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Resumen

El sistema inmune cumple un rol fundamental en el desarrollo del cancer de
colon asociado a colitis (CAC). La respuesta inflamatoria cronica contribuye de
manera importante en su desarrollo, donde las células T reguladoras (Tregs) se
encargan de modular la inflamacion exacerbada. El control excesivo de la
respuesta inflamatoria por las células Tregs puede conducir a la progresién
tumoral y a la ineficiencia de la respuesta inmune protectora. Por otro lado
Taenia crassiceps Yy sus productos excretados/secretados (TCES) son capaces de
modular la respuesta inmune hacia un perfil antiinflamatorio, por lo que el
objetivo de este trabajo fue evaluar si los TCES tienen un efecto sobre el
porcentaje y la activacion de las células Tregs. Infectamos a ratones hembra
BALB/c con 20 metacestodos de T. crassiceps y a las 8 semanas de infeccion,
extrajimos los metacéstodos para incubarlos durante 24 horas, recuperando el
sobrenadante que contiene los TcES. Posteriormente, indujimos CAC a ratones
hembra BALB/c Foxp3E¢™? mediante la inyeccion intraperitoneal de 12.5
mg/kg de azoximetano (AOM) y administramos tres ciclos de dextran sulfato
de sodio (DSS) al 2% en el agua para beber. Durante el segundo ciclo del CAC
inyectamos a un grupo de ratones con 100 pg de TcES via intraperitoneal. Cada
semana de la induccién al CAC, los ratones fueron pesados y al finalizar la
induccion, sacrificamos a los ratones y les extrajimos el colon, el cual fue
medido, lavado y procesado histolégicamente para observar los dafios
ocasionados por el CAC; sumado a esto analizamos a las células Tregs mediante
citometria de flujo y analizamos citocinas mediante un ensayo de CBA.
Observamos que los grupos CAC y CAC+TCcES presentaban acortamiento del
colon en comparacion a los grupos controles, de igual manera, observamos que
el porcentaje de células Tregs aumento en los grupos con CAC en comparacion

con los grupos controles. Encontramos que los TCES aumentan la expresion de



PD-1 en el grupo Ctrl+TcES en comparacion a los demas grupos. En cuanto a
las células CD4" y CD8" notamos que tienden a disminuir en los grupos a los
que se les administraron los TcES, posiblemente por el reclutamiento de otras
poblaciones celulares supresoras. La administracion de TcES disminuyo la
concentracion de IL-17A, IL-17F e IL-22. Por otro lado al realizar una
correlacion de Pearson, se encontr0 que a mayor numero de tumores aumenta
la concentracion de IL-17A e IL-17F y esto es independiente de los TCES. Por
lo tanto concluimos que la administraciéon de 100 ug de TcES no genera
cambios en el tamafio del colon ni el nimero de tumores, tampoco tiene efecto
sobre el porcentaje de células Tregs aunque podria tener efecto sobre sus
moléculas de activacion. En cuanto a la concentracion de citocinas concluimos
que los TCES pueden modular la concentracion de citocinas del perfil Th17 y

gue las citocinas IL-17A e IL-17F son importantes para el desarrollo tumoral.



1. Introduccidn

1.1 Cancer de colon

El cancer es el nombre que se le otorga a un grupo de enfermedades que tienen
como caracteristica comun el crecimiento anormal y descontrolado de las
células, y que puede generarse en cualquier parte del cuerpo (WHO, 2019).
Particularmente, el 95% de los canceres de colon comienza con la afectacion de
las células productoras de moco (Infocancer, 2019). EI cancer de colon se
clasifica dependiendo de la zona en que se desarrolle, ya sea en el colon
ascendente, transversal, descendente, sigmoides o rectal (Fig.l). Esta
enfermedad es dificil de tratar si no se detecta a tiempo, afecta tanto a hombres
como mujeres, y ha cobrado gran relevancia en los ultimos afios, ya que ha
aumentado su presencia, sobre todo en paises desarrollados (Boyle y Langman,
2000).

Transverso

Descendente

Sigmoides

>~ Recto

Fig. 1. Clasificacion del cancer de colon por su localizacion. Este tipo de cancer puede
originarse en cualquier parte del colon, pudiendo ser en el colon ascendente, transverso,
descendente, sigmoides o en el recto. Imagen modificada de Infocancer 2019.



1.2 Epidemiologia del cancer de colon

De acuerdo a las estimaciones mas recientes del Observatorio Global del Cancer
(GLOBOCAN) en 2018, el cancer de colon se encuentra en el cuarto lugar en
incidencia a nivel mundial y es la tercera causa de muerte por cancer en el
mundo (Fig.2 A). En México ocupa el tercer lugar en incidencia y el cuarto
lugar en mortalidad (Fig.2 B).

A) Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, worldwide, both sexes, all ages
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B) Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, Mexico, both sexes, all ages
Prostate
Breast

Colorectum

Cervix uteri

- Incidencia

Corpus uteri

. Mortalidad

L] 10 20 30 40

Fig. 2. Incidencia y mortalidad del cancer de colon. A) El cancer de colon ocupa el cuarto
lugar en incidencia y el tercero en mortalidad a nivel mundial. B) El cancer de colon en
México se encuentra en tercer lugar en incidencia mientras que ocupa el cuarto lugar en
mortalidad. Datos expresados en un rango estandarizado de edad (ASR) por cada 100 mil
personas. GLOBOCAN, 2018.
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1.3 Etiologia del cancer de colon

Las causas del cancer de colon se pueden dividir en no modificables y
modificables (Infocancer, 2019). Dentro de las causas no modificables se
encuentra la edad ya que 9 de cada 10 personas diagnosticadas con cancer de
colon tienen méas de 50 afios (Infocancer, 2019). Dentro de las causas no
modificables se incluyen los padecimientos hereditarios, tal es el caso de la
poliposis adenomatosa familiar, la cual aparece en personas jovenes y genera
numerosas lesiones poliposas en el colon, si estas no son extirpadas pueden

convertirse en cancer de colon (Bosman et al, 2014).

Las causas modificables se refieren al estilo de vida del individuo, e incluyen la
Ingesta de carne roja, la cual se ha sugerido que, al cocinarla a altas temperaturas
genera aminas heterociclicas e hidrocarburos aromaticos policiclicos, ambos
altamente carcinogenos (Larsson y Wolk, 2006). Por otro lado, se ha sugerido
que la ingesta de carne procesada como los embutidos, incrementa el riesgo de
padecer cancer de colon, debido al alto contenido en grasas y aditivos (Santarelli
et al, 2008). De igual forma, la obesidad puede aumentar la probabilidad de
padecer cancer de colon (GLOBOCAN, 2018) vy, ligada a la obesidad, se
encuentran varios factores como la resistencia a la insulina, la alteracion en los
niveles de citocinas asociadas a adipocitos, alteracion en los niveles de factores
de crecimiento, asi como en los niveles de hormonas esteroides (Jochem y
Leitzmann, 2016). El consumo de alcohol también estd relacionado con el
desarrollo de cancer de colon, debido a que el alcohol es degradado hacia
acetaldehido por la alcohol deshidrogenasa y en consecuencia se pueden
generar especies reactivas del oxigeno (ROS); ademas el consumo elevado de
alcohol se ha asociado con dafio a las mucosas (Orywal y Szmitkowski, 2017;
Seitz y Stickel, 2007).
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Otro factor implicado en el desarrollo del cancer de colon, es la respuesta del
sistema inmunoldgico, ya que se ha descrito su participacién primordial en el
desarrollo de la inflamacion crénica (Renz et al, 2011) que puede concluir en la

generacion del cancer de colon (Terzi¢, et al, 2010).

1.4 Cancer de colon asociado a colitis y respuesta inmune.

El cancer de colon asociado a colitis (CAC), es un modelo murino de cancer de
colon en el que se requiere de una inflamacion cronica para su desarrollo
(Tanaka et al, 2003). Este modelo surgié a partir de que se observo que pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) y colitis ulcerativa, tienen dos
veces mas probabilidad de padecer cancer de colon (Feagins et al, 2009), debido
a la presencia de diversos mediadores inflamatorios como el factor de
transcripcion NF-kB (Bosman et al, 2014), asi como de las citocinas
inflamatorias TNF-a, IL-6, IL-17, IL-23 e IFN-y (Terzi¢, et al, 2010).

Durante el desarrollo del CAC existe infiltracion de diversas células del sistema
inmune al intestino como células dendriticas (DC), macrofagos, neutréfilos,
celulas asesinas naturales (NK), células T citotdxicas (CD8") y T cooperadoras
(CD4%) (Atreya y Neurath, 2008). Las celulas fagociticas de la respuesta
inmune, como DC, macrofagos y neutrofilos al activarse producen especies
reactivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas del nitrogeno (RNI) (Lambeth,
2004), que a su vez causan dafio al DNA, induciendo mutaciones en genes
supresores tumorales, como lo son p53 y APC (Markowitz y Bertagnolli, 2009),
lo que provoca la formacion de focos de criptas aberrantes (Terzi¢, et al, 2010).
Cuando la inflamacion persiste, se acumulan mutaciones en otros genes
encargados de la reparacion del DNA, como los genes de reparacion de bases
mal pareadas (mismatch repair genes) (Colotta et al, 2009). Lo anterior,

promueve la activacion de protooncogenes como K-ras, y concluye en la
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formacién de un carcinoma (Palacio y Mufieton, 2012) (Fig.3). Por lo tanto,
existe una asociacion entre la respuesta inmune inflamatoria y el desarrollo del
CAC.

Colitis
associated
cancer

ATNF
4IL-17
Environmental 41L-23 CrypE

mutagens/ #IFN-y DNA fission
ROS RNI +IL-6 ¥ repair oz +APC
i [tenFa] [Ceapc ]
Tissue injury ANF-xB

and repair

Fig. 3. Progresion del cancer de colon asociado a colitis. Células pro-inflamatorias
activadas producen especies reactivas del oxigeno (ROS) que causan dafio al DNA, lo que
genera focos de criptas aberrantes (ACF). Si la inflamacidn persiste, se generan mutaciones
en genes de reparacion del DNA, lo cual genera la formacion de un adenoma. La activacion
de oncogenes y la mutacion en p53, ocasiona la progresion tumoral, generando un carcinoma.
Imagen modificada de Terzi¢, et al, 2010.

1.4.1 Ceélulas T reguladoras

Las células Tregs representan del 5 al 10% de las células T-CD4* en la periferia,
expresan constitutivamente la cadena alfa del receptor de la interleucina 2 (IL-
2Ra) conocido CD?25, el cual se ha demostrado que es fundamental para
mantener la tolerancia inmunitaria, debido a que su eliminacién provoca el
desarrollo de diversas enfermedades autoinmunes como gastritis, insulitis y
tiroiditis (Sakaguchi et al, 1995). Las células T reguladoras (Tregs) son las
células encargadas de mantener la homeostasis en el sistema inmune, evitando
atacar a las células propias y previniendo la inflamacion exacerbada (Johdi et

al, 2017). En el tracto gastrointestinal, se requiere homeostasis entre la
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inflamacion y la antiinflamacién, lo que es llevado a cabo por interacciones
entre células proinflamatorias T helper 1, (Thl), Thl7 y células Tregs que
secretan interleucina 10 (IL-10) (Kamanaka et al, 2011). La produccion de IL-
10 por las células Tregs ha sido esencial para modelos de enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD) en ratones, debido a su accién antiinflamatoria
(Vignali et al, 2008). Las celulas Tregs se clasifican en Tregs naturales o Tregs
inducidas, dependiendo de su origen, fenotipo y por las moléculas de superficie

gue expresan (Siachoque et al, 2011).

1.4.2 Celulas Tregs naturales

Las células Tregs naturales (nTregs) se desarrollan en el timo donde adquieren
la expresion del factor de transcripcion forkhead box P3 (Foxp3), este es el
encargado del mantenimiento y funcion de las nTregs (Vignali et al, 2008). Se
ha descrito que ratones Scurfy, los cuales poseen una delecion en el factor de
transcripcion Foxp3, desarrollan un padecimiento autoinmune fatal,
caracterizado por una proliferacion descontrolada de linfocitos T-CD4*
autorreactivos (Fontenot et al, 2003). Por otro lado, en humanos, mutaciones en
Foxp3 causan una enfermedad autoinmune que se desarrolla en la infancia
llamado IPEX (sindrome de inmunodesregulacion, poliendocrinopatia y
enteropatia ligada a X) (Bennett et al, 2001), la cual es caracterizada por la
ausencia de la actividad reguladora de las Tregs (Nademi et al, 2014). También
se ha descrito que las células nTregs expresan constitutivamente otras
moléculas que se asocian con su capacidad supresora, como el antigeno
asociado a linfocitos T citotdxicos-4 (CTLA-4), el factor-receptor de necrosis
tumoral inducido por glucocorticoides (GITR) y poseen una expresion reducida
de la cadena alfa de la interleucina 7 (CD127) (Corthay, 2009; Zaunders et al,
2014). El receptor CD127 se ha utilizado junto con el factor de transcripcion

Foxp3 para definir a las nTregs (Liu, et al, 2006). Sin embargo, células Tregs
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de memoria y Tregs inducidas lo expresan de forma elevada, ya que utilizan a

la IL-7 para su mantenimiento (Gratz et al, 2013; Gratz y Cambell, 2014).

1.4.3 Células T reguladoras inducidas

Las células Tregs inducidas (iTregs) tienen capacidad supresora, y se originan
fuera del timo, a partir de linfocitos T-CD4" naive (virgenes). Su desarrollo es
consecuencia de un microambiente tolerogénico (Becker et al, 2006). La
estimulacion de linfocitos T-CD4* naive con altos niveles de IL-10, origina una
poblacién de células iTregs, conocida como células Trl (Roncarolo et al, 2001),
mientras que la estimulacion de linfocitos T-CD4" naive con altos niveles del
factor de crecimiento transformante B (TGF-B), da origen a las células Th3
(Weiner, 2001). Las celulas iTregs no expresan constitutivamente Foxp3, sin
embargo, se ha reportado que se puede inducir la expresion de Foxp3 en las

ITregs bajo determinadas condiciones (Povoleri et al, 2013).

1.4.4 Mecanismos de supresion de las Tregs

Desde que se describieron las células Tregs, se han descrito sus mecanismos de
supresion clasificandolos en cuatro grupos que incluyen: supresion mediada por
citocinas inhibitorias, citdlisis, supresion por contacto y supresion por

disrupcion metabdlica (Vignali et al, 2008).

1.4.4.1 Citocinas inhibitorias

Las citocinas IL-10 y el TGF-B se han relacionado con la funcion supresora de
las Tregs. La IL-10 es una citocina antiinflamatoria; se ha descrito que la IL-10
secretada por las células Tregs disminuye la expresion de moléculas co-
estimuladoras en las DC provocandoles un estado tolerogénico (Fassbender et

al, 2010). Por otro lado, se ha reportado que el TGF-f3 aumenta la supresion de
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las Tregs, sin embargo, al quitar el TGF-f las células Tregs no pierden su
capacidad supresora (Huber et al, 2004). La IL-35 es una citocina que forma
parte de la superfamilia de la IL-12, y es secretada por las células nTregs
confiriéndoles capacidad supresora (Collison et al, 2007) (Fig.4 A).

1.4.4.2 Citolisis

La citolisis es un mecanismo que utilizan primordialmente los linfocitos T
citotoxicos y las células NK. Se lleva a cabo mediante la produccion de
granzimas y perforinas. Las granzimas son proteasas que se encuentran en los
granulos citoplasmaticos. Las granzimas entran en la membrana de las células
con el propésito de activar caspasas, lo que induce apoptosis (Vignali et al,
2008). Sin embargo, se ha documentado que las células Tregs también utilizan
este mecanismo de supresion contra otras células. En un estudio realizado por
Gondek et al en 2005, donde se utilizaron ratones deficientes en granzima B, se
observo que las celulas Tregs reducen su capacidad supresora in vitro. También
otro grupo de investigacion, demostré que las células Tregs pueden matar a
células B a través de granzimas y perforinas (Zhao et al, 2006), e incluso se ha
descrito que pueden suprimir de esta manera tanto a células NK y CD8", lo que

impide la eliminacion de células tumorales (Cao et al, 2007) (Fig.4 B).

1.4.4.3 Disrupcion metabdlica

Las células Tregs expresan niveles elevados de CD25, ayudandolas a consumir
la IL-2 del medio, privando a las demas células de esta citocina, lo que ocasiona
que las celulas T efectoras mueran (de la Rosa et al, 2004). Otro mecanismo de

supresion es llevado a cabo por las ectonucleotidasas CD39 y CD79, las cuales
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al metabolizar el ATP extracelular producen adenosina, que es un potente
supresor (Vignali et al, 2008) (Fig. 4 C).

1.4.4.4 Supresién por contacto

Este tipo de supresion es llevada a cabo por las moléculas que las células Tregs
expresan en la superficie de su membrana. Por ejemplo, el receptor CTLA-4
gue se une a las moléculas co-estimuladoras de las células presentadoras de
antigeno (APCs) CD80y CD86, inhibe la accion de las células efectoras a traves
de las APCs. La supresion mediada por CTLA-4, reduce la expresion de las
moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 en las APCs, incluso reduce la
presencia de citocinas inflamatorias como TNF-a o IFN-y (Wing et al, 2008).
Otro ejemplo de la supresion mediada por contacto es a través del receptor del
gen 3 de activacion de los linfocitos (LAG3) o CD223, el cual actia uniéndose
al complejo principal de histocompatibilidad 11 (MHCII), resultando en la
inhibicion de la maduracion de las células dendriticas (DC) (Okamura et al,
2012) (Fig.4 D).

Otras moléculas de superficie que se encuentran constitutivamente en las
células Tregs son la inmunoglobulina de células T y dominio de mucina 3 (Tim-
3) y el receptor de muerte programada 1 (PD-1). Tim-3 es una proteina
transmembranal que se expresa constitutivamente en células T después de
activarse (Monney et al, 2002), e interactda con su ligando galectina 9 para
inducir la muerte de células Thl (Zhu et al, 2005). La molecula PD-1 se une a
su ligando PDL-1 lo cual induce supresion de celulas T (Gatalica et al, 2014).
Se ha observado que la capacidad supresora de las células Tregs requiere de las
moléculas Tim-3 y PD-1 (Francisco et al, 2009; Fourcade et al, 2010).
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Fig. 4. Mecanismos de supresion de las Tregs. A) Citocinas inhibitorias. Las células Tregs
secretan 1L-10, IL-35 y en presencia de TGF-B, impiden la activacion de las células T
efectoras. B) Citdlisis. Las células Tregs causan la muerte de células efectoras mediante la
secrecion de granzima By perforina. C) Disrupcion metabdlica. Las Tregs expresan CD25
de manera elevada por lo que consumen la IL-2 del medio, dejando a las células efectoras sin
esta citocina. La adenosina es un supresor que se genera por las ectoenzimas CD39 y CD73,
que se expresan en las células Tregs. D) Las células Tregs expresan moléculas en su
superficie, las cuales se unen a las células dendriticas, evitando la activacion de las células
efectoras. Imagen modificada de Vignali et al, 2008.

Como ya se ha mencionado anteriormente, las células T reguladoras pueden
modular la respuesta inmune, evitando la inflamacién exacerbada. Sin embargo,
algunos organismos parasitarios también son capaces de modular las respuestas
inflamatorias y polarizar hacia una respuesta antiinflamatoria (Zakeri, 2017).
Se ha observado que la infeccién con parasitos helmintos incrementa el
porcentaje de células Tregs, a la vez que disminuye el porcentaje de células T

activadas, donde también se ha encontrado elevado el TGF-B (Finney et al,
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2007), En el caso del parasito Taenia crassiceps, se ha demostrado que tanto la
infeccion intraperitoneal, asi como la inyeccion de los productos
excretados/secretados de T. crassiceps a ratones, aumentan la expresion de
Foxp3 en las células Tregs, sumado a un incremento de la IL-10 (Zepeda et al,
2016).

1.5 Taenia crassiceps

T. crassiceps (Zeder, 1800) es un endoparasito del phylum Platyhelminthes de
la clase Céstoda (Willms y Zurabian, 2009). Se distribuye principalmente en el
hemisferio norte e infecta primordialmente a lobos, zorros, gatos y perros; el
contagio a seres humanos es extremadamente raro, solo se han confirmado 10
casos Yy se les relaciona con personas comprometidas inmunolégicamente
(Lescano y Zunt, 2013). En la vida silvestre los metacéstodos de T. crassiceps
han sido encontrados en el tejido subcutaneo de ratones salvajes (Freeman,
1962).

Proglétidos Progltidos Pr(l)g.lotido
Escolex inmaduros maduros gravido
k Cujello j l l

L J Oncosferas

Y

Estrobilo

(Huevecillos)

Fig. 5. Morfologia de un céstodo. Formado por el escolex, el cuello y su estrébilo, el cual,
estd formado por proglétidos, conforme crece, los proglétidos maduran; un proglétido
gravido lleva los huevecillos infectivos dentro, éste se separa del estrébilo y es expulsado por
las heces del hospedero.
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1.5.1 Ciclo de vida

Como ya se mencion0, el gusano adulto de T. crassiceps habita en el intestino
delgado de lobos, zorros, gatos e incluso perros, los cuales son sus hospederos
definitivos. Cuando éste parasito crece, los segmentos por los que esta formado
(proglotidos) maduran y se separan del parasito (Fig.5), dentro de estos
segmentos se encuentran sus huevecillos, los cuales son liberados por medio de
las heces del hospedero definitivo (Cruz-Reyes y Camargo-Camargo, 2001).
Cuando los huevecillos u oncosferas son ingeridos por algtn roedor (hospedero
intermediario), atraviesan el epitelio intestinal y se diferencian hacia su etapa
larval o metacéstodo. Posteriormente, el raton infectado con metacéstodos es
ingerido por un carnivoro, donde los metacéstodos crecen y llegan a su etapa
adulta en el intestino del depredador (Willms y Zurabian, 2009) (Fig. 6).

Fig. 6. Ciclo de vida de T. crassiceps. A) Hospedero definitivo, dentro de su intestino
delgado se desarrolla B) gusano adulto de T. crassiceps, el cual se reproduce y expulsa en las
heces C) huevecillos infectivos, los cuales son ingeridos por D) hospedero intermediario, los
huevecillos se diferencian en E) metacéstodos en el tejido del hospedero intermediario, los
metacéstodos al ser ingeridos por el hospedero definitivo llegan a su etapa adulta. Imagenes
B y C tomadas de Willms y Zurabian, 2009.
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1.5.2 Cepa ORF

Los metacéstodos de T. crassiceps poseen la capacidad de reproducirse
asexualmente de manera exponencial en la cavidad peritoneal de roedores como
el hamster (Freeman, 1962), y se han aislado diferentes cepas de éste
metacéstodo (Willms y Zurabian, 2009), una de ellas es la cepa ORF, la cual
posee una mutacion genética que le impide desarrollar el escolex, y son
estériles, por lo que no pueden llegar a la etapa adulta en el hospedero definitivo
(Dorais y Esch, 1969). Esta cepa se ha usado en diversas investigaciones debido
a su alta tasa de reproduccion en la cavidad peritoneal de ratones, sobre todo en
la cepa de raton BALB/c (Willms y Zurabian, 2009), donde se ha encontrado
gue los ratones hembra son mas susceptibles a desarrollar la infeccion, en
comparacion con los machos (Sciutto et al, 1991). La supervivencia de los
parasitos depende de la tolerancia entre el hospedero y el parasito, y para
lograrlo, los parasitos han desarrollado mecanismos complejos, donde la
inmunomodulacion de su hospedero parece ser la clave de su adaptacion
(Terrazas, 2008).

1.5.3 T. crassicceps y respuesta inmune

Las infecciones por helmintos desatan una respuesta inmune antiinflamatoria,
porgue los gusanos y sus productos excretados/secretados dafian a las células
epiteliales de su hospedero. Lo anterior induce la activacion de APCs las cuales,
van a polarizar a los linfocitos T hacia un perfil antiinflamatorio (Th2)
caracterizado por la produccion elevada de las citocinas IL-4 e 1L-13, las cuales
a su vez, polarizaran a los macrofagos hacia un perfil alternativamente activado
(MAAS). Los MAAs inhiben la activacion de celulas T y secretan precursores

de colageno, el cual se utiliza para la reparacion de la pared del intestino y para
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encapsular al helminto (Allen y Maizels, 2011). Esta respuesta antiinflamatoria
llevada a cabo por los helmintos, vuelve susceptible a su hospedero, resultando
efectiva para la proliferacion de los parésitos (Rodriguez-Sosa et al, 2002). Sin
embargo, también se ha reportado que la inactivacion de células inflamatorias
puede ser desfavorable para el hospedero, ya que impediria la accion de células
inflamatorias contra otros patdgenos o contra células cancerosas (Wang y
Wang, 2007).

Por otro lado, cuando un raton se infecta con los metacéstodos de T. crassiceps,
se presenta una respuesta inmune inflamatoria aguda del tipo Th1l, caracterizada
por altos niveles de IFN-y, IL-2, 6xido nitrico (NO) e IgG2a. Durante esta etapa,
la carga parasitaria se mantiene baja, pero conforme avanza el proceso
infeccioso, la respuesta inmune se polariza hacia una respuesta antiinflamatoria
tipo Th2, caracterizada por las citocinas IL-4, IL-10, IgG1 e 1gG2b (Terrazas et
al, 1998). Estudios posteriores confirmaron que la supervivencia de T.
crassiceps dependia de una respuesta Th2, ya que ratones C57BL/6 desarrollan
una minima carga parasitaria debido a una respuesta Th1l incrementada (Reyes
et al, 2009).

También, se ha observado que T. crassiceps puede inducir apoptosis de celulas
inflamatorias, ya que 12 dias posteriores a la infeccion con metacestodos, se
observa una disminucién de células CD4*, CD8" y eosindfilos (Zepeda et al,
2010). Estos mecanismos de regulacion, que se resumen en el cambio de
respuestas inflamatorias a antiinflamatorias, parece ser un mecanismo efectivo
para la supervivencia prolongada del parasito en su hospedero (Zakeri, 2017).
Esta capacidad antiinflamatoria de T. crassiceps se ha propuesto para tratar
enfermedades inflamatorias como la colitis (Ledesma-Soto et al, 2015) o
incluso el CAC (Ledn-Cabrera et al, 2014). Sumado a esto, la hipdtesis de la

higiene sugiere que el aumento en las medidas de sanidad, asi como de la
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desparasitacion en los paises desarrollados, ha generado un aumento en

enfermedades inflamatorias, como el CAC (Rook, 2009).

2. Antecedentes directos

El sistema inmune cumple un rol fundamental en el desarrollo del CAC, debido
a que se requiere de una respuesta inflamatoria crénica para su desarrollo
(Terzié, et al, 2010), mientras que las células Tregs se encargan de modular la
respuesta inmune inflamatoria exacerbada que puede ser causada en el intestino
(Kamanaka et al, 2011). Sin embargo, el control excesivo de la respuesta
inflamatoria por las células Tregs, puede conducir a la progresion tumoral y a
la ineficiencia de la respuesta inmune protectora (Pastille et al, 2014; Olguin et
al, 2018). Por otro lado, los helmintos pueden regular la respuesta inmune hacia
un perfil antiinflamatorio induciendo la activacién de células Tregs (Allen y
Maizels, 2011), incluso la inyeccion de sus productos excretados secretados
provoca un aumento en la expresion de Foxp3 en las células Tregs, asi como un
aumento de IL-10 (Zepeda et al, 2016). En estudios previos de colitis y CAC,
se ha descrito que la infeccidon con T. crassiceps modula la respuesta inmune
hacia un perfil Th2, logrando la disminucién de la inflamacion, asi como de los
dafios causados por estas enfermedades (Ledesma-Soto et al, 2015; Ledn-
Cabrera et al, 2014), este perfil antiinflamatorio también se observa en los
estudios donde se usaron los TCES para tratar la encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE) (Peon et al, 2017) y la diabetes tipo 1 (Espinoza-Jimenez
etal, 2017).
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2.1 Justificacion

El cancer de colon es una enfermedad que ha aumentado su prevalencia en afios
recientes en paises desarrollados (Boyle y Langman, 2000). EI CAC es un
subtipo de cancer de colon, donde se requiere de una respuesta inflamatoria para
su desarrollo (Terzi¢, et al, 2010), y se ha demostrado que las células Tregs
pueden modular la respuesta inflamatoria suprimiendo a otras células del
sistema inmune (Kamanaka et al, 2011); sumado a esto, la infeccién con T.
crassiceps, asi como la administracion de sus productos excretados/secretados
(TCES), pueden modular la respuesta inmune de su hospedero hacia una
respuesta de tipo antiinflamatorio (Leon-Cabrera et al, 2014; Pedn et al, 2017).
Sin embargo, se desconoce si los TcES utilizan a las Tregs como medio de

supresion de células inflamatorias, generando proteccion.

3. Hipotesis y objetivos

3.1 Hipotesis

Debido a que los parésitos Helmintos son capaces de modular la respuesta
inmune de su hospedero, la administracion de los productos
excretados/secretados de Taenia crassiceps (TCES) durante el desarrollo del
cancer de colon asociado a colitis (CAC), tendra un efecto sobre las células T
reguladoras (Tregs), lo cual se vera reflejado en un menor desarrollo de esta

enfermedad.

3.2 Objetivo general

Evaluar si los productos Excretados/Secretados de Taenia crassiceps tienen un
efecto sobre el porcentaje y la activacion de las células Tregs durante el

desarrollo del CAC en un modelo murino.
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3.3 Objetivos particulares

Obtener los productos Excretados/Secretados de Taenia crassiceps.

Determinar el avance de la enfermedad mediante el registro del peso de los

ratones.

Analizar macroscopicamente y mediante histologia los posibles dafios

ocasionados por el CAC.

Analizar las poblaciones celulares, Tregs, T activadas y CD8", asi como los
marcadores de activacion de las Tregs, como, PD-1, CD127 y Tim-3, en bazo y

nodulos mesentéricos.

Analizar las citocinas IFNy, TNFa, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22,

en el sobrenadante de cultivos celulares de bazo y nddulos mesentéricos.

4. Materiales y métodos.

4.1 Animales utilizados.

Se utilizaron ratones hembra BALB/c y BALB/c Foxp3E®™, los cuales expresan
la proteina verde fluorescente después del promotor Foxp3, ambas cepas de 8 a
10 semanas de edad, los cuales se mantuvieron en el bioterio de la FES lztacala

en condiciones controladas, con alimento y agua estériles ad libitum.

4.2 Obtencion de los productos excretados/secretados de T.
crassiceps (TcES).

4.2.1 Infeccion de T. crassiceps.

Para obtener el antigeno de T. crassiceps, se infectaron ratones hembra BALB/c
de 6 a 8 semanas de edad, mediante la inoculacion de 20 metacéstodos de la

cepa ORF de T. crassiceps de 2 mm de tamafio via intraperitoneal.
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4.2.2 Obtencion de los TcES.

A las ocho semanas de infecciébn con T. crassiceps, los ratones fueron
sacrificados en condiciones estériles. Los metacéstodos que se reprodujeron en
la cavidad peritoneal se extrajeron y se colocaron en tubos de 50 ml, lavando
cuatro veces con solucion salina estéril. Posteriormente, se colocaron en
botellas de cultivo en una relacién 1:1 con solucion salina y se dejaron incubar
a 37°C con 5% de CO, en un ambiente humidificado, en oscuridad, durante 24
horas. Pasado este tiempo, se recupero el sobrenadante con las excreciones y
secreciones de los paréasitos (TCES), se coloco en tubos de corte de 50 kDa
(Merck Millipore ®) y se centrifug6 a 3000 rpm durante 30 minutos, se recupero
la fraccion mayor a 50 kDa, se le agreg6 inhibidor de proteasas (Sigma-
Aldrich®), seguido de una filtracion en una malla de 0.22um. Se realizaron

alicuotas de 100 pl y se refrigeraron a -70°C hasta su uso.

4.2.3 Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford.

Para obtener la concentracion de los TcES, se tomé una alicuota de 10ul del
TCES, se descongeld y se coloco en una placa de 96 pozos, donde se realizaron
diluciones 1:20, 1:40, 1:60, 1:80 y 1:160. Se realiz6 una curva patron con BSA
a una concentracion conocida de 100 pg/ml y posteriormente se realizaron
diluciones seriadas 1:2. A continuacion, se agregaron 100 pl del reactivo de
Bradford a todos los pozos; una vez realizado este paso, dejamos incubar
durante cinco minutos en obscuridad. Las muestras y la curva patron, se leyeron
en un lector de microplacas (Thermo™), con la ayuda del programa Ascent™

a 570nm. De acuerdo con las absorbancias obtenidas se realizo la grafica de la
curva, donde se despejo la ecuacion y = mx + b, obteniendo x = % , (donde

X= concentracién, y= absorbancia, b= ordenada y m= pendiente de la recta). Se

interpolaron las absorbancias del TcES con la concentracion de BSA y
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finalmente, para obtener la concentracion final de cada alicuota, multiplicamos

por el factor de dilucion.

4.2.4 Integridad del TcES.

Una vez realizada la cuantificacion de proteinas, se verifico la integridad del
TcES por medio de una electroforesis en gel, para lo cual, se ensambld la camara
de electroforesis (Mini-PROTEAN®) y se preparé un gel de poliacrilamida,
compuesto por un gel separador y un gel concentrador (anexo). Se ensamblaron
los cristales y se agregaron 10 ml de gel separador, seguido de 1ml de
isopropanol. Una vez solidificado, se retir6 el isopropanol y se agregaron 5 ml
del gel concentrador, se coloco un peine para formar los carriles donde se
colocaron las muestras y cuando el gel polimerizd se retird el peine. Se
utilizaron 30 pg de proteina de TcES por carril y se mezcld con B-mercapto-
etanol en un tubo, posteriormente se colocd en agua a 98°C durante 5 minutos.
Para cargar el gel, colocamos el marcador de peso molecular (PageRuler™) en
el primer carril y en los siguientes el TCES, se agrego buffer de corrida (anexo),
y se conectd la cAmara de electroforesis a 90 V y 150 mA durante dos horas.
Pasado este tiempo, el gel se colocé en un recipiente hermético con colorante
azul de Coomassie® y se dejé en agitacion durante cinco minutos,
posteriormente se desechd ese colorante y se agregd solucidon destefiidora

(anexo), se cerro el recipiente y se dejo en agitacion durante toda la noche.
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4.3 Desarrollo de cancer de colon asociado a colitis (CAC).

Ratones hembra Foxp3E¢ fueron inducidos a CAC por la administracion de
una inyeccion intraperitoneal de Azoxymetano (AOM) (Sigma-Aldrich®), a
una dosis de 12.5mg/kg. Una semana después, se administro dextran sulfato de
sodio (DSS) disuelto en agua al 2% ad libitum durante siete dias. Durante los
14 dias posteriores se les suministré agua. Los ratones fueron sometidos a dos

ciclos méas de DSS, y al dia 68 se sacrificaron (Fig.1).

H,0 H,0 H,O DSS H,O

Dia 1 AOM Administracion de TcES Dia 68 Sacrificio

2 veces por semana

Fig. 7. Modelo de cancer de colon asociado a colitis y administracion de TcES.

4.4 Administracion de TcES.

Las alicuotas con el TCES se descongelaron manteniéndolas en hielo para evitar
la degradacion de las proteinas. Se tomaron 100 pg de proteina de TcES en
jeringas de 1 ml (Plastipak™), y se inyectd por la via intraperitoneal a los
ratones con CAC y a ratones sanos, dos veces por semana durante el segundo

ciclo de induccion del CAC.

4.5 Obtencion de células de bazo y nddulos mesentéricos.

Despues de sacrificar a los ratones, se extrajo el bazo y los nddulos mesentéricos
(NM). Cada organo se coloco en una caja Petri junto con tela organza
previamente esterilizada, la cual nos sirve para que las células salgan del 6rgano

aanalizar. En el caso de las células de bazo, se agregaron 5 ml de solucion salina
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estéril, mientras que en el caso de las células de NM se agregaron 5 ml de medio
RPMI, y con la ayuda del émbolo de una jeringa, se maceraron los tejidos.
Posteriormente, se recuper0 la solucion salina o el medio con las células y se
colocaron en un tubo de 15 ml. Las celulas se centrifugaron a 1500 rpm durante
5 minutos a 4°C, el sobrenadante se decanto y, en el caso de las células de bazo,
se agrego 1ml de solucidn de lisis (anexo) durante 5 minutos, posteriormente se
agregaron 10 ml de solucion salina y se centrifugé a 1500 rpm por cinco
minutos. Se decantd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 5 ml de
solucion salina. En el caso de las células de NM, no se requirid de lisar
eritrocitos y se resuspendieron en 1 ml de medio RPMI. Las células se tifieron
con azul tripano en una dilucién 1:1, se colocaron 10 pl de esta mezcla en una
camara de Neubauer y se contaron en un contador automatizado (Countess Il
FL ThermoFisher™),

4.5.1 Cultivo de células de bazo.

En una placa de cultivo de 96 pozos (Costar™), colocamos anticuerpo a-CD3,
a una concentracion de 5 ug/ml, y se dejé en incubacion durante 24 horas a 4°C.
Transcurrido este tiempo, se sembraron 3x10° células de bazo obtenidas en el
punto 4.5 de este apartado, y se colocaron en los pozos con 200 ul de medio
RPMI. La placa se colocé en un ambiente humidificado a 36°C, con 5% de CO,,
durante 48 horas. Concluido este tiempo, la placa se almacend a -70°C hasta su

utilizacion para cuantificar citocinas en el sobrenadante.
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4.6 Citometria de flujo.

4.6.1 Inmunofluorescencia de células de bazo y nédulos
mesentericos (NM).

Se tomaron 1x10° de células de bazo y NM (punto 4.5) y se colocaron en tubos
de 1.5 ml. Se agregaron los anticuerpos que reconocen especificamente las
moléculas a analizar (Tabla 1) y se dejaron incubar a 4°C en oscuridad durante
30 minutos. Transcurrido este tiempo, se agregé 1ml de buffer FACS (BD), y
se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos, se decanto el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 350 ul de buffer FACS (BD) para su lectura en el

citometro Attune NXT (Invitrogen).

Anticuerpo Fluorocromo Clona Marca
PD1 PE J43.1 Tonbo
CD127 PE/Cy7 A7R34 Tonbo
Tim3 Alexa 647 138.2C12 Biolegend
CD25 BV711 PC61 Biolegend
CD4 APC GK1.5 Biolegend

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para inmunoflourescencia de células de bazoy
nodulos mesentericos.

4.6.2 CBA (Cytometric bead array).

Para determinar las citocinas presentes en el sobrenadante del cultivo de células
de bazo, utilizamos el kit LEGENDplex™ Multi-analyte Flow Assay Thl7, el

cual utiliza un conjunto de perlas que se unen a citocinas presentes en el
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sobrenadante de la muestra. Las citocinas se unen a un anticuerpo que emite
fluorescencia, que serd detectada por el citdmetro de flujo. Debe existir una
correlacion entre la intensidad de fluorescencia y la concentracion de las
citocinas, para lo cual se realiza una curva estdndar. Primeramente, se
descongelo la placa del punto 4.5.1 de este apartado y se centrifugba 1500
rpm durante 5 minutos a 4°C, posteriormente se recuperaron 25 ul del
sobrenadante de cada pozo y se colocaron en microtubos de fondo redondo. Las
muestras se trabajaron a temperatura ambiente. Posteriormente mezclamos las
perlas de captura, donde primero determinamos el nimero de ensayos a realizar,
incluyendo los de la curva estandar y un control negativo. Los tubos con las
perlas se colocaron en un sonicador durante 1 minuto y se mezclaron con un
vortex durante 30 segundos para que quedaran completamente resuspendidas.
Se tomaron 25 ul de cada perla por muestra y se colocaron en un solo tubo. Por
otra parte, se prepard una curva estandar, reconstituyendo el tubo que contenia
el liofilizado de citocinas con buffer de ensayo, se dejo durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se procedio a hacer diluciones seriadas, 1:4, 1:16, 1:64,
1:256, 1:1024 y 1:4096, dejando un tubo que sélo contenia buffer de ensayo
como control negativo. Para comenzar el ensayo se mezcld el tubo con las perlas
y se agregaron 25 pl de la mezcla a todos los tubos, seguido de 25 pl de los
anticuerpos de deteccién. Todas las muestras se incubaron durante 2 horas, en
agitacion y en oscuridad, a temperatura ambiente. Pasado este tiempo,
agregamos 25 pl de SA-PE (Estreptavidina-Ficoreritrina) y dejamos 30 minutos
en agitacion, a temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez concluido este
tiempo, centrifugamos los tubos a 1000 g durante 5 minutos, retiramos el
sobrenadante y colocamos 200 pl de buffer de lavado a cada tubo.
Posteriormente se retird el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 200 pl de
buffer de lavado. Una vez que las muestras estuvieron listas se adquirieron en
el citbmetro FACSAria Fusion (BD®).
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4.7 Determinacion del dafio causado por el CAC.

4.7.1 Registro de peso.

Para monitorear el avance de la enfermedad, cada semana del experimento y
hasta el sacrificio, se registré la perdida o aumento del peso de los ratones de

todos los grupos experimentales

4.7.2 Dafo macroscopico en el colon.

Después de sacrificar a los ratones, se les extrajo el colon, el cual se midi6 con
la ayuda de papel milimétrico. Posteriormente, el colon fue lavado con una
inyeccion de solucion salina, y se le realizd un corte longitudinal para exhibir
la parte interna del colon. Se contaron los tumores mayores a 2 mm, asi como

los pélipos menores a 2mm.

4.7.3 Histologia.

Se cortd una seccién de la parte distal del colon de aproximadamente 0.5 cm de
longitud con la ayuda de un bisturi, los tejidos se colocaron en trozos de
cartulina de aproximadamente 1 cm de longitud, lo cual permite mantener el
tejido extendido. Posteriormente, las muestras se etiquetaron y se colocaron en

alcohol absoluto, el cual sirvio como método de fijacion.

4.7.4 Deshidratacion e inclusion en parafina.

Los tejidos se colocaron individualmente en cassettes para inclusion y
posteriormente se colocaron en un vaso de precipitados con alcohol al 100%
manteniéndolos en agitacion durante 1 hora. Al término de este tiempo, el
alcohol se retiré y se agregé alcohol al 100% nuevo, dejando los tejidos otra
hora. El proceso se repitid una vez méas. Una vez concluido éste proceso, los

tejidos se sumergieron en xilol durante una hora, se repitio el proceso dos veces
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méas cambiando por xilol nuevo cada vez. Una vez concluido el tiempo, los
tejidos se sumergieron en parafina (Paraplast®), que se encontraba en un horno
a 58°C para mantenerla liquida, dejando por una hora. Se repitio este proceso 2

veces mas cambiando la parafina cada vez.

Cuando concluyé el tiempo de los tejidos en la ultima parafina, se incluyeron
en un blogue que permite realizar los cortes histologicos. Con la ayuda de una
central de inclusion en parafina (Lupetec®), los cassettes se colocaron en
bandejas calientes a 58°C para derretir la parafina que los envolvia. Una vez
desparafinados, tomamos un molde para inclusion y le agregamos una capa fina
de parafina, donde colocamos el tejido de manera vertical. Posteriormente,
cubrimos el tejido con mas parafina, se coloco la base del cassette como soporte
y se dejo enfriar. Una vez solidificado el bloque, quitamos el molde y se

realizaron los cortes histologicos.

El blogue de parafina se asegurd en un micrétomo (Leica®), y se realizaron
cortes de 5 pum de grosor. Una vez obtenido el corte, lo colocamos en un bafio
de histologia con agua destilada a 50°C para extender el tejido y, una vez
extendido, lo recuperamos con un portaobjetos previamente cargado con poli-

L-lisina dejando secar en una gradilla.

4.7.5 Tincion con hematoxilina & eosina.

Las laminillas se colocaron en un horno a 58°C durante 30 minutos, para quitar
la parafina, dejando solamente los cortes de tejido. Una vez realizado este paso,
las laminillas se sumergieron, primero en xilol 1 durante 5 minutos,
posteriormente xilol 2 por 5 minutos, seguido de alcohol xilol a una proporcion
1:1 por 3 minutos. Posteriormente se agreg6 alcohol de manera descendiente:
100%, 90%, 80%, 70% Yy posteriormente agua durante 3 minutos cada uno. Se

comenzd la tincion de los tejidos con hematoxilina de Harris, durante dos
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minutos, seguida de una sumersidon en agua corriente, para después agregar
alcohol acido al 1%; posteriormente se agregd agua y agua amoniacal al 2%
durante dos minutos, para continuar con, una sumersion en agua, seguida de
eosina durante dos minutos y agua. Terminando este paso, las laminillas se
sumergieron en alcoholes de manera ascendiente, 70%, 80%, 90% y 100%
durante 2 minutos cada uno, seguido de xilol 1y 2, durante 5 minutos cada uno.
Una vez finalizado el proceso, agregamos una gota de Entellan® sobre cada una
de las laminillas colocando un cubreobjetos encima y se dejo secar. Una vez

secas las laminillas, se observaron en un microscopio (Zeiss®), a 10x y 40x.

4.8 Programas utilizados.

La concentracion de proteinas se leyd con ayuda del programa Ascent™
(Thermo™), la foto del gel con las proteinas se tomo6 con el sistema Gel Doc™
Ez imaginer (BIO-RAD) utilizando el software Image Lab™. Las fotos de los
cortes histoldgicos se tomaron con el programa AxioVision, todos de la Unidad
de Biomedicina de la FES lztacala. Las muestras adquiridas en el citdmetro de
flujo Attune NXT se analizaron con el software Attune, mientras que aquellas
muestras adquiridas en el citometro FACSAria Fusion (BD®) se analizaron con
el software FACSDiva™., Las intensidades de fluorescencia obtenidas del CBA
se procesaron mediante el programa FlowJo v10, donde se correlacionaron con
la concentracion de cada citocina. Las pruebas estadisticas, asi como los
gréaficos, se realizaron en el programa GraphPad Prism 7. Estos programas se

utilizaron en el laboratorio nacional en salud de la FES lztacala.
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4.9 Analisis estadisticos.

Para el porcentaje de células y la concentracion de citocinas, se realiz6 una
prueba ANOVA de una sola via y para el peso de los ratones se realiz6 una
prueba ANOVA de dos vias, todas seqguidas de una prueba de Tukey de
multiples comparaciones. En el caso del nimero de tumores se realizé una T de
student. Para la correlacion entre el nimero de tumores y la concentracion de
citocinas se realizo una correlacion de Pearson. Todas las pruebas se realizaron

con una confiabilidad del 95%.
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5. Resultados.

5.1 Cuantificacion de proteinas, integridad y administracion de los
TcES

Como ya se menciond en el apartado de materiales y métodos, se obtuvieron los
TcES, de dos cultivos diferentes de metacéstodos de T. crassiceps, del lote 1
(L1), obtuvimos 840 pul y del lote 2 (L2), 1 ml. Posteriormente realizamos la
cuantificacion de proteinas, seguido de un gel de poliacrilamida para confirmar
la integridad de los productos excretados/secretados que se administraron a los
ratones. Como se puede apreciar en el gel (Fig.8 B), existe un bandeado similar
en los dos lotes, obtenidos de los diferentes cultivos, lo que confirma su

integridad.

Se inyectaron por via intraperitoneal, 100 pg de proteina de TcES durante el
segundo ciclo de induccién de CAC, ya que Terzi¢ y colaboradores en 2010,
reportan que es partir de esta etapa, donde se comienza a visualizar dafo a la
mucosa del colon, provocado por la inflamacion, sumado a observaciones
realizadas en el laboratorio (Olguin et al 2018). Los grupos experimentales se
clasificaron en 4: control (Ctrl), cancer de colon asociado a colitis (CAC),
cancer de colon asociado a colitis més la administracion de los TcES dos veces
por semana durante el segundo ciclo del CAC (CAC+TcES), y un grupo control
con la administracion de los TcES dos veces por semana durante el segundo
ciclo del CAC (Ctrl+TcES).
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A) B)

Lotes de TcES Proteinas pg/nl

L1 1.52 pg/ul

L1 L2

L2 6.75 ng/ul

Fig. 8. Los TcES obtenidos de dos lotes son integros. A) Cuantificacion de proteinas por
el método de Bradford de los dos lotes de TcES usados en los experimentos. B) Gel de
poliacrilamida utilizado para verificar la integridad del TcES. Se colocaron muestras de dos
lotes de TCES obtenidos de diferentes cultivos, el patron de bandeado es similar en ambos
lotes, lo que indica integridad en la obtencion de los TcES.

5.2 Determinacion del avance de la enfermedad.

El peso de los ratones se registrd una vez por semana durante el desarrollo del
experimento. Como se puede observar en la gréfica (Fig.9), el grupo control
tiende a aumentar el porcentaje de su peso conforme pasan las semanas,
Ilegando a aumentar hasta 10% de su peso inicial; de igual manera sucede con
el grupo Ctrl+TcES. En cuanto al grupo CAC, se observa una tendencia distinta,
ya que el porcentaje de su peso disminuye a partir de la semana 6 de la induccion
al CAC, y a pesar de que aumenta el porcentaje en la semana 8, el porcentaje
de su peso disminuye alrededor de 10% al finalizar la induccion al CAC. Por
otro lado el grupo CAC+TCcES, disminuye el porcentaje de su peso a partir de
la semana 5 de la induccion del CAC, sin embargo, al finalizar la induccion de

CAC, el porcentaje se recupera y es similar al porcentaje de peso inicial.
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Fig. 9. El grupo CAC presenta una mayor pérdida de peso al finalizar el tercer ciclo del
CAC. Porcentaje de peso de los ratones Ctrl (control), CAC (cancer de colon asociado a
colitis), CAC+TCcES (cancer de colon asociado a colitis con la administracion de 100 pg de
TcES dos veces por semana durante el segundo ciclo del CAC) y Ctrl+TcES (control més la
administracion de 100 pg de TcES dos veces por semana durante el segundo ciclo de
induccion al CAC). El peso de los ratones se registré una vez por semana, tomando como
referencia el peso del primer dia como el 100%. Datos obtenidos de dos experimentos
independientes.

Sacrificamos a los ratones al finalizar el tercer ciclo de induccién al CAC, y les
extrajimos el colon (Fig.10 A), lo medimos y observamos que la longitud del
colon de los grupos CAC y CAC+TcES disminuyo en comparacion con los
otros grupos (Fig.10 B), sin embargo, no existen diferencias significativas entre

los grupos.
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Fig. 10. No existen diferencias significativas en el tamafio del colon entre los grupos. A)
Imagen representativa del colon de los cuatro grupos experimentales: Ctrl, CAC, CAC+TcES
y TCcES, medido al momento del sacrificio. B). Gréafica con la longitud del colon de los cuatro
grupos experimentales, expresada en centimetros. Datos obtenidos de dos experimentos
independientes.

Posteriormente, lavamos el colon y lo cortamos longitudinalmente para exhibir
la parte interna donde se pueden visualizar los dafios ocasionados por el CAC
(Fig.11 A). Encontramos que los grupos CAC y CAC+TcES presentan un
namero similar tumores mayores a 2 mm (Fig.11 B). En cuanto a los tumores
menores a 2 mm, encontramos que el grupo CAC+TCES posee un mayor
numero de estas formaciones, en comparacion con el grupo CAC (Fig.11 C). El
grupo Ctrl+TcES, no presenta tumores, por lo que se puede afirmar que el TCES

por si solo no causa dafio al colon.
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Fig. 11. El nimero de tumores mayores a 2 mm es similar entre los grupos CAC y
CAC+TCcES. A) Imagen representativa del colon de los cuatro grupos experimentales, el cual
fue lavado y cortado longitudinalmente para exponer la parte interna. B) Grafica que muestra,
el numero de tumores mayores a 2 mm. C) Gréafica con el nUmero de tumores menores a 2
mm. (ND=No data). Resultados obtenidos de dos experimentos independientes.
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Una vez determinado el dafio del colon a nivel macroscopico, analizamos el
dafio histolégico mediante una tincion de hematoxilina y eosina (Fig.12).
Encontramos que los grupos Ctrl y Ctrl+TcES, presentan una estructura del
epitelio intestinal intacta (Fig.12 A y D), se observan con claridad las criptas de
Liberkiihn, se distingue la submucosa y el masculo liso. Por otro lado, en el
grupo CAC (Fig.12 B), se observa deformacion en el epitelio intestinal, presenta
focos de criptas aberrantes y no se observa la capa muscular. En cuanto al grupo
CAC+TCES (Fig.12 C), se observa una completa deformacion del epitelio
intestinal y no se puede diferenciar entre el epitelio, la submucosa y la muscular.

Ambos grupos CAC y CAC+TCES, presentan un grado de displasia alto.
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Fig. 12. El epitelio intestinal de los ratones CAC+TcES presenta mayor dafio en
comparacion con los otros grupos. Imagenes representativas de cortes histoldgicos de colon
de los diferentes grupos Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES, seguidos de una tincion
hematoxilina y eosina. A). Colon de raton control a 10x y 40x. B) Colon de raton CAC a
10x y 40x. C) Colon de raton CAC+TcES a 10x y 40x. D) Colon de ratdn Ctrl+TcES a 10x
y 40x.
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5.3 Analisis de poblaciones celulares mediante citometria de flujo.

Después de analizar los dafios en el colon, analizamos a las poblaciones
celulares de Tregs, CD4*, CD8" y T activadas, para lo cual en un dot plot de
granularidad contra tamario, se seleccion0 la poblacion correspondiente a los
linfocitos, los cuales son pequefios y poco granulosos, de esta seccion se tomo
otro dot plot donde se seleccionaron las poblaciones celulares CD4" y CD8".
De la seccion de los CD4* se tomaron dos dot plots mas, donde se tomé la regién
correspondiente a las células Tregs (CD4*Foxp3™*) y otro dot plot que se dividio
en cuadrantes para poder visualizar a las células T activadas
(CD4*CD25"Foxp3) y las células Tregs que expresan CD25
(CD4*CD25*Foxp3*) (Fig.13).
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Fig. 13. Estrategia de analisis de las poblaciones celulares, Tregs, T activadas, CD4" y
CD8" mediante citometria de flujo. Datos representativos de células de bazo de un ratén
control.
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Posteriormente y como ya se menciono en los objetivos, decidimos analizar las
moléculas de activacion de las Tregs, PD-1, CD127, y Tim-3. Para lo cual se
tomo el dot plot de las Tregs y se realizaron tres dot plots més, los cuales se
dividieron en cuadrantes, para poder visualizar el porcentaje de las células Tregs

gue expresaban las moléculas antes mencionadas (Fig. 14).
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Fig. 14. Estrategia de analisis de las células CD4*Foxp3*PD-1*, CD4*Foxp3*CD127*,
CD4"Foxp3*Tim3". Dot plots representativos de células del bazo de un ratén control.

Para poder comprender lo que estaba ocurriendo a nivel sistémico en el
organismo de los ratones, decidimos utilizar células del bazo, ya que en este
organo se lleva a cabo la presentacion de antigenos y la activacion de las células
T (Parham, 2006). Por lo anterior y siguiendo la estrategia de analisis antes
mencionada, analizamos el porcentaje de células CD8*. Encontramos que el
grupo control presenta en promedio 10% de células CD8", en cuanto a los

grupos CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES tienden a disminuir su porcentaje, ya
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que presentan en promedio 9%, 7% y 8% de células CD8* respectivamente,
(Fig. 15 B). En cuanto a las células CD4* (Fig. 15 C), se observa que el grupo
control presenta en promedio 23% de células CD4", y los demés grupos CAC,
CAC+TcES y Ctrl+TcES disminuyen su porcentaje; sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas en ninguna de las dos poblaciones

celulares.
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Fig. 15. El porcentaje de células CD8"y CD4" es similar entre los grupos en el bazo. A)
Dot plots representativos de células CD8" (recuadro negro) y CD4" (recuadro rojo), obtenidas
del bazo de los ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B) gréafica con el porcentaje de
células CD8" del bazo de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. C) Grafica que
muestra el porcentaje de células CD4" en el bazo de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y
Ctrl+TcES. Datos obtenidos de dos experimentos independientes.



Posteriormente analizamos a las células T activadas (CD4*CD25*Foxp3’),
donde encontramos que todos los grupos presentan un porcentaje similar en el
bazo, durante el desarrollo del CAC (Fig. 16 B).
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Fig. 16. El porcentaje de células T activadas en el bazo es similar entre los grupos. A)
Dot plots representativos del porcentaje de células T activadas en el bazo de los ratones Ctrl,
CAC, CAC+TCES y Ctrl+TcES, obtenidos mediante citometria de flujo. B) Grafica que
muestra el porcentaje de células T activadas en bazo de los grupos Ctrl, CAC, CAC+TcESy
Ctrl+TcES. Datos obtenidos de dos experimentos independientes.
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Analizamos el porcentaje de células Tregs en el bazo, donde encontramos que
los grupos Ctrl y Ctrl+TcES mantienen un porcentaje de Tregs de alrededor de
10%, mientras que los grupos CAC y CAC+TcES aumentan su porcentaje de

manera significativa con respecto a los controles (Fig. 17 B).
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Fig. 17. El porcentaje de células Tregs incrementa en los grupos CAC y CAC+TcES en
el bazo. A) Dot plots representativos de células Tregs obtenidas del bazo de los ratones Citrl,
CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B) Grafica que representa el porcentaje de células Tregs del
bazo de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. Datos obtenidos de dos experimentos
independientes, o = 0.05.
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Después de observar el aumento de las células Tregs en los grupos CAC y
CAC+TCES, proseguimos a analizar a las células Tregs que expresan PD-1, y
encontramos que en el bazo no existen diferencias en el porcentaje de células
CD4*Foxp3"PD-1" entre los grupos (Fig. 18).
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Fig. 18. El porcentaje de células Tregs que expresan PD-1 en bazo se mantiene
homogéneo entre los grupos. A) Dot plots representativos de células CD4*Foxp3*PD-1*
obtenidas del bazo de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B) Gréfica con los
porcentajes de células CD4"Foxp3*PD-1" del bazo de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES vy
Ctrl+TcES. Datos obtenidos de dos experimentos independientes.
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Posteriormente analizamos el porcentaje de células Tregs que expresaban la

cadena alfa del receptor de la IL-7 (CD127). Encontramos que en el bazo, estas

células mantienen un porcentaje homogéneo en todos los grupos (Fig. 19).
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Fig. 19. El porcentaje de Tregs que expresan CD127 en bazo se mantiene homogéneo
en todos los grupos. A) Dot plots representativos de células CD4"Foxp3*CD127" en el bazo
de los grupos Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B) Gréafica con el porcentaje de las
células CD4"Foxp3*CD127" obtenidas del bazo de los ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y
Ctrl+TcES. Datos obtenidos de dos experimentos independientes.
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Para finalizar la caracterizacion de las Tregs en bazo, analizamos el porcentaje

de Tregs que expresan la molécula Tim-3, ya que esta molécula se expresa de

manera constitutiva en las Tregs naturales. En la grafica se puede apreciar que

el porcentaje de las células Tregs que expresan Tim-3 tienden a aumentar en los

grupos CAC+TcES y Ctrl+TcES, sin embargo no existen diferencias

significativas (Fig. 20).
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Fig. 20. El porcentaje de las células CD4"Foxp3*Tim-3* en bazo es similar entre los
grupos. A) Dot plots representativos de células CD4*Foxp3*Tim-3" obtenidas del bazo de
los ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B) Grafica con los porcentajes de células
CD4*Foxp3'Tim-3* de bazo de los grupos Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. Datos
obtenidos de dos experimentos independientes.

49



Una vez que caracterizamos las células a nivel sistémico, decidimos analizar las
células en un lugar cercano al colon, por lo que analizamos células extraidas de
los nodulos mesentéricos (NM). Siguiendo la misma estrategia experimental
que con las células del bazo (Fig.13), analizamos a las células CD8" (Fig.21),
donde encontramos que el porcentaje de estas células disminuye en los nddulos
mesentéricos de los grupos CAC+TcES y Ctrl+TcES con alrededor de 7%, en
comparacion con los otros grupos que presentan alrededor de 9% en el grupo
CAC y 11.3% en el grupo control, sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas (Fig.21 B). En cuanto al porcentaje de células CD4" (Fig.21 C),

se observa un porcentaje similar en todos los grupos.
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Fig. 21. El porcentaje de células CD8" de los grupos CAC+TcES y Ctrl+TcES tiende a
disminuir en los nédulos mesentéricos. A) Dot plots representativos de células CD8*
(recuadro negro) y CD4" (recuadro rojo), obtenidas de los nddulos mesentéricos de ratones
Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B) Grafica con el porcentaje de células CD8" obtenidas
de ndédulos mesentéricos de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. C) Grafica que
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muestra el porcentaje de células CD4* obtenidas de los nédulos mesentéricos (NM) de
ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. Datos obtenidos de dos experimentos
independientes.

Posteriormente analizamos a las células T activadas (Fig.22), donde
observamos que el porcentaje de estas células disminuye en el grupo CAC con
alrededor de 5%, mientras se mantiene similar en los grupos Ctrl, CAC+TcES
y Ctrl+TcES, con alrededor de 10%, sin embargo, no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos.
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Fig. 22. El porcentaje de T activadas en nddulos mesentéricos tiende a disminuir en el
grupo CAC. A) Dot plots representativos de las Células T activadas (CD4*CD25"Foxp3’),
obtenidas de nédulos mesentéricos de los ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B)
Gréfica con los porcentajes de las células T activadas en nédulos mesentéricos de los ratones
Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. Datos obtenidos a partir de dos experimentos
independientes.
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Posteriormente analizamos el porcentaje de las Tregs en nddulos mesentéricos,
donde pudimos observar que los grupos Ctrl y Ctrl+TcES presentan un
porcentaje de alrededor de 8% de Tregs, mientras que los grupos CAC y

CAC+TCcES aumentan significativamente el porcentaje de estas células a
alrededor de 15% (Fig.23).
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Fig. 23. El porcentaje de células Tregs en nédulos mesentéricos aumenta en los grupos
CAC y CAC+TCcES. A) Dot plots representativos de las células Tregs (CD4"CD25"Foxp3™)
extraidas de nddulos mesentéricos de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B)
Gréafica que muestra el porcentaje de las células Tregs de nodulos mesentéricos de los grupos

Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. Datos obtenidos a partir de dos experimentos
independientes, o =0.05.
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Una vez determinado el porcentaje de Tregs en nodulos mesentéricos,
analizamos las moléculas de activacion de estas células. Primeramente,
analizamos el porcentaje de células Tregs que expresaban la molécula PD-1.
Observamos que en el grupo Ctrl+TcES aumentd el porcentaje de manera
significativa, obteniendo alrededor de 85%, en comparacién con los otros

grupos que obtuvieron alrededor de 56% (Fig.24).
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Fig. 24. El porcentaje de Tregs que expresan PD-1 aumenta en el grupo Ctrl+TcES. A)
Dot plots representativos de las células Tregs que expresan PD-1 (CD4*Foxp3*PD-1%),
obtenidas de no6dulos mesentéricos de los grupos Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B)
Grafica que muestra los porcentajes de las células Tregs que expresan PD-1 en nédulos
mesentéricos de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. Datos obtenidos a partir de
dos experimentos independientes, 0=0.05.

53



La siguiente molécula de activacion de las Tregs que analizamos en nédulos
mesentéricos, fue CD127. Observamos que los grupos Ctrl y Ctrl+TcES
presentan un porcentaje similar de células CD4"Foxp3*CD127*, con alrededor
del 30%, mientras que en el grupo CAC+TcES disminuyo el porcentaje de estas
células con alrededor de 28%, en comparacion con el grupo CAC que presenta
alrededor de 36% (Fig.25).
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Fig. 25. El porcentaje de células Tregs que expresan CD127 disminuye en el grupo
CAC+TcES en nddulos mesentéricos. A) Dot plots representativos de células
CD4'Foxp3"CD127* obtenidas de nddulos mesentéricos de los grupos Ctrl, CAC,
CAC+TcES vy Ctrl+TcES. B) Grafica que muestra el porcentaje de células
CD4"Foxp3*CD127" de los nédulos mesentéricos de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y
Ctrl+TcES. Datos obtenidos de dos experimentos independientes, 0=0.05.
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Posteriormente analizamos a las células Tregs que expresaban Tim-3, donde

encontramos que no existen diferencias significativas entre los grupos (Fig. 26).
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Fig. 26. El porcentaje de Tregs que expresan Tim-3 es similar entre los grupos en
nédulos mesentéricos. A) Dot plots representativos de células CD4"Foxp3*Tim-3*
obtenidas de nddulos mesentéricos de los grupos Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. B)
Gréafica que muestra los porcentajes de celulas Tregs que expresan Tim-3 obtenidas de
nodulos mesentéricos de ratones Ctrl, CAC, CAC+TcES y Ctrl+TcES. Datos obtenidos de
dos experimentos independientes.

5.4 Anélisis de citocinas de los perfiles Thl, Th2 y Thl7.

Una vez caracterizadas las células CD4*, CD8" y Tregs, asi como sus moléculas
de activacion, decidimos dilucidar qué tipo de citocinas se encontraban
presentes a nivel sistémico, por lo que se realizo la estimulacion de células de

bazo con a-CD3, como se describio en materiales y métodos, y analizamos las
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citocinas mediante un ensayo de CBA (apartado de materiales y métodos de

este trabajo). Encontramos un aumento de citocinas inflamatorias como IFNy y

TNFa, asi como de la citocina pleiotropica IL-6 en los grupos CAC vy

CAC+TCES, en comparacién con el grupo control. De igual forma se encontro
elevada la IL-10 en estos grupos (Fig. 27).
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Fig. 27. Existe un aumento de citocinas inflamatorias en los grupos CAC y CAC+TCcES.
A) Concentracion de IFNy, B) Concentracion de TNFa, C) Concentracion de 1L-6, y D)
Concentraciéon de IL-10, en el sobrenadante de células de bazo estimuladas con a-CD3,
expresada en pg/ml. Datos obtenidos de un experimento.
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Una vez analizadas las citocinas de una respuesta tipo Thl y Th2, decidimos
analizar las citocinas de la respuesta Thl7, donde encontramos que la
concentracion de las citocinas IL-17 A, IL-17F y la IL-22 aumenta en los grupos
CAC y no asi en los grupos CAC+TcES (Fig. 28).
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Fig. 28. La concentracion de las citocinas IL-17A e IL-17F aumenta en el grupo CAC.
Citocinas en el sobrenadante de cultivos de células de bazo estimulados con a-CD3. A) IL-

17 A, B) IL-17 F, C) IL-21 y D) IL-22. Concentracion expresada en pico gramos sobre
mililitro. Datos obtenidos de un experimento.
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Al observar que las citocinas IL-17A e IL-17-F aumentaron en el grupo CAC
realizamos una correlacion de Pearson, donde encontramos que a mayor nimero

de tumores aumenta la concentracion de estas citocinas.
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Fig. 29. La concentracion de citocinas IL-17A e IL-17F aumenta conforme aumenta el
namero de tumores mayores a 2 mm. A) Concentracién de IL-17A. R=0.30. B)
Concentracion de IL-17F. R=0.38. Concentracion expresada en pico gramos por mililitro.
Numero de tumores obtenido de dos experimentos independientes. Concentracion de
citocinas obtenidas de un experimento.

6. Discusion y conclusiones.

En afios recientes se ha observado un incremento en enfermedades inflamatorias
y autoinmunes en paises desarrollados, lo que se correlaciona con el aumento
en las medidas de sanidad. La hipotesis de la higiene sugiere que debido a las
medidas de sanidad, el ser humano ha dejado de convivir con organismos
potencialmente patdgenos, pero en consecuencia, se ha eliminado la posible
estimulacion del sistema inmune por parte de los organismos patdgenos, lo cual
induciria homeostasis, de manera indirecta (Rook, 2009). Un ejemplo claro de
lo anterior son los parasitos helmintos, que generan una respuesta
antiinflamatoria en su hospedero que puede reducir el efecto de enfermedades

inflamatorias crénicas (Allen y Maizels, 2011). Distintos grupos de
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investigacion se han centrado en los paréasitos helmintos como una manera de
contrarrestar las enfermedades inflamatorias como la colitis o el CAC
(Ledesma-Soto et al, 2015; Ledn-Cabrera et al, 2014; Pastille et al, 2017). Como
ya se ha mencionado, el desarrollo del CAC es causado por la inflamacion
donde células del sistema inmune participan en el desarrollo de esta patologia
(Terzi¢ et al, 2010). Sumado a esto, se ha observado que las células Tregs
promueven el desarrollo tumoral en el CAC (Olguin et al, 2018), y que los
parasitos helmintos pueden inducir un incremento de las células Tregs (Zepeda
etal, 2016). Por lo anterior, el propdsito de este trabajo fue dilucidar si los TCES
inducen un incremento en la poblacion de células Tregs, y en consecuencia,

exista una reduccion de los efectos adversos del CAC.

Primeramente, obtuvimos los TCES y comprobamos su integridad comparando
las bandas de proteinas de los dos lotes utilizados, como indica el trabajo
realizado anteriormente por Pedn en 2017. Por otro lado, iniciamos la induccion
del CAC registrando semanalmente el peso, lo cual es un signo de dafio
asociado al desarrollo de la enfermedad, causada por la diarrea y el sangrado
rectal (Tanaka et al, 2003; Pastille et al, 2014; Olguin et al, 2018). Se observo
gue los ratones del grupo CAC disminuyeron su peso en aproximadamente
10%. Sin embargo, los ratones CAC+TcES mantuvieron su peso durante todo
el experimento, lo cual se ha confirmado en otro estudio (Ledesma-Soto et al,
2015), donde a partir de un modelo de colitis inducida con DSS se observé que
los ratones infectados con T. crassiceps mantuvieron su peso durante la
administracion del DSS. Lo anterior pareciera indicar un efecto protector por
parte de T. crassiceps y de los TcES, sin embargo, se requiere confirmar estas

observaciones.

En cuanto al tamafo del colon, no observamos diferencias entre los grupos que

desarrollaron CAC al finalizar el tercer ciclo de induccion. De igual manera,
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observamos que el nimero de tumores mayores a 2 mm fue similar entre los
grupos CAC y CAC+TCcES, pero al realizar el conteo de los pdlipos presentes
en el colon, notamos que el grupo CAC+TCES present6 una mayor cantidad de
estas neoplasias. Sumado a esto, al observar los cortes histologicos, el grupo
CAC+TCES presenté mayor dafio en el colon que el grupo CAC, lo cual
contrasta con lo reportado anteriormente, donde la infeccion con T. crassiceps
redujo la cantidad de tumores en el colon (Ledn-Cabrera et al, 2014). De manera
interesante, nuestros datos concuerdan con otro estudio realizado por Pastille y
colaboradores en 2017, donde al infectar a ratones con parasitos helmintos de
la especie Heligmosomoides polygyrus al inicio de la induccion al CAC, se
observé un mayor ndmero de tumores, asi como mayor dafio histologico en
comparacion con los ratones a los que no les administraron estos paréasitos.
Posiblemente las causas de estas discrepancias sean, el uso del parasito total por
Ledn-Cabrera et al, mientras que nosotros utilizamos Unicamente los TCES; otra
posible explicacion puede ser el tiempo de administracion de los TCES vy el
tiempo de infeccion, donde Pastille et al, y Ledn-Cabrera et al, administraron a
los parésitos al inicio de la induccion del CAC, en cambio nosotros
administramos los TcES durante el segundo ciclo del CAC. También puede
deberse a la dosis de los TcES donde administramos 100 ug de TcES, mientras
que Pastille et al, usaron 200 larvas de H. polygyrus, y Ledn-Cabrera et al, que
utilizaron 20 metacéstodos de T. crassiceps. Todo esto parece confirmar que se
requiere de una dosis especifica de TcES para lograr un efecto sobre el nimero
de tumores, pero, como se menciond anteriormente, se requiere realizar mas

experimentos para aclarar estas observaciones.

Al analizar las poblaciones de células T en el bazo, observamos que las células
Tregs aumentan en los grupos CAC y CAC+TCcES, mientras que se observa una

disminucién del porcentaje de las células CD4" y CD8" en los grupos
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CAC+TCcES y Ctrl+TcES, esta tendencia se repite en los NM. El incremento del
porcentaje de las células Tregs, y la disminucion de las células CD4" y CD8* en
los grupos con CAC, concuerda con lo que se ha descrito anteriormente, donde
las células Tregs promueven el desarrollo tumoral, ya que suprimen a células
con actividad antitumoral, como lo son las células CD8" (Pastille et al, 2014;
Olguin et al, 2018). Sumado a esto, Pastille y colaboradores en 2017 reportan
que la infeccion con H. polygyrus en la etapa inicial del CAC, aumento el
porcentaje de células Tregs en NM, y también observaron una disminucion de
las células CD8* en la lamina propia del colon. Sin embargo, en el grupo
Ctrl+TcES observamos una tendencia a disminuir el porcentaje de células CD4*
y CD8*, pero no observamos un aumento de las células Tregs. Otros grupos de
investigacion han descrito que la infeccion con T. crassiceps y la administracion
de productos solubles derivados de este parasito, disminuyen la proliferacion de
células T in vitro, y reducen el porcentaje de células CD4* y CD8" en el
peritoneo (Sciutto et al, 1995; Zepeda et al, 2010). Asimismo, la infeccion con
T. crassiceps o la administracion de sus TcES, reclutan a poblaciones celulares
reguladoras como los MAAs vy las células mieloides supresoras (MDSCs),
ambas poblaciones celulares poseen la capacidad de suprimir a las células T
(Allen y Maizels, 2011; Reyes et al, 2009; Peon et al, 2013). Nuestros datos
sugieren que los TCES promueven la disminucion de las células CD4" y CD8",
y debido a que no observamos un aumento en el porcentaje de células Tregs,
sugerimos que probablemente, los TcES reclutaron a otras poblaciones
reguladoras como los MAAs o las MDSCs, por lo tanto, seria necesario realizar
mas experimentos donde se incluya el analisis de estas celulas para poder

confirmar esta hipotesis.

En cuanto a las células T activadas, observamos que disminuyeron su porcentaje

en el grupo CAC en los NM, lo que concuerda con lo descrito anteriormente,
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donde al aumentar el porcentaje de Tregs disminuye el porcentaje de células T
activadas. Esto se debe posiblemente a la alta capacidad supresora de las células
Tregs, ya que se ha observado que durante el CAC, las células Tregs suprimen
de manera mas eficiente a las células CD4* en comparacion con las Tregs
provenientes de ratones sanos (Olguin et al, 2018). Pastille y colaboradores en
2014 observaron que las células CD4" reducen su capacidad para producir IFN-
y in vitro cuando se ponen en contacto con células Tregs provenientes de
pacientes con cancer de colon. Para corroborar estos hallazgos, seria necesario
realizar ensayos de inhibicién de células Tregs con células CD4" provenientes
de ratones con CAC+TCES, y se evaluaria la produccién de IFN-y, lo que

aclararia si las células Tregs inhiben la produccion de IFN-y.

Con respecto al analisis de las moléculas de activacion de las células Tregs,
observamos un aumento en la expresion del receptor PD-1 en el grupo
Ctrl+TcES en NM, y una disminucion de la molécula CD127 en el grupo
CAC+TCES en NM. La expresion de PD-1 por parte de las células Tregs les
confiere una mayor capacidad supresora (Francisco et al, 2009), incluso se ha
descrito que PD-1 y su ligando PDL-1 pueden cambiar a las células Thl hacia
células Tregs (Amarnath et al, 2011) y que PD-1 regula la generacion de células
iTregs (Wang et al, 2008). Ademas, las infecciones por helmintos también
promueven el aumento de células tanto nTregs como iTregs (Taylor et al, 2011;
Finlay et al, 2014). Por su parte, CD127 es la cadena alfa del receptor de la IL-
7'y se ha descrito que este receptor se sobreexpresa en iTregs (Gratz et al, 2013;
Gratz y Cambell, 2014). De acuerdo a nuestros hallazgos y basandonos en la
literatura, se podria decir que el aumento de las células Tregs que expresan PD-
1, se debe a que estan siendo inducidas por la administracion de los TcES. Sin
embargo, la disminucion del porcentaje de células Tregs que expresan CD127

en el grupo CAC+TCES, puede indicar que en este grupo se encuentran
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involucradas nTregs y no iTregs, lo que posiblemente se deba a que tanto el
CAC como los TcES indujeron respuestas inmunoldgicas distintas al mismo
tiempo. Sugerimos realizar mas experimentos con estas células, para poder
dilucidar sus mecanismos de accion y su origen, ya sea natural o inducido. Una
solucion podria ser separar a estas dos poblaciones de células Tregs, utilizando
los marcadores para nTregs CD4*CD25"Foxp3*CD127-°" y para las iTregs
CD4*CD25*Foxp3*CD127"" vy evaluar la expresion de PD-1 en estas
poblaciones celulares. Seguido a esto, se analizaria la capacidad supresora de
estas células, mediante ensayos de supresion, para determinar si la

administracién de los TcES induce células Tregs.

Seguidamente, analizamos a las células Tregs que expresaban Tim-3, la cual es
una molécula transmembranal expresada constitutivamente en las células Tregs
despues de activarse, y por otro lado induce la muerte de células Thl (Monney
et al, 2002). En nuestro modelo observamos que las células Tregs de cualquier
grupo experimental expresan Tim-3, tanto en el bazo como en nddulos
mesentéricos, pero no encontramos un aumento o una disminucién entre los
grupos. Sakuishi y colaboradores en 2013 encontraron que mas del 50% de las
células Foxp3 infiltradas en los carcinomas de la linea CT26 de cancer de colon
expresan Tim-3, y contrariamente en la sangre, bazo y nédulos mesentéricos
Tim-3 se expresa en cantidades bajas; ademas observaron que las células Tregs
gue expresan Tim-3 poseen mayor capacidad supresora, ya que secretan
mayores niveles de perforina y granzima. Mientras que Tim-3 les confiere una
mayor actividad supresora a las Tregs, la presencia de Tim-3 en los linfocitos
CD8" se ha descrito como un marcador de anergia, junto con PD-1 (Zhou et al,
2011), y al realizar el bloqueo de ambos se detiene el progreso tumoral

(Sakuishi et al, 2010). Por lo tanto, una posibilidad es analizar a las células
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Tregs que expresan Tim-3 directamente en los tumores, asi como analizar la

expresion de Tim-3 en las células CD8".

Cuando analizamos a las citocinas presentes en el sobrenadante de células del
bazo estimuladas con o-CD3, observamos un incremento de citocinas
inflamatorias como IFN- y y TNF-a en los grupos CAC y CAC+TcES, lo cual
concuerda con lo descrito anteriormente, donde en el modelo de CAC asi como
en pacientes con cancer de colon se observan altas concentraciones de estas
citocinas, las cuales son conocidas por promover el desarrollo tumoral (Terzi¢
et al, 2010; Ledn-Cabrera et al, 2014; Pastille et al, 2014), aqui observamos que
la administracion de 100 ug de TcES no tuvo ningun efecto sobre la produccién
de estas citocinas, lo cual podria indicar que se requiere de una dosis mas alta

de TcES para poder observar algin cambio.

Ademas de observar un perfil de citocinas inflamatorio en los grupos con
cancer, observamos un aumento de la citocina antiinflamatoria 1L-10 en los
grupos CAC y CAC+TCES. Esto se ha observado en trabajos realizados
anteriormente donde en la fase final del CAC, se presentan niveles elevados de
esta citocina (Pastille et al, 2014; Olguin et al, 2018). La IL-10 es importante
para la funcién supresora de las Tregs (Fassbender et al, 2010) y debido a que
la IL-10 es una citocina que puede disminuir respuestas inflamatorias, Pastille
y colaboradores en 2014, utilizaron ratones deficientes de IL-10 y observaron
un mayor avance del CAC en comparacion con los ratones normales. De igual
modo, se ha reportado que la IL-10 es esencial en el rol protector que ejercen
los helmintos contra enfermedades inflamatorias como la colitis (Hunter et al,
2005), y se ha reportado que T. crassiceps, asi como la inyeccion de sus
productos excretados aumentan la produccion de IL-10 (Zepeda et al, 2010).
Tomando estos datos en conjunto, podriamos sugerir que la IL-10 se eleva

durante el CAC como una forma de contrarrestar la inflamacion, sin embargo,
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su presencia lleva a un estado tolerogénico, lo cual se puede apreciar en nuestros
resultados donde encontramos un porcentaje aumentado de las células Tregs en
los grupos con CAC. A pesar de que existe evidencia de que los helmintos
incrementan la produccion de la IL-10, nosotros no observamos un cambio
significativo en esta citocina. Posiblemente requerimos administrar una dosis

maés alta de TCES para encontrar diferencias.

Posteriormente, analizamos a las citocinas del perfil Th-17. Observamos que en
el grupo CAC+TCES la IL-6 aumento, mientras que las citocinas IL-17A e IL-
17F se mantuvieron bajas. Las células Th-17 se diferencian a partir de células
CD4" naive que entran en contacto con la citocina IL-6 y con el TGF-$, lo que
induce la activacion de los factores de transcripcion RORyt y RORa, los cuales
determinan la diferenciacion hacia el linaje Th17, y una vez activadas, secretan
IL-17A, IL-17F, IL-21 e 1L-22 (Kimura y Kishimoto, 2010; Kolls y Lindén,
2004; Yang et al, 2008). Leon-Cabrera y colaboradores en 2014, reportaron que
la infeccion con T. crassiceps disminuye la concentracion de IL-6 durante el
CAC, lo cual contrasta con nuestros resultados; sin embargo, esta diferencia
puede deberse a que nosotros no utilizamos la infeccion de T. crassiceps sino
los TCcES. En cuanto a la disminucion de la IL-17A e IL-17F, se ha demostrado
que los paréasitos helmintos influyen en la concentracion de IL-17. La infeccién
con H. polygyrus inhibe la produccion de IL-17 en la ldamina propia (Elliot et
al, 2008); de igual manera la inyeccion intraperitoneal de productos derivados
de Hymenolepis diminuta, disminuyen los niveles de IL-17, IFN-y y TNF-a,
contrarrestando los efectos de la colitis experimental (Reyes et al, 2016). De
manera semejante, la administracion de los TcES en un modelo de EAE,
disminuye la concentracion de IL-17 en cultivos de células de bazo en
consecuencia de la respuesta antiinflamatoria que inducen los TcES, lo que

provoca la activacion de células Th2 productoras de citocinas antiinflamatorias
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como la IL-10 e IL-4 (Pebn, 2017; Serrano, 2009). De acuerdo a nuestros
hallazgos, sugerimos que los TcES podrian estar induciendo una respuesta
antiinflamatoria, la cual impediria la activacion de células Th17, lo que se ve
reflejado en la disminucion de las citocinas pertenecientes a este perfil. Para
corroborar lo anterior, proponemos incluir en nuestros analisis a la citocina IL-
4. Asimismo, analizar la citocina TGF-B, ya que, como mencionamos
anteriormente, el TGF-B junto con la IL-6, es necesaria para la diferenciacion
de las celulas Thl7.

Finalmente realizamos una correlacion de Pearson entre la cantidad de tumores
y los niveles de IL-17, y observamos una correlacion positiva, donde a mayor
cantidad de tumores aumenta la concentracion de IL-17A e IL-17F. La IL-17
parece ser de gran importancia en el modelo de CAC, ya que Hyun y
colaboradores en 2012, utilizaron ratones deficientes de IL-17A y observaron
que estos ratones desarrollaban menos tumores y registraban menores
cantidades de citocinas inflamatorias como TNF-a e IFN-y. De igual manera,
se ha encontrado que pacientes con cancer de colon que poseen células Th17
infiltradas en los tumores, registran una menor sobrevida que aquellos que
presentan un perfil inflamatorio Thl (Su et al, 2010; Tosolini et al, 2011). Lo
anterior concuerda con nuestros resultados, ya que observamos que la IL-17A,
IL-17-F y la IL-22 se encontraron elevadas en los grupos con CAC. Nuestros
resultados sugieren que existe una relacion entre la IL-17 y la progresion
tumoral en el modelo murino de CAC y, sumado a que los TcES impidieron la
produccion de las citocinas del perfil Th17, los TCES podrian ser utilizados para
disminuir el progreso tumoral. Sin embargo, se requiere evaluar el efecto de los
TcES sobre las citocinas del perfil Thl17 con mayor profundidad en otros

6rganos como en los NM, el colon, y directamente en los tumores.
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En el presente estudio administramos 100 ug de TcES al inicio del segundo
ciclo del CAC, y no observamos un efecto sobre el porcentaje y la activacion
de las celulas Tregs, lo cual puede deberse a la dosis y el tiempo de
administracion de los TcES. Pelly y colaboradores en 2017, observaron que se
puede reducir el porcentaje de células Tregs mediante la infeccion secundaria
con helmintos, lo que convierte a las celulas Tregs en células T efectoras
productoras de IL-4. Pastille y colaboradores en 2017, indican que la respuesta
inmune varia dependiendo de la etapa en la que se realiza la infeccion con
helmintos, y esto tiene un efecto en la progresion tumoral. Por otra parte, en un
modelo de EAE utilizando 250 pg de TcES, se observd una respuesta
antiinflamatoria alta, donde la IL-17 disminuyé en comparacion con los ratones
a los que no se les suministraron los TCES (Pedn et al, 2017). Esto es interesante
porque a pesar de que utilizamos una dosis baja de TCES parece que estos
productos influyen mas en las células del perfil Th17 que en las células Tregs.
En adicién a esto, la cantidad de lesiones poliposas que presenta el grupo
CAC+TCES, nos hace pensar que la modulacién del CAC depende de otros
mecanismos mas alla del paradigma Th1-Th2, y en donde incluimos a las
células Thl7, lo cual es «util para tratar enfermedades autoinmunes,
inflamatorias e incluso enfermedades parasitarias (Serrano, 2008; Fuss, 2008;
Nutman, 2015).

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, podemos concluir que la
administracion intraperitoneal de 100 pug de TcES no tiene efecto en el
porcentaje y la activacion de las células Tregs, sin embargo, la tendencia a
disminuir que se observa en las células CD4* y CD8" podria deberse a que los
TcES activaron a otras células supresoras como los MAAs o las MDSCs. La
dosis de 100 pg de TcES, tampoco genera cambios en el nimero de tumores

mayores a 2 mm, ni en la concentracion de citocinas inflamatorias IFN-y y TNF-
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a. Sin embargo, los TcES incrementaron la produccion de IL-6 y evitaron la
produccién de IL-17A, IL-17F e IL-22, lo cual sugiere fuertemente que los
TcES tienen una relacion directa con las células de la respuesta Thl7.
Basandonos en la correlacion de Pearson que realizamos, sugerimos que la
concentracion de las citocinas IL-17A e IL-17F influye en la progresion
tumoral. Se requiere realizar mas experimentos, administrando dosis mas
elevadas de TcES, comenzando con 200 pg de TcES a partir del segundo ciclo
y hasta finalizar la induccién al CAC. De igual manera se propone analizar a las
células y citocinas de los perfiles Thl, Th2, Thl7 y Tregs que pudieran estar
presentes en el infiltrado tumoral para dilucidar mejor los mecanismos de accion
de la respuesta inmune durante el CAC, asi como de los efectos

inmunomoduladores de los TcES.
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Anexo.
Soluciones utilizadas.

Cuantificacién de proteinas y electroforesis en gel.
o Gel separador

Acrilamida- bis al 3%, Tris-base pH 8.8, SDS al 20%, agua destilada, TEMED

y persulfato de amonio al 10%.
e Gel concentrador

Acrilamida-bis al 3%, Tris-base pH 6.8, SDS al 20%, agua destilada, TEMED

y persulfato de amonio al 10%.
e Solucidn destefiidora

Metanol al 5% y acido aceético al 7%.
e Buffer de corrida

Se utilizaron, 14.4 g de glicina, 3.025 g de Tris Base y 1 g de SDS, se

disolvieron en agua destilada, finalmente se aforéa 1 L.
e Solucion de poliacrilamida (stock)

Acrilamida 15 g, Bis-acrilamida 0.4 g, se afora a 50 ml con agua destilada.

Resguardar en refrigeracion.
e Tris Base pH 8.8

Se tomaron 9.075 g de Tris Base y se aforé a 50 ml con agua destilada, se ajusto
a pH 8.8.

e Tris Base 6.8
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Se tomaron 3 g de Tris Base y se aforé a 50 ml con agua destilada, se ajusto el
pH a 6.8.

e SDS 20%
Se tomaron 2 g de SDS y se diluyeron en 10 ml de agua destilada.
e Solucion persulfato de amonio al 10%
Se tomaron 0.1g de APS, y se afora a 1 ml con agua.
e BSA (Albimina de suero bovino) 100 pg/ml
Se tomé 1 mg de BSA mezclado con 10 ml de agua destilada.
Soluciones para analisis de células.
e Solucidn de lisis de eritrocitos
NH4CI 39 mM, KHCO3 2.5mM y EDTA.2Na 0.02mM.

Las soluciones para el CBA asi como el Buffer FACS se utilizaron como indica

el distribuidor.

e Medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Gibco™) preparado

como indica el distribuidor.
Soluciones para técnica histologica.

e Alcohol-xilol 1:1. 100 ml de alcohol absoluto y 100 ml de xilol.

e Alcoholes 90%, 80y 70%, se diluyeron con 10, 20 y 30 mililitros de agua
destilada cada uno.

¢ Alcohol acido, alcohol al 70% y 1% de HCI.

e Agua amoniacal al 2%. Agua destilada y amoniaco.
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