en
una proporcion de 3:1 conteniendo Tris-HCL 0.125M pH 6.8, 2% de dodecil-sulfato de
sodio (SDS) y 5% de 2-mercaptoetanol (2ME), 10% de sacarosa y azul de bromofenol.
Los volumenes de las muestras fueron de 40pl y se sometieron a ebullicibn 2 min
antes de ser colocadas en los carriles del gel concentrador. Los marcadores de peso
molecular que se utilizaron se reconstituyeron de acuerdo al instructivo [(albumina
sérica bovina (PM 66,000), albumina de huevo (PM 45,000), gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (PM 36,000), anhidrasa carbénica (PM 29,000), tripsinégeno (PM
24,000) y lactoalbamina (PM 14,000)]. Los marcadores se sometieron a ebullicién 1
minuto y después se colocaron al igual que las muestras en los carriles del gel
concentrador. Después el gel se colocoé dentro de la camara de electroforesis el cual
contenfa el amortiguador de corrimiento (Tris-HCL y Glicina). La electroforesis se
realiz6 a 80 volts durante 1 hora y luego el voltaje se aument6 a 150 volts por 3.5
horas.

9.2. Tincién de Coomassie. Al término de la electroforesis, el gel se tiié con una
solucion de tincion azul de Coomassie R (Sigma) al 0.1% p/v en metanol, 40% viv,

acido acetico, 10% v/iv), durante 30 minutos en movimiento suave y después se destifié

30



utilizando una solucién de metanol 40%, écido acético 10%v/v, en cantidad suficiente
para eliminar el exceso del colorante.

9.3 Tincién con nitrato de plata.

Al termino de la electroforesis, el gel se sumergié en una solucién fijadora (metanol
50% viv, acido acético glacial 12% v/v) durante 20 minutos. Después se hicieron 3
lavados de 10 minutos cada uno, con una sol. de lavado (etanol 10% v/v, acido acético
glacial 5% v/v). Luego se coloco el gel en una solucidn oxidante (dicromato de potasio
3.4 mM, 4cido nitrico 3.22 mM) por & min y el gel se lavé con agua destilada, 3 veces
de 10 min cada uno. Posteriormente el gel se sumergié en una solucién de nitrato de
plata (AgNO3; 12mM en agua) inicialmente durante 5 min. Y finalmente para observar
las bandas proteicas se utiliz6 una solucién de revelado (carbonato de sodio 2% y

formol) y la reaccién se detuvo con acido clorhidrico 1 N.

10. TRATAMIENTO DE LOS GRUPOS DE RATONES MRL/Ipr

10.1 Grupo control. Diez ratones sin ningun tratamiento, fueron observados durante
6 semanas y posteriormente se sacrificaron por dislocacion cervical. Se tomaron
muestras de sangre del plexo retro orbital a los 0, 21 y 42 dias posteriores al inicio de
estudio.

10.2 Grupo de ratones infectados con Staphylococcus aureus o Nocardia
brasiliensis. Un grupo de diez y once ratones MRL/Ipr respectivamente, de 12
semanas, fueron inyectados subcutaneamente en el dorso con 5 x 10®° UFC/50 u de
Staphylococcus aureus o 4 X 107 UFC/50 pl de Nocardia brasiliensis

respectivamente. Los animales inoculados fueron observados durante 6 semanas y
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posteriormente se sacrificaron por dislocacion cervical. Se tomaron muestras de
sangre del plexo retro orbital a los 0, 21 y 42 dias posteriores a la infeccion.

10.3 Grupo de ratones infectados con Nippostrongylus brasiliensis y
Heligmosomoides polygyrus. Un grupo de diez ratones MRL/pr, fueron infectados
por via entérica con 200 larvas de Heligmosomoides polygyrus y por via subcutidnea
dorsal con 500 larvas de Nippostrongylus brasiliensis respectivamente. Los
animales inoculados se observaron durante 6 semanas y posteriormente se
sacrificaron por dislocacién cervical. Se tomaron muestras de sangre del plexo retro
orbital a los 0, 21 y 42 dias posteriores a la infeccion.

10.4 Grupo de ratones inmunizados con ACF. El| ACF acelera la artirits que
desarrolla el ratbn MRU/pr, (Ratkay, 1993) por lo que a manera de un control de la
enfermedad, un grupo de 10 ratones se inocularon con 0.05 ml de ACF (modificado,
con 10 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H 37 Ra inactivadas con calor (Difco,
Detroit, Mi), y se preparé como una emulsién aceite en agua) por via intradérmica en 2
sitios taracicos, con aguja de 29 X 13 mms. Los animales tratados se observaron
durante 6 semanas y posteriormente se sacrificaron por dislocacion cervical. Se
tomaron muestras de sangre del plexo retro orbital a los 0, 21 y 42 dias posteriores a la

inmunizacion.

11. DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS

11.1 Determinacién de anticuerpos IgG anti-Nocardia brasiliensis. Se realiz6 la
estandarizacién de la técnica de ELISA para la determinacién de anticuerpos IgG1 e
IgG2a especificos para Nocardia brasiliensis (Tabla Il).

ELISA para extracto crudo de Nocardia brasiliensis.- Se colocaron 0.5 ng del

antigeno del extracto crudo de Nocardia brasiliensis en 200 pl de amortiguador de
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acetatos pH 5 por cada pozo de placas de poliestireno (placas con pozos fondo plano
de 300 pl de capacidad, Costar 3590), se cubri6 la placa e incubé toda la noche a
4°C. Al siguiente dia se eliminé el contenido de los pozos por decantacion y se
realizaron § lavados con 200 ul PBS-tween 20 1:000 a temperatura ambiente.
Posteriormente la placa fue bloqueada con 200 pl/pozo de solucién blogueadora
(leche descremada Difco al 5% en PBS) y se incubé a 37°C por 2 horas. Enseguida
se realizaron 5 lavados con PBS-Tween 20 1:1000 a temperatura ambiente. Se
adicion6 a cadapozo 50 ul de suero de ratén dilufdo 1:100 con leche descremada al
5% en PBS Tween 20 1:1000 y se incubd a 37°C durante 1 hora, posteriormente se
realizaron 5 lavados con PBS-tween 20 1:1000. Se agreg6 a cada pozo 100 pl de
antisuero (anti-IgG1 o IgG2a de ratén, SouthernBiotech) conjugado a peroxidasa y
diludo 1:10000 en leche descremada al 1% en PBS Tween 20 1:1000, se incubé a
37°C por 1 hora y se realizaron 5§ lavados. La reaccion se revelé con 80 ul de
solucién cromdgeno-substrato (OPD, peroxidase substrate, Sigma P-9187) por pozo,
incubando por 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. La reaccién se
detuvo con 40 pl de acido sulfirico IN. El resultado se obtuvo registrando la
absorbancia a 492 nm (SUNRISE TECAN Microassay Reader). Como sueros control
negativo se utilizaron sueros de ratones MRL/pr de 4 semanas de edad y como suero
control positivo, el suero de ralones infectados y reinfectados a los 15 dias con
Nocardia brasiliensis 4 X 10’/50 Wl UFC por via subcutinea dorsal y sangrados 7 dias
posteriores a la reinfeccion.

11.2 Determinacién de anticuerpos IgG anti-Staphylococcus aureus. Se realizé
la estandarizacion de la técnica de ELISA para la determinacién de anticuerpos IgG1 e

lgG2a especificos para Staphylococcus aureus.
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ELISA para Proteina A de Staphylococcus aureus. Se colocaron 0.05 ug de
proteina A de Staphylococcus aureus cepa Cowan | (Sigma) en 200 ul de
amortiguador de acetatos pH 5 por cada pozo de placas de poliestireno (placas con
pozos fondo plano de 300 pl de capacidad, Costar 3590), se cubrié la placa e incubé
toda la noche a 4°C. Al siguiente dia se eliminé el contenido de los pozos por
decantacion y se realizaron 5 lavados con 200 ul PBS-tween 20 1:000 a temperatura
ambiente. Posteriormente la placa fue blogqueada con 200 pl/pozo de solucién
bloqueadora (leche descremada Difco al 5% en PBS) y se incubé a 37°C por 2 horas.
Enseguida se realizaron 5 lavados con PBS-Tween 20 1:1000 a temperatura
ambiente. Se adiciond a cada pozo 100 ul de suero de ratén diluido 1:2500 con
leche descremada al 5% en PBS Tween 20 1:1000 vy se incubé a 37°C durante 1
hora, posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS-tween 20 1:1000. Se agreg6 a
cada pozo 100 ul de antisuero (anti-lgG1 e IgG2a de ratén, SouthemBiotech)
conjugado a peroxidasa y diluido 1:10000 en leche descremada al 1% en PBS Tween
20 1:1000, se incub6 a 37°C por 1 hora y se realizaron 5 lavados. La reaccion se
revelé con 100 W de solucibn cromégeno-substrato (OPD, peroxidase substrate,
Sigma P-9187) por pozo, incubando por 15 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente. La reaccion se detuvo por adicionar 40 pl de acido sulfarico IN. El
resultado se obtuvo registrando la absorbancia a 492 nm (SUNRISE TECAN
Microassay Reader). Como sueros control negativo se utilizaron sueros de ratones

MRLApr de 4 semanas de edad y como suero control positivo, el suero de ratones

infectados y reinfectados a los 15 dias con Staphylococcus aureus (ATCC 12598) 5 X
10%/50 Wl UFC por via subcutdnea dorsal y sangrados 7 dias posteriores a la

reinfeccion.
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11.3 Determinacién de anticuerpos IgG anti-Heligmosomoides polygyrus y anti-
Nippostrongylus brasiliensis. Se realiz6 la estandarizacion de la técnica de ELISA
para la determinacion de anticuerpos IgG1 e IgG2 especificos para ambos helmintos .

ELISA para antigenos HES y NES respectivamente. Se colocaron 0.25 pg del
antigeno HES o NES, en 50 pl de amortiguador de fosfatos pH 7.4 por cada pozo de
placas immulon 4 (placas con pozos fondo plano de 300 pl de capacidad, Dynatechn),
se cubrié la placa e incub6 toda la noche a 4°C. Al siguiente dia se eliminé el
contenido de los pozos por decantacidn y se realizaron 5 lavados con 200 pl PBS-
tween 20 1:000 a temperatura ambiente. Posteriormente la placa fue blogueada con
100 wi/pozo de solucidn bloqueadora (leche descremada Difco al 10 % en PBS) y se
incub6 a 37°C por 2 horas. Enseguida se realizaron 5 lavados con PBS-Tween 20
1:1000 a temperatura ambiente. Se adicioné a cada pozo 50 ul de suero de ratén
infectado con Heligmosomoides polygyrus o con Nippostrongylus brasiliensis
respectivamente, diluido 1:5 con leche descremada al 5% en PBS Tween 20 1:1000 y
se incub6é a 37°C durante 1 hora, posteriormente se realizaron S lavados con PBS-
tween 20 1:1000. Se agregé a cada pozo 50 ul de antisuero (anti-lgG1 e [gG2a de
ratén, SouthemBiotech) conjugado a peroxidasa y diluido 1:2000 en leche
descremada al 1% en PBS Tween 20 1:1000, se incubé a 37°C por 1 horay se
realizaron 5 lavados. La reaccion se reveld con 50 ul de solucion cromégeno-
substrato (OPD, peroxidase substrate, Sigma P-9187) por pozo, incubando por 15
minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo por adicionar
20 ylde &cido sulfarico IN. El resultado se obtuvo registrando la absorbancia a 492
nm (Sunrise Tecan Microassay Reader). Como sueros control negativo se utilizaron
sueros de ratones MRLU/lpr de 4 semanas de edad y como suero control positivo

respectivamente, el suero de ratones BALB/c infectados con 200 larvas de
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Heligmosomoides polygyrus por via oral, o bien, el suero de ratones BALB/c
infectados con 500 larvas de Nippostrongylus brasiliensis por via subcutdnea y

sangrados 21 dias posteriores a la infeccién

12. DETERMINACION DE CITOCINAS
Se determiné la concentracion en suero de IFN-y (Th1) e L4 (Th2), para lo cual se

utilizaron kits comerciales de la marca ENDOGEN (EM-IFN-y y EM-IL4

respectivamente, Ma USA)
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Tabla Il Condiciones dptimas para la determinaciéon de Ac
anti-bacterias y anti-helmintos por ELISA

AGENTE CONCENTRACIGON | DILUCION PLACAS
INFECCIOSO ANTIGENO SUERO
- 0.5 pg -
Nocardia ; Poliestireno
LT\ Amortiguador de ;
|bmsmens:s dcolatos 1:5 Costar 3590
Proteina A
Staphylococcus 0.05 pg 1:2500 Poliestireno
Aureus Amortiguador de ) Costar 3590
acetatos
. . 0.25 ug «
Heligmosomoides : 4 Poliestireno
Amortiguador salina 15
gyrus fosfatos Immulon 1V
- 0.25 yg e
Nippostrongylus . ; . Poliestireno
Iblasiliensis Arnorhg;?;grssalma L Immulon IV
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13. EVALUACION CLINICA E HISTOPATOLOGICA

13.1 Evaluacion clinica. Los ratones fueron evaluados por un investigador ajeno al
tratamiento durante 6 semanas posteriores al mismo (ACF o las infeccibnes con
Heligmosomoides polygyrus, Nippostrongylus brasiliensis, Nocardia brasiliensis o
Staphylococcus aureus), con el objeto de visualizar la artritis y registrarla como
positiva, en caso de observar eritema e inflamacién en al menos una pata anterior o
posterior

13.2 Evaluacion histopatolégica. Al final del estudio, los ratones fueron
sacrificados vy el tren posterior de los ratones se fij6 en formol al 10%. A las 24 h se
cambié la solucion de formol. La descalcificacion se llevd a cabo en una solucién de
acido nitrico al 10% en etanol al 70% durante 2 dias. Las patas se enjuagaron en
agua corriente y fueron procesadas en un Histoquinet Autotechnicon (N.Y. USA) para
incluir en parafina y se hicieron cortes en un microtomo tipo Minot Spencer (N.Y. USA)
de 5-7 ym de grosor. Posteriormente se hicieron tinciones con hematoxilina-eosina,
Los cortes histolégicos de las articulaciones se evaluaron para la presencia o ausencia
de las siguientes caracteristicas:

a) Sin lesién

b) Inflamaci6én de la membrana sinovial

¢) Hiperplasia de la membrana sinovial

d) Formacién de pannus

e) Erosion de cartilago

f) Destruccion de hueso (Hom, 1988)
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14. ANALISIS ESTADISTICO
La significancia estadistica (P < 0.05) fue calculada mediante la prueba de y? parael

andlisis histopatolégico, y la prueba de Kruskal Wallis para el analisis de anticuerpos,

citocinas (SPSS software).
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RESULTADOS

1. Obtencién de IECC de Nocardia brasiliensis y de HES y NES de los parasitos
es estudio.

Para realizar la determinacién de anticuerpos anti-bacteria y anti-parasito fue necesario
realizar la obtencién del ECC de Nocardia brasiliensis, y los Ag HES y NES de los
helmintos en estudio. Las cantidades de protelnas obtenidas por volumen de medio de
cultivo fue semejante en los tres casos, sin embargo cabe resaltar que aunque las
concentraciones obtenidas son semejantes entre si, existe una mayor dificultad técnica
para obtener 500 ml de cultivo de los helmintos que de Nocardia (Tabla lll). Por
electoforesis se pueden apreciar los diferentes patrones electroforéticos que muestran
las diferentes proteinas de estos agentes patégenos (Fig 1)

Tablalll. Concentracion de Ag obtenidos a partir de los
helmintos y de Nocardia brasiliensis

AGENTE INFECCIOSO ANTIGENOS
mg proteinaivolumen cultivo
|Helfigmosomoides polygyrus 1.12 mg/500 ml
|Nippostrongyius brasiliensis 1.66 mg/500 ml
|[Nocardia brasiliensis 1.31 mg/500 mi
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Fig 1. Andlisis del patrén electroforético de HES (carril 1) y NES
(carrif2) ydel ECC de Nocardia brasiliensis (carril 3), en SDS-PAGE
(Superior: tincion de Coomasie, inferior: tincién con nitrato de plata)
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2. Determinacion de anticuerpos en ratones MRU/Ipr infectados con bacterias o
helmintos

Determinacién de anticuerpos IgG1 e IgG2a en ratones MRL/Ipr infectados con
Heligmosomoides polygyrus

En el caso de los helmintos, especificamente para Heligmosomoides polygyrus, se
observé un incremento en el nivel de IgG1 en los dias 21 y 42, valores que son
significativamente diferentes del dia 0, al inicio del experimento (P < 0.0001), no se
encontraron diferencias significativas en los niveles de anticuerpos IgG2a en los dias

0, 21y 42 (Fig. 2)
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Fig 2. Determinacion de anticuerpos IgG1 e [gG2a en ratones MRL//pr infectados

con Heligmosomoides polygyrus. Ratones de 12 semanas de edad fueron infectados
via oral con 200 larvas (estadio infectivo L3) del helmito Heligmosomoides polygyrus
Las determinaciones se realizaron con el suero de los dias 0, 21 y 42 posteriores al
tratamiento. Un » indica valores que muestran diferencia significativa en
comparacién con el dia 0, al inicio del experimento (P < 0.05).
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Determinacién de anticuerpos IgG1 e IgG2a en ratones MRL/Ipr infectados con

Nippostrongylus brasiliensis
Los niveles séricos de IgG1 en ratones infectados con Nippostrongylus brasiliensis,

se elevaron significativamente los dias 21 y 42 (P< 0.0001); ademas también se

observé incremento en los niveles séricos de IgG2a en el dia 42 (Fig 3).

Nippostrongylus brasiliensis
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Fig 3. Determinacién de anticuerposigG1 e lgG2a en ratones MRL/Ipr infectados
con Nippostrongylus brasiliensis. Ratones de 12 semanas de edad fueron
infectados via subcutanea con 500 larvas (estadio infectivo L3) del parasito
Nippostrongylus brasiliensis. Las determinaciones se realizaron con el suero de los
dias 0, 21 y 42 posteriores al tratamiento. Un * indica valores que muestran diferencia
significativa en comparacién con el dfa 0 (al inicio del experimento) (P < 0.05)
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Determinacion de anticuerpos IgG1 e IgG2a en ratones MRL/ipr infectados con
Nocardias brasiliensis

Los ratones infectados con bacterias mostraron cambios significativos en los niveles de
Ac IgG2a. En forma particular, los niveles de IgG1 para el grupo de ratones
infectados con Nocardia brasiliensis, se incrementé significativamente el dia 42 (P<
0.0001) posterior a la infeccion, pero no el dia 21; los Ac IgG2a por su parte se

incrementaron significativamente en los 21 y 42 dias (Fig. 4)
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Fig 4. Determinacién de anticuerpos IgG1 e IgG2a en ratones MRL/pr infectados
con Nocardia brasiliensis. Ratones de 12 semanas de edad fueron infectados via
subcutdnea con 8 x 10® UFC/ml de Nocardia brasiliensis Las determinaciones se
realizaron con el suero de los dias 0, 21 y 42 posteriores al tratamiento. Un * indica
valores que muestran diferencia significativa en comparacion con el dia 0 (al inicio del

experimento) (P < 0.05)



Determinacién de anticuerpos IgG1 e IgG2a en ratones MRL/Ipr infectados con
Staphylococcus aureus.

La produccibn de Ac IgG2a en ratones infectados con Staphylococcus aureus,
mostraron cambios significativos a los 21 y 42 dias posteriores a la infeccién. No se

observaron cambios para IgG1 a ningan tiempo (Fig 5)
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Fig 5. Determinacién de anticuerpos IgG1 e lgG2a en ratones MRL//pr infectados
con Staphylococcus aureus Ratones de 12 semanas de edad fueron infectados via
subcuténea con 1 x 10® UFC/ml de Staphylococcus aureus Las determinaciones se
realizaron con el suero de los dias 0, 21 y 42 posteriores al tratamiento. Un * indica
valores que muestran diferencia significativa en comparacién con el dia 0 (al inicio del

experimento) (P < 0.05)
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3. Determinacion de IFN«y en ratones MRL/Ipr infectados con bacterias o
helmintos. Se observdé un incremento en la concentracién de IFN-y en todos los
grupos de ratones (P< 0.0001), en comparacion con el grupo control (5480 pg/ml),
aunque si bien la concentracién mas alta, 9170 pg/ml, la obtuvo el grupo de ratones
infectados con Sfaphylococcus aureus, en cambio para los infectados con Nocardia
brasiliensis el valor promedio obtenido fue de 6479 pg/ml. Por otro lado, los valores de
IFN-y obtenidos en los ratones infectados con los helmintos Heligmosomoides
poligyrus y Nippostrongylus brasiliensis fueron 7987 y 7470 pg/ml respectivamente.
Para el grupo de ratones fratados con ACF el valor obtenido de 6261 pg/ml fue

ligeramente menor que el obtenido en el grupo de ratones infectados con Nocardia

brasiliensis. (Fig 6)
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Fig 6. Determinacion de IFN-y en ratones MRL//pr infectados con bacterias 0 heimintos.
La determinacién de citocinas se realizé por una prueba de ELISA en el suero de ratones
infectados con bacterias o helmintos y en los controles. Cada grafica representa el promedio (+
SE) de al menos 10 ratones. Todos los grupos muestran valores con diferencia significativa en
comparacién con el control negativo (P< 0.05)
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4. Determinacién de IL-4 en ratones MRL/pr infectados con bacterias o
helmintos.

Por otro lado, la concentracién de IL-4 sérica aumenté significativamente en todos los
grupos de ratones en comparacién con los ratones control (P<0.0001). Sin embargo,
las concentraciones mas elevadas de IL-4 se produjeron en los grupos de ratones
infectados con los parésitos H.p. y Nippos, 492 y 501 pg/ml respectivamente en
comparacion con el grupo control (223 pg/ml); y 470 pg/ml para el grupo de ratones
inyectados (inmunizados) con ACF. Sin embargo los grupos de ratones infectados con
las bacterias Nocardia brasiliensis y Staphylococcus aureus indujeron una menor

produccién de IL4, 392 y 357 pg/ml respectivamente (Fig. 7)
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Fig 7. Determinacion de IL-4 en ratones MRL/lpr infectados con bacterias o
helmintos. La determinacién de citocinas se realizé por una prueba de ELISA en el
suero de ratones infectados con bacterias o helmintos y en los controles. Cada gréafica
representa el promedio (+ SE) de al menos 10 ratones. Todos los grupos muestran
valores con diferencia significativa en comparacion con el control negativo (P+ 0.05)
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4. Evaluacion histopatologica de tejido articular de ratones MRL/Ipr infectados
con bacterias o helmintos.

Todos los grupos de ratones desarrollaron artritis, (pero no asi todos los ratones de
cada grupo, ni desarrollaron el mismo grado de dafio articular) caracterizada por
inflamacién y eritema, principaimente en las articulaciones de las patas posteriores (Fig

8). Todos los grupos de ratones mostraron dafio articular en diferente grado (tabla

V),

Fig 8. Evaluacion clinica de la artritis en el raton MRL/Ipr
Ay B, tren posterior de ratones control sin lesion articular
CyD, edema y eritema de pata trasera de un ratén infectado

con Staphylococcus aureus
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embargo, en algunos de los grupos hubo ratones que no desarroliaron artritis como el
caso de los grupos de ratones infectados con helmintos y grupo control (Fig 8) La
inflamacién mas temprana ocurrié 5-6 dias posteriores al tratamiento y perdurd hasta el
final del mismo, sin embargo algunos de los ratones de los grupos control e infectados
con helmintos no desarrollaron artritis (30%). El desarrollo de artritis se evalu6 por la

presencia de inflamacién de la sinovial, hiperplasia sinovial, pannus, erosién de

cartilago o destruccién de hueso (Fig. 9).

i :
T AL

.

R~ . Rt

Articulacion nommal Erosion de cartilago y hueso

£ Lis fosnntolomtin An 1n Stiagg
- = o b4 FESRIh S2 = Fiiig

$ou2% Sanfleoe n: Al =ntfm B2 Hne A foltmoge=f- L In
TIiELMEA TS BT H=ss 5

T il sped w Fisaes WV GItT UL &

&
4
H
f
*®
!S'
i

articulacion tibio-femoral en un raidén de la cepa MRLUpr. A Aslicuiacién sin dafic; .
Articulacién  artritis. Se muestra erosion de cartilago (ec) y erosion de hueso {eh).
Cortes de 5um, tincién Hy E. 10X

49



\
o\
"

.~ . isinovial

Fig 10 Microfotografia de la articulacion de un ratén de la cepa MRL/[pr con artritis
A. Inflamacién de la sinovial; B. Hiperplasia sinovial con erosién d C. Erosion
de cartilago (ec) y destruccion de hueso (bd). Cortes de S5um, tincionHyE
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Los grupos de ratones infectados con las bacterias Nocardia brasiliensis,
Staphylococcus  aureus, ly los inmunizados con ACF, incrementaron
significativamente el nimero de ratones que desarrollaron etapas avanzadas de daiio
articular, tales como erosion de cartilago y hueso (P< 0.008), mientras un menor.
nimero de ratones infectados con helmintos desarrollaron lesiones articulares severas
menos, como hiperplasia sinovial, pannus y (Fig. 10) erosién de cartilago sin llegar a
la etapa de destruccién de hueso incluso algunosno presentaron artritis (P< 0.042)

El 36% de los ratones MRL/jpr infectados WNocardia brasiliensis desarrollaron
principaimente hiperplasia sinovial, 45% erosién de cartilago, mientras que solamente
el 9% desarroliaron destruccién de hueso. Por otro lado, la mayoria de los ratones
infectados con Staphylococcus aureus mostraron etapas avanzadas de dafio
articular, 30% erosion de cartilago, 60% destruccién de hueso y solamente 10% de
los ratones desarrollaron pannus (10%). Una condicion semejante a lo anterior fue la
que se desarrollé en los ratones MRL/[pr inmunizados con ACF, en donde la mayoria
de los ratones mostraron etapas avanzadas de la enfermedad; 50% erosion de
cartilago y 30% destruccién de hueso; en cambio en los ratones control un 40%
desarrollaron erosiéon de cartilago y 10% no desarrollo artritis. En cuanto a los grupos
de ratones infectados con los helmintos Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus
brasiliensis, es de notar que en ambos grupos, el 30% no desarrollaron artritis, el
40% de los infectados con Heligmosomoides polygyrus mosiré hiperplasia sinovial y el
10% destruccion de hueso; mientras que los infectados con Nippostrongylus

brasiliensis, 40% desarrollaron erosion de cartilago y 10% erosiéon de hueso (Tabla 4).
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Tabla IV. Las bacterias y helmintos afectan la artritis
espontanea en el ratén MRL/Ipr

AGENTE INFECCIOSO
BACTERIA HELMINTOS
{Lesibn tisulan Control
N. brasiliensis S. aureus H.p Nippos

{# de ratones

9/10 10/11 1010 710 710
fafectados r
linflamacion

110 1711 0/10 0/10 0/10
fsinovial
[Hiperplasia

3/10 411 010 410 110
[sinovial
JPannus 0/10 0/11 110 110 110
|[Erosién _

4/10 511 310 1710 4/10
fcartilago
Destruccion

1110 111 6/10 110 110
fhueso
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El 36% de los ratones MRU/Ipr infectados Nocardia brasiliensis desarrollaron
principalmente hiperplasia sinovial, 45% erosion de cartilago, mientras que solamente
el 9% desarrollaron destruccion de hueso. Por ofro lado, la mayoria de los ratones
infectados con Staphylococcus aureus mostraron etapas avanzadas de dafio

articular, 30% erosién de cartilago, 60% destruccién de hueso y solamente 10% de
los ratones desarrollaron pannus (10%). Una condicién semejante a lo anterior fue la
que se desarrolid en los ratones MRL/[pr inmunizados con ACF, en donde la mayoria
de los ratones mostraron etapas avanzadas de la enfermedad; 50% erosién de
cartilago y 30% destruccion de hueso; en cambio en los ratones control un 40%
desarrollaron erosion de cartilago y 10% no desarrolio artritis. En cuanto a los grupos
de ratones infectados con los helmintos Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus
brasiliensis, es de notar que en ambos grupos, €l 30% no desarrollaron artritis, el
40% de los infectados con Heligmosomoides polygyrus mostré hiperplasia sinovial y el
10% destruccion de hueso; mientras que los infectados con Nippostrongylus

brasiliensis, 40% desarrollaron erosion de cartilago y 10% erosion de hueso (Tabla 4).
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Discusién
Al infectar a un organismo, los agentes patdégenos inducen una respuesta inmune tipo
Th1 o Th2 al activar una subpoblacion particular de LT (Del Prete, 1991; Sartono, 1996)
Para evaluar el tipo de respuesta Th1 o Th2 inducida por la infeccion de ratones
MRLU/ipr con bacterias o helmintos, se midieron las citocinas IL-4 e IFN-y asi como
las IgG1 e IgG2a. Se seleccioné IgG1 como indicador de una respuesta Th2, e [gG2a
para Th1; en cuanto a las citocinas, el IFN-y predomina en la respuesta Th1 mientras
que la IL-4 es caracteristica de Th2.
Las infecciones con helmintos se caracterizan principalmente por un
incremento en el nivel de Acs IgG1 (Th2). La infeccién con helmintos induce una
respuesta inmune que es polarizada hacia un fenotipo Th2, lo cual se refleja en la
produccién de citocinas, 1gG1 e IgE (Lebrun, 1987; Maizels, 1993; Finkelman, 1997;
Locksley, 1994, Kamata, 1995Allen, 1996; Pritchard, 1997;) asi como activacién de
eosindfilos y células cebadas (Befus, 1979; Jamret, 1982; Finkelman, 1990). En este
trabajo, los ratones infectados con los helmintos Heligmosomoides polygyrus o
Nippostrongylus brasiliensis produjeron niveles significativos de Ac IgG1 en los dias
21 y 42 post-infeccién, lo que se asocia con una respuesta Th2 y concuerda con
reportes previos. Los parasitos o0 sus productos, como las proteasas de
Nippostrongylus brasiliensis (Kamata, 1995) o los Ag HES y NES poseen la capacidad
de inducir Ia sintesis de 1gG1 e IgE en ratones BALB/c (Holland, 2000)
La infeccion de los ratones MRL/Ipr con las bacterias Nocardia brasiliensis y
Staphylococcus aureus incrementa significativamente el nivel de los Acs 1gG2a
{Th1). Los ratones infectados con Staphylococcus aureus mostraron hiveles
elevados de 1gG2a en los dias 21 y 42 post-infeccién, no se observaron cambios en

los niveles de IgG1 como era de esperarse, ya que esta bacteria ha sido reportada

54



como fuerte inductora de respuesta tipo Th1. En el presente estudio se utilizé la cepa
de Staphylococcus aureus Cowan |, cuya proteina A, es un excelente
superantigeno. Esta bien documentado que contribuye a su patogenicidad e induce
niveles elevados de IgG2a, caracteristicos de una respuesta tipo Th1.

Los niveles séricos de Ac 1gG2a en ratones MRL/pr infectados con Nocardia se
incrementaron significativamente en los dias 21 y 42 post-infeccion, mientras que los
Ac IgG1 se elevaron hasta el dia 42. En el dia 21 no se encontrd una diferencia
significativa en comparacién con el control. Lo anterior evidencia la capacidad de los
Ag inmunodominantes de Nocardia brasiliensis de generar una respuesta Th1y Th2
durante la infeccion, lo que se corrobora con la determinacién de niveles elevados de
IgG1 e [gG2a. Resultados similares habian sido reportado en el trabajo de tesis de
Pérez-Rivera (2005), al evaluar la produccibn de IgG en respuesta a los Ag
inmunodominantes de Nocardia brasiliensis. En este estudio, los niveles de IgG total se
elevaron de manera significativa a los 45 dias post-inmunizacién, el Ag P24 indujo la
produccién de IgG1, mientras que P61 y proteasa estimularon la sintesis de
IgG2b/IgG1, e IgG2a/lgG3 respectivamente.

La infecciéon de los ratones MRL//pr con helmintos induce un incremento en la
sintesis de IL-4. En este frabajo, la produccién sérica de IL-4 por los ratones MRL/Ipr
infectados con los helmintos Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus brasiliensis
fue mayor. Estos resultados concuerdan con los hallazgos reportados previamente de
que la infeccién con los helmintos Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongyius
brasiliensis, estimulan una respuesta por células T, especificamente Th2 (Holland,
2000 Finkelman 2004).

También se observd un incremento del IFN-y en ambos grupos de nuestros ratones

infectados con helmintos, sin embargo esto se presentd en una proporcion menor que
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la observada en los grupos infectados con bacterias. Cabe remarcar que los ratones
MRL/pr tienden a presentar aun sin infeccion, un nivel basal de IFN-y elevado, como
se puede observar en el control (Fig 6). Lo anterior habia sido previamente reportado
por Takahashi (1996). Las principales citocinas en la respuesta Th2 son IL4 e IL-13, y
la presencia de IFN-y sugiere una respuesta Th1. Clasicamente se admite que las
respuestas Th1/Th2 son mutuamente excluyentes (Seder, 1994), sin embargo existe
evidencia de respuesta no tan polarizada y que la infeccién por helmintos se
acompafia de la produccion de (L4, IL-5 IL-3, pero también IFN-y en baja
concentracion S (Street 1990; Svetic 1992).

Los ratones infectados con Nocardia brasiliensis y Staphylococcus aureus
inducen principalmente la sintesis de IFN-y. En este estudio, observamos que los
ratones infectados con bacterias, indujeron la produccidn significativa de IFN-y. Es
importante sefialar que el grupo de ratones infectados con Staphylococcus aureus
indujo la mayor produccién de IFN-y. Este microorganismo promueve fuertemente
una respuesta tipo Th1 y se ha reportado su capacidad para inducir la sintesis de
citocinas tales como IFN-y, TNF-a e IL-6; (Nakane, 1995). Adicionalmente, se ha
descrito un incremento  del IFN«y (hasta 10 veces su nivel basal) en ratones
infectados con Nocardia brasiliensis;, adn que ésta se acompario en los primeros dlas,
de la produccion de |L4, IL-6 e I1L-10 (Salinas-Carmona, 1999).

En este estudio, observamos que la produccion de L4 también se elevé en ambos
grupos de ratones infectados por bacterias, pero sin alcanzar el nivel del IFN-y.
Nuevamente, aunque existi6 un predominio de una respuesta de citocinas Th1, se
observd la produccién concomitante de citocinas Th2, las cuales podrian tener un papel
inmunoregulador al limitar el exceso de la respuesta inflamatoria en la infeccién por

Staphylococcus aureus (Sasaki 2000).
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Los ratones infectados con bacterias desarrollan artritis con grados avanzados
de lesi6n articular. De los ratones infectados con las bacterias, el 100% desarrollo
artritis, con etapas avanzadas de daiio articular (erosién de cartilago y destruccién de
hueso). Es importante resaltar que se ocasiond artritis severa en la mayoria de los
ratones. Esto podria ser explicado por la presencia del superAg en la cepa de
Staphylococcous aureus utilizada (Bremell, 1994 y 1995).

Los ratones infectados con Nocardia brasiliensis, también desarrollaron daric del
tejido articular y cabe la posibilidad de que las proteasas de Nocardia juegen un papel
importante en estas lesiones (Vazquez 1998; Licon-Trillo, 2003). Por lo contrario, en el
grupo control, el 80% desarrollo artritis, pero de ellos, solamente el 10% presenté
erosion de hueso; mientras que el grupo testigo tratado con ACF presento erosion de
cartilago y hueso. Este ultimo resultado concuerda con los reportados por Ratkay
(1993) y Vazquez (1998).

La infeccion con helmintos disminuye el numero de ratones que desarrollan
artritis. De los grupos de ratones MRL/[pr infectados con los helmintos solo el 30% no
desamollo artritis (P< 0.042), e! 70% que si la desarrollaron, mostraron en su mayoria
lesiones leves de dano articular. Este resuitado fue méas notable en el grupo de
ratones infectados con Heligmosomoides polygyrus en los que 40% de los ratones
desarrollaron hiperplasia sinovial sin llegar a un grado avanzado de lesion articular,
solamente un 10% desarrollaron destruccion de hueso. El efecto inmunomodulador
anti-inflamatorio inducido por parasitos o sus productos (huevos o proteinas) ha sido
ampliamente demostrado, como es el caso de la glicoproteina ES-62 derivada de las
filarias y se ha determinado que incluso es capaz de suprimir el inicio de AIC y la

progresion de la artritis (Hamnett: 2004).
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De acuerdo a estudios recientes y a nuestros resultados, parece ser que la infeccién
con Heligmosomoides polygyrus tiene la capacidad de limitar la aparicion de la
artritis o bien la progresion de la enfermedad en ratones MRLU/pr genéticamente
predispuestos a desarrollarlia.

Aunque Nippostrongyius disminuy6 la frecuencia de aparicién de la artritis, un 40% de
los ratones infectados desarrollo erosién de cartilago y un 10% a la destruccién de
hueso.  Una posible explicacion a las diferencias de respuesta entre los dos
helmintos, es el tipo de enfermedad que ocasiona, mientras que la infeccion por
Heligmosomoides polygyrus es cronica, en Nippostrongylus brasiliensis es aguda, por
lo que el tiempo de contacto con los Ag difiere de un parasito a otro. La permanencia
del Ag parece importante para el efecto protector.

Con el presente estudio, demostramos de una manera general, que la infeccién con
bacterias induce una respuesta inmune tipo Th1 y acelera la artritis que desarrolla el
ratén MRL//p; mientras que la infeccién con parasitos se acompafa de una respuesta
Th2 y diminuye Ia frecuencia de artritis. Sin embargo, no se puede generalizar y
asociar estrictamente un tipo de infeccién (bacterias o helmintos) con un tipo de
respuesta inmune (Th1, o Th2). De la misma manera, el efecto protector contra la
artritis se observé claramente en el caso de Heligmosomoides polygyrus pero no fue
asi por el ofro parasito. Esta diferencia de respuesta se observé también en el caso de
las bacterias. Si bien Staphylococcus aureus al favorecer un estado inflamatorio,
promueve la aparicién de la artritis, la infeccion por Nocardia brasiliensis no produjo un
efecto tan evidente.

Estos resultados son alentadores para investigar mas ampliamente el efectc
inmunomodulador de la infeccidn por parasitos 0 sus productos, en el desarrollo de la

artritis y su posible aplicacion uso con potencial terapéutico.
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CONCLUSIONES

W La infeccion con Staphylococcus aureus induce una respuesta inmune
predominante de tipo Th1 (TIgG2a e T IFN-y), mientras que la infeccién por
Nocardia brasiliensis induce la produccion de ambos tipos de Ac (IgG1 e

IgG2a) y una elevacion en la produccién de IL-4 e IFN-y.

W Los helmintos Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus brasiliensis,
inducen principalmente la sintesis de IgG1 y la produccién significativa de IL-

4, por lo que se puede inferir que provocan una respuesta de tipo Th2

® Los helmintos Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongyius brasiliensis,
disminuyen la frecuencia de aparicién de la artritis en el raton MRL/jpr. En el
caso especifico de Heligmosomoides polygyrus disminuye también el grado

de dao tisular

W En cambio, la infeccibn de los ratones con Siaphylococcus aureus Yy

Nocardia brasiliensis, incrementd el grado de lesién articular.
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PERSPECTIVAS

W Estudiar el papel que juegan los antigenos inmunodominantes de los helmintos
Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus brasiliensis como agentes reguladores

de una respuesta inflamatoria crénica, tal como ocurre en la artritis.

™ Esto nos permitiria realizar reinmunizaciones con dichos antigenos de los
helmintos, con el propédsito de inducir etapas de remisién de la enfermedad, incluso

implementar el desarrollo de una vacuna para el tratamiento de la artritis
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Complejo Mayor de Histocompatibilidad

Células presentadoras de Ag

Extracto celular crudo de Nocardia brasiliensis
Factor reumatoide

Horas

Hematoxilina-Eosina

Antigeno de excrecion y secrecién de Heligmosomoides polygyrus
Antigeno de histocompatibilidad B27

Interferbn gamma

Interleucina 4

Linfocitos B

Lupus Eritematoso Sistémico

Linfocitos T

Lipopolisacarido

Macrofago

Antigeno de excrecién y secrecion de Nippostrongylus brasiliensis
Patrones moleculares asociados a patdgenos
Polimorfonucleares

Gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
Porcentaje total de bisacrilamida en el tota! de acrilamida
Linfocitos T CD4+

Receptor de la célula T

Receptores tipo Toll
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TNF-o Factor de necrosis tumoral alfa
Treg Linfocitos T reguladores
UFC Unidades formadoras de colonias
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