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LISTA DE ABREVIATURAS

AAMO Alternative Activated Macrophages
(Macrofagos Alternativamente Activados)
APCs Antigen Presenting Cells (Células Presentadoras de Antigeno)
CAMO Classically Activated Macrophages
(Macroéfagos Clasicamente Activados)
CD Cluster Determinants
CFA Complete Freund Adjuvant (adyuvante completo de Freund)
ConA Concanavalina A
CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
DCs Dendritic Cells (Células Dendriticas)
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FIZZ1 Found in Inflammatory Zone 1
IFN-y Interferon-gamma
IL Interleucina
Inos Inducible Nitric Oxide Sintase (Sintasa de Oxido Nitrico Inducible)
LNFPIII Lacto-N-fucopentaosa-Ill
LNnT Lacto-N-tetraosa
LPS Lipopolisacarido
MDSC Myeloid-Derived Suppressor Cells
MHC Major Histocompatibility Complex
MSC Myeloid Supresor Cells (Células Mieloides Supresoras)
MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 88
NalO4 Metaperiodato de Sodio
NES Nippostrongylus brasiliensis excretory-secretory proteins
NKT Natural Killer T cell
NO Nitric Oxide (Oxido Nitrico)
OVA Ovalbumina
OVA3;3.339 Péptido de Ovalbumina que comprende de los aminoacidos
323 al 339
PAMPs Pathogen Associated Molecular Patterns
(Patrones Moleculares Asociados a Patogenos)
PECs Peritoneal Exudate Cells (células del exudado peritoneal)
PGE2 Prostaglandin E2
PRRs Pattern Recognition Receptors
(Receptores de Reconocimiento de Patrones)
RT-PCR Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction
SAC Staphylococcus aureus Cowan
SCID Severe Combined Immunodeficiency
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SEA Soluble Egg Antigen (antigenos solubles derivados de Schistosoma
mansoni)
STAT-6 Signal Transducer and Activator of Transcription-6
(Transductor de Sefales y Activador de la Transcripcion-6)
TGF-B Transforming Growth Factor-betta
Th T-helper
TIR Toll/Interleukin-1 Receptor
TLRs Toll Like Receptors (Receptores tipo Toll)

TNF-a

Tumor Necrosis Factor-alfa
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1. RESUMEN

La regulaciéon de la respuesta inmune por parasitos es un fenébmeno global que
incluye la supresion, desvio y conversion de la respuesta inmune del huésped. Los
helmintos patogenos al igual que otros parasitos, han evolucionado desarrollando
diversas estrategias que inducen un microambiente permisivo para su desarrollo.
Las infecciones por helmintos son generalmente de tipo crénico y se caracterizan
por la induccién en el huésped de una respuesta inmune del tipo Th2 y de un
estado hipo-responsivo generalizado. La suma de todos estos cambios resulta en
un estado de caracteristicas anti-inflamatorias, el cual en la mayoria de los casos
contribuira a la sobrevivencia del parasito.

En la induccion de este estado mayormente anti-inflamatorio y polarizado hacia
Th2, diversas moléculas pertenecientes a algunos de estos parasitos, en particular
sus carbohidratos, parecen tener un papel inmunomodulador.

Taenia crassiceps es un cestodo parasito en cuya infeccion también se observan
las caracteristicas tipicas de las infecciones por helmintos. Sin embargo, las
moléculas y mecanismos involucrados en la induccion de dicha respuesta aun se
desconocen.

En este proyecto se evaluo si los carbohidratos presentes en los antigenos solubles
de T. crassiceps, son moléculas involucradas en la modulacion de la respuesta
inmune. Dentro de los hallazgos mas relevantes, observamos que estos antigenos
glicosilados pueden influir tanto en la inmunidad innata como en la adquirida. En
el sitio de in6culo y en corto tiempo (18h), estos carbohidratos inducen la
expansion de células del sistema inmune innato (F4/80+/Gr-1+) que poseen
actividad supresora sobre la proliferacion de linfocitos T previamente activados.
En la inmunidad adaptativa, observamos que estas moléculas son indispensables
en la induccion de AAM® y de la respuesta inmune tipo Th2.

Por tanto, los carbohidratos en los antigenos solubles de Taenia crassiceps tienen
actividad moduladora sobre elementos del sistema inmune y podrian participar en
la induccion de un ambiente que favorece la persistencia del parasito.



2. INTRODUCCION

Los helmintos constituyen uno de los grupos de animales més grandes y ampliamente
distribuidos en el planeta, y un gran nimero de ellos se han adaptado a la vida
parasitaria de forma exitosa . Debido a que los helmintos parasitos estan
continuamente expuestos al ataque por parte del sistema inmune y adn asi son
capaces de sobrevivir en el huésped por periodos largos, es l6gico pensar que estos
han desarrollado diversas estrategias que les permiten evadir su destruccién. De
hecho, se han descrito mecanismos utilizados por estos parasitos que bloquean o
modulan a elementos de la respuesta inmune potencialmente dafninos para ellos .

Se piensa que la fuerte respuesta inmune Th2, la respuesta suprimida de los linfocitos
y la induccion de ciertos tipos celulares que consistentemente se observan en las
infecciones con helmintos, establecen en el huésped un estado “anti-inflamatorio”
generalizado que permite que estas infecciones sean tipicamente cronicas . Sin
embargo, el mecanismo exacto a través del cual se favorece este estado continla
siendo un aspecto inconcluso.

Interesantemente, algunos estudios recientes han mostrado que los carbohidratos
expresados por algunos helmintos nematodos y trematodos, poseen diversas
actividades inmunomoduladoras, influyendo en la expansién de ciertos fenotipos de
células del sistema inmune innato o en la inhibicién de la respuesta linfoproliferativa ,
ademas de tener un efecto adyuvante en la induccion de la respuesta del tipo Th2 .
En cambio para el grupo de los cestodos, se desconocen las moléculas que participan
en la modulacién de la respuesta inmune y por tanto los mecanismos de dicha
actividad.



3. ANTECEDENTES

Los helmintos parasitos son un grupo diverso de organismos que posee diferentes
morfologias, habitos de reproduccion y alimenticios, asi como estadios variables en
sus ciclos de vida. Estos parasitos causan diversas enfermedades y se alojan en varios
tejidos en las diferentes especies de mamiferos que utilizan como huéspedes. Las
rutas de infeccion que utilizan también son diversas, desde la ingestion de los huevos
o larvas, hasta la penetracion de la misma larva a través de la piel del huésped o por
la picadura de insectos vectores .

A pesar de la heterogeneidad en el grupo de los parasitos helmintos, en las
enfermedades que causan y en los diversos nichos que ocupan, existe una propiedad
comun a todos ellos, la propensidon de permanecer por largos periodos en sus
hospederos . Esta cronicidad parece estar relacionada con la modulacion que ejerce
el parasito sobre el sistema inmune de su huésped, lo que a su vez genera un estado
permisivo para su desarrollo . La uniformidad en la cronicidad en el amplio grupo de
los parasitos helmintos guarda relacion con la respuesta inducida por éstos en sus
huéspedes. Como caracteristica distintiva, estas infecciones inducen una respuesta
inmune del tipo Th2 con concentraciones altas de las citocinas IL-4, IL-13, IL-5 y de
los anticuerpos IgE, 1gG1 e IgG4 . Ademas, consistentemente se puede observar un
estado hipo-responsivo generalizado, que se debe principalmente a una baja
respuesta linfoproliferativa ya sea hacia los antigenos del parasito o hacia antigenos
no relacionados . La induccion de macrofagos alternativamente activados (AAM® por
sus siglas en inglés) y de células T reguladoras, son caracteristicas que recientemente
también se han asociado a estas infecciones .

El efecto global de estos fenomenos es que las infecciones por helmintos, tanto en
modelos experimentales como en pacientes infectados, tienen un fenotipo
inmunologico del tipo Th2 con fuertes caracteristicas anti-inflamatorias, que en la
mayoria de los casos es favorable para estos parasitos y permite su sobrevivencia por
largos periodos.

Se ha observado que los efectos inmunomoduladores inducidos por el parasito,
también pueden afectar la respuesta inmune que se presenta frente a antigenos no-
relacionados , otros parasitos , virus y vacunas . En diversos modelos, se ha observado
como la induccion de la respuesta Th2 puede extenderse a la respuesta que se monta
hacia otros antigenos, disminuyendo o inhibiendo las respuestas Th1 y sustituyéndolas
por respuestas mixtas Th1/Th2 o polarizadas hacia Th2 .

Mientras que la polarizacion hacia Th2 parece ser parte esencial de la modulacion del
sistema inmune observada en las infecciones con helmintos, el estado hipo-responsivo
generalizado del sistema inmune del huésped es también resultado de esta
modulacion y se refleja en el decremento de la habilidad de los linfocitos para
proliferar en respuesta a los antigenos especificos o a estimulos policlonales o a
antigenos no relacionados , situacion que por tanto también influira en la respuesta
que el huésped pueda montar hacia otras infecciones .



Moléculas de helmintos con actividad moduladora

El huésped infectado con los helmintos parasitos esta continuamente expuesto a una
gran variedad de moléculas derivadas de los mismos. Estas moléculas son producidas
por diferentes estadios y pueden ser proteinas, acidos nucleicos, lipidos o
carbohidratos.

Diversas moléculas de helmintos han sido asociadas con efectos reguladores sobre el
sistema inmune de sus huéspedes. En algunos trabajos al principio del siglo XXI, se
demostrd que los antigenos o extractos de los helmintos representan una fuente
importante de moléculas que desvian la respuesta inmune hacia Th2, promueven
supresion o ambas .

Posteriormente se describié que los antigenos presentes tanto en la superficie de los
parasitos como sus productos de excrecion-secrecion, pueden actuar sobre distintas
poblaciones celulares y afectar su funcion y por tanto la respuesta inmune del
huésped . Diversas moléculas provenientes de los helmintos pueden influir en eventos
de la respuesta inmune, tales como el procesamiento de antigenos , la maduracién de
células presentadoras de antigeno (APCs por sus siglas en inglés) y su produccion de
citocinas y la activacion y expansion de tipos celulares que participan en etapas
tempranas de la respuesta inmune . Estos cambios a su vez, parecen estar asociados
con la induccion de la respuesta tipo 2 y con el estado hipo-responsivo generalizado
presente en estas infecciones .

En el caso de Schistosoma mansoni, diversas moléculas provenientes de este parasito
pueden inducir respuestas tipo Th2 . Por ejemplo, los lipidos presentes en los adultos
y huevos pueden activar monocitos e inducir la produccion de la citocina anti-
inflammatoria IL-10 . Estas fracciones lipidicas, en particular las que contienen
fosfatidilserina, bloquean la produccion de IL-12 por parte de las células dendriticas
(DCs por sus siglas en inglés), actuando asi como factores promotores de la respuesta
Th2 .

Otro ejemplo lo es el estudio de Semnani y colaboradores , en el que demuestran que
los monocitos que fagocitan antigenos de la microfilaria de Brugia malayi durante su
diferenciacion a DCs, muestran una menor produccion de IL-12 p40, IL-12p70 e IL-10
en respuesta al antigeno Staphylococcus aureus Cowan (SAC) o SAC mas IFN-y. Aunque
la viabilidad celular o la expresion de moléculas co-estimuladoras MHC-1 y MHC-II no
se modificd, las DCs expuestas a estos antigenos estimularon en menor grado a los
linfocitos que cuando no fueron expuestas a tales antigenos .

El nematodo Nippostrongylus brasiliensis secreta in vitro diversas glicoproteinas
llamadas en conjunto NES. Estos antigenos polarizan la respuesta immune hacia Th2 y
aumentan la expresion de marcadores asociados con tal respuesta como CD86 y OX40L
mientras disminuyen la expresion de IL-12p70 .

Ademas, diversos productos derivados de Ascaris suum entre ellos sus
glicoesfingolipidos, inhiben la respuesta linfoproliferativa inducida por la estimulacion
con el mismo antigeno o con mitogenos . Los componentes de A. suum también
inhiben la produccion de citocinas pro-inflamatorias por parte de los macrofagos
peritoneales , asi como la expresion de las moléculas MHC-Il, CD80, CD86 y CD40 en



células CD11c+ . En particular la molécula PAS-1 derivada de este mismo parasito,
puede inducir la secrecion de citocinas reguladoras como IL-10 y TGF-8 .

Los estudios mas extensos se han hecho para la molécula ES-62 secretada por
Achantocheilonema vitae y se ha demostrado que posee una gran variedad de
actividades inmunomoduladoras que se atribuyen a los grupos fosforil-colina que
contiene . La ES-62 actla sobre una gran variedad de tipos celulares que incluyen
macrofagos y DCs . Esta molécula inhibe la produccion de las citocinas pro-
inflamatorias IL-12, IL-6 y TNF-a por macrofagos peritoneales, situacion que puede
contribuir a la generacion de una respuesta Th2 . Ademas, la ES-62 también inhibe la
proliferacion de linfocitos By T, e induce la produccion de IL-10 por células B-1 . La
exposicion de las DCs a la ES-62 promueve el incremento en la expresion de las
moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 y CD86 e inhibe la expansion clonal de
linfocitos transferidos in vivo .

Para el caso de los cestodos, recientemente Rigano y colaboradores demostraron
como los antigenos del cestodo Echinococcus granulosus afectan a las APCs en
diferentes estados de maduracion . Estos antigenos disminuyen el nimero de
monocitos que se diferencian en DCs inmaduras. En presencia de los antigenos, este
numero reducido de DCs pueden madurar y promover la diferenciacion de los
linfocitos en células productoras de IL-4, sugiriendo su potencial como antigenos que
polarizan la respuesta hacia Th2 .

La respuesta hacia antigenos no relacionados también puede ser modificada por las
moléculas de helmintos. Por ejemplo, cuando células CD11c+ son expuestas a ciertos
extractos de A. suum y estas presentan un antigeno no-relacionado como lo es la
Ovalbumina (OVA), la respuesta proliferativa observada por parte de las células T es
menor que la observada cuando las APCs son células que no fueron expuestas a los
antigenos .

Una situacion similar sucede para el caso de la molécula ES-62. Cuando las DCs
expuestas a esta molécula presentan un antigeno heterdlogo a células T CD4+, la
produccion de IL-4 se incrementa en paralelo al decremento en la produccion de IFN-y
y de su respuesta linfoproliferativa . Sin embargo, es importante hacer notar que la
ES-62 no funciona en todos los sistemas; por ejemplo, no altera el desarrollo de la
respuesta inflamatoria generada por una infeccion con Toxoplasma gondii o la
respuesta Th1 inducida por algunos antigenos de helmintos , sugiriendo que su
actividad moduladora se da través de mecanismos de regulacion finos que por tanto
no pueden influir sobre cualquier respuesta inflamatoria, volviendo necesario el
estudio de otras moléculas reguladoras y de sus respectivos mecanismos de accion.
Carbohidratos como moléculas inmunomoduladoras

Los helmintos parasitos expresan diversos glicoconjugados que a su vez son de los
epitopes mas relevantes debido a su alta antigenicidad . Los mas estudiados son los
glicanos presentes en los antigenos de nematodos y trematodos .

Se ha demostrado que estos glicanos pueden modular la respuesta inmune de su
huésped en diversas formas; por ejemplo, activando a células del sistema inmune
innato , promoviendo una respuesta Th2 o deprimiendo la respuesta proliferativa .



Este es el caso de los glicanos presentes en los helmintos B. malayi y S. mansoni, que
pueden influir en la actividad de macroéfagos, células dendriticas y otras células del
sistema inmune innato, induciendo su expansion, cambios en su produccion de
citocinas o modificando la expresion de sus moléculas de co-estimulacion . Esto puede
asociarse a su vez, con la induccion de la respuesta inmune Th2 y la disminucion de la
respuesta proliferativa .

En particular, los antigenos solubles de los huevos de S. mansoni (SEA por sus siglas en
inglés) contienen moléculas que polarizan la respuesta de células CD4+ hacia Th2 .
Cuando los glicoconjugados derivados de SEA son capturados, procesados y
presentados a linfocitos T virgenes por DCs, la respuesta inmune se polariza hacia Th2
. La regulacion negativa de moléculas co-estimuladoras y de citocinas pro-
inflamatorias como IL-12 por parte de las células dendriticas parece ser el mecanismo
involucrado en dicha polarizacion .

Este tipo de modulacion inducida por SEA, depende de la porcion glicosidica presente
en estos antigenos ya que el tratamiento con metaperiodato de sodio elimina su
capacidad de inducir respuestas Th2 . Algunos de los carbohidratos derivados de los
huevos de S. mansoni son incluso suficientes para inducir muchos de los efectos
moduladores observados; por ejemplo, los glicanos lacto-N-fucopentaosa Il (LNFPIII) y
lacto-N-neotetraosa (LNNT) promueven la produccién de IL-10 y la inhibicion de la
proliferacion de células T CD4+ 6 CD8+ . De hecho, estudios con LNFPIII proveyeron la
primera demostracion de la capacidad adyuvante de los glicanos de helmintos para
promover una respuesta tipo Th2 hacia un antigeno no-relacionado como la albumina
humana, aparentemente a través de la induccion de células dendriticas del tipo 2
(DC2) .

Ademas, algunos glicoconjugados de S. mansoni que contienen los carbohidratos
a1,3-fucosa y B1,2 xilosa, también poseen la capacidad de generar fuertes respuestas
celulares del tipo Th2 . Lo mismo sucede para el caso de algunos glicolipidos
presentados a células NKT via CD1, aunque una vez mas la actividad inductora de
respuestas Th2 depende de los carbohidratos presentes en estas moléculas .

Para el caso de los nematodos, especies parasitas y de vida libre contienen glicanos
que poseen propiedades inmunomoduladoras . Las células de los nodulos linfaticos de
ratones inmunizados con los extractos solubles de estas especies, producen
concentraciones altas de IL-4 y esta actividad depende los glicanos intactos en el
extracto antigénico . Esta respuesta Th2 se observa alun en presencia del adyuvante
Th1 CFA (adyuvante completo de Freund), lo que indica la fuerte induccion de la
respuesta Th2 por parte de estos glicanos .

La posible actividad moduladora de los glicanos derivados de cestodos ha sido
pobremente estudiada. Reciententemente Alvarez y colaboradores, determinaron que
existe una continua liberacién de glicoconjugados por parte de Mesocestoides corti
hacia el tejido infectado y que estas moléculas son a su vez fagocitadas por células de
su hospedero . Aunque aun no existe evidencia directa de la actividad
inmunomoduladora de estos glicanos, es probable que pudieran influir sobre
elementos del sistema inmune y estar involucrados en la evasion del mismo por parte



del parasito, debido a su rapida y persistente liberacion y a su estrecho contacto con
células y tejidos del hospedero .

AAMO@ y Células Mieloides Supresoras en helmintiasis

Dependiendo del microambiente de citocinas, los macréfagos pueden diferenciarse en
distintos subtipos y llevar a cabo roles inmunologicos especificos.

Los AAM@ son un tipo distintivo de macréfagos que son activados por las citocinas IL-4
e IL-13, las cuales son producidas generalmente en respuestas tipo Th2 y que a
diferencia de los macrofagos clasicamente activados (CAM@ por sus siglas en inglés),
tienen propiedades anti-inflamatorias y de reparacion tisular . Estos macrofagos son
antagdénicamente regulados por citocinas Th1 pero a su vez, pueden modular este tipo
de respuesta e inhibir la proliferacion de células T . Los AAM@ expresan de manera
diferencial diversas moléculas tales como el receptor de manosa, Arginasa |, FIZZ1
(RELM-a) y Ym1 , que actualmente son utilizados como marcadores de la
diferenciacion de este tipo celular.

Los AAM@ son un tipo celular ampliamente observado en las infecciones con
helmintos; de hecho, existen reportes de su induccion en una gran variedad de estas
infecciones .

Aunque diferentes mecanismos y poblaciones celulares parecen contribuir en la
supresion inmune y en la respuesta Th2 observadas en las infecciones con helmintos ,
existe evidencia que indica que la induccién del tipo celular de los AAM@ es uno de los
mecanismos involucrados.

Por ejemplo, hace algunos anos se describié que la implantacion del nematodo B.
malayi en la cavidad peritoneal de ratones sanos induce el desarrollo de una potente
respuesta Th2 y la infiltracion estable de células de las cuales el tipo principal son
macrofagos F480+ . Estos macrofagos también poseen la habilidad de suprimir la
proliferacion de células T, en un mecanismo que requiere el contacto entre células y
de promover a su vez, la diferenciacion de células Th2 productoras de IL-4 mientras
que inhiben la de las células Th1 productoras de IFN-y . Posteriormente, estos
macrofagos serian identificados como AAM@ por su expresion de los genes Ym1'y FIZZ1
. Ademas, la infeccidn con Litomosoides sigmodontis, también recluta una poblacion
de AAM@ F480+, que inhiben la respuesta linfoproliferativa de células T CD4+ antigeno
especificas a través de un mecanismo que no depende de IL-10 o CTLA-4 aunque
podria parcialmente depender de TGF-B . Acorde con su activacion alternativa, en
ambos casos este tipo de macrofagos dependieron totalmente de la presencia de la
citocina IL-4 para la adquisicion de su caracteristica supresora .

Solo 4 dias después de la infeccion con N. brasiliensis, es posible observar un
incremento en la poblacion de AAM@ en ratones SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) , lo que sugiere que una fuente temprana de IL-4/1L-13 por parte
de células innatas puede ser suficiente para la diferenciacion de estos macrofagos.
Ademas, Fasciola hepatica induce el reclutamiento de AAM@ en la cavidad peritoneal
tan solo 24 horas después de la infeccion y esta respuesta se puede replicar tras la
inyeccion intraperitoneal de la molécula de excrecion/secrecion tioredoxina
peroxidasa de este parasito . Estos ejemplos indican que los AAM@ pueden expandirse



rapidamente en el sitio de invasion, dentro de los primeros dias posteriores a la
infeccion con los helmintos o a la exposicion con sus productos.

Alternativamente, una poblacion supresora que expresa F480, CD11b y Gr1 se ha
identificado en respuesta inmediata a la inyeccion en peritoneo de los glicanos LNFPIII
y LNNnT de S. mansoni. Estas células deprimen la proliferacion de linfocitos CD4+ o
CD8+ en respuesta a estimulos policlonales, lo cual es dependiente de la presencia de
NO e IFN-y y del contacto entre ambos tipos celulares . Estas células supresoras
producen concentraciones bajas de citocinas pro-inflamatorias; en cambio, la
produccion de IL-10 y TGF-B se encuentra elevada y en co-cultivo con linfocitos,
promueven una respuesta sostenida del tipo Th2 .

Se ha descrito la expansion de células con estos mismos marcadores en una gran
variedad de condiciones asociadas a la supresion de la respuesta inmune. Estas células
se han identificado en diversos tipos de cancer , tras dosis tolerizantes de super-
antigenos o tratamiento con ciclofosfamida , asi como en algunas infecciones por
protozoarios . En todos los casos, estas células suprimen la proliferacion de linfocitos
a través de diversos mecanismos en los que estan involucrados tanto factores solubles
como el contacto entre células . Por su actividad supresora y expresion del marcador
mieloide Gr1, actualmente este tipo celular es referido como células mieloides
supresoras (MSC por sus siglas en inglés) o MDSC (myeloid-derived suppressor cells).

TLRs y las moléculas de helmintos

La union de ligandos a moléculas que actlian como receptores en la superficie de las
células del sistema inmune, desencadena una serie de rutas bioquimicas que
transducen senales a su nucleo, las cuales inducen cambios en la expresion de genes,
lo que a su vez determina la variedad de respuestas que encontramos en el sistema
inmune.

Algunos reportes indican que la actividad inmunomoduladora de los productos de
helmintos parece depender, al menos en parte, de su interaccidon con receptores
especificos . Tal y como sucede para los productos derivados de virus, bacterias y
protozoarios, los antigenos de helmintos pueden interactuar con los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs por sus siglas en inglés) del huésped tales como
lectinas y los receptores tipo Toll (TLRs por sus siglas en inglés) .

La induccion de la produccion de citocinas, la presentacion de antigenos y otras
respuestas de las células del sistema inmune, ocurren principalmente y en general,
tras la union de los PRRs a patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs por sus
siglas en inglés) . Dentro de los PRRs, los mas estudiados han sido los TLRs. Los TLRs
son miembros de la superfamilia de moléculas TIR y senalizan a través del
reclutamiento de distintas proteinas adaptadoras de las cuales la mejor caracterizada
es MyD88 . A pesar de que los TLRs han sido ampliamente conocidos como receptores
de PAMPs que inducen respuestas tipo Th1 , algunas moléculas inductoras de
respuestas Th2 provenientes de helmintos también pueden ser reconocidas por éstos ,
e inclusive su actividad parece depender de los mismos .



Goodridge y colaboradores mostraron que la accion moduladora del antigeno de A.
viteae ES-62 sobre la secrecion de citocinas por macrofagos y DCs es mediada por la
molécula TLR-4 .

TLR-4 parece también ser indispensable para la acciéon moduladora del carbohidrato
LNFPIII de S. mansoni, ya que la actividad de esta molécula sobre las DCs y los efectos
asociados a la misma, dependen de la presencia de TLR-4 . A su vez, algunos estudios
con ratones TLR-2/ } mostraron que este receptor es activado por moléculas de liso-
fosfatidilserina de S. mansoni (lyso-PS) y que esta interaccion influye en la actividad
de las DCs . Ademas, el RNA de doble cadena de este mismo trematodo interactia con
TLR-3 . La falta de secrecion de IL-12 e IL-6 por parte de macrdfagos en ratones
MyD88('/') en respuesta a moléculas de S. mansoni , también sugiere que los TLRs
tienen un papel importante en la actividad de los productos de este helminto. Sin
embargo, la evidencia a este respecto es contradictoria ya que en un trabajo reciente
usando DCs de ratones TLR-4('/'), TLR-2/) o MyD88('/'), se demostré que la actividad
moduladora sobre la activacion de las DCs o la capacidad inductora de respuestas Th2
que posee el SEA, no requiere de ninguna de estas moléculas .

STAT-6 en las helmintiasis

El transductor de sefales y activador de la transcripcion-6 (STAT-6) es el miembro de
la familia de proteinas STAT que es activado por las citocinas IL-4 e IL-13 y que a su
vez es un componente esencial en la sefalizacion de estas citocinas al interior de la
célula . STAT-6 por tanto es una molécula indispensable en la diferenciacion de la
respuesta inmune hacia Th2 .

Como ya se menciond anteriormente, tanto la respuesta inmune tipo Th2 como la
induccién de AAM@ , son caracteristicas que juegan un papel determinante en las
helmintiasis y para el desarrollo de ambas, el papel de STAT-6 puede ser esencial
como molécula involucrada en la sefalizacion de las citocinas IL-4 e IL-13.

De hecho, la deficiencia de STAT-6 en las infecciones con helmintos inhibe la
diferenciacion de células T en células secretoras de citocinas tipo Th2 como IL-4, IL-5
e IL-10 y en algunos caso evita la expulsion de helmintos intestinales . Ademas, en
estudios con H. polygyrus se demostré que la sefalizacion del receptor de IL-4 a
través de la molécula STAT-6, es necesaria para la activacion alternativa de los
macrofagos .

Taenia crassiceps

Taenia crassiceps es un helminto cestodo cuyo estadio larvario puede establecerse y
reproducirse rapidamente por gemacion en la cavidad peritoneal de ratones y ratas
causando una infeccion cronica en los mismos. Este tipo de infeccion, es un modelo
de cisticercosis experimental ampliamente usado para estudiar la relacion huésped-
parasito en infecciones por cestodos .

En esta infeccion, T. crassiceps al igual que otros helmintos induce en su huésped una
respuesta polarizada hacia el tipo Th2 con linfoproliferacion suprimida ya sea ante
estimulos antigeno-especificos o antigeno-inespecificos como ConA o anti-CD3 y que
es atribuida al menos en parte a la baja produccion de IL-2 .



En las etapas tempranas de la infeccion (< 4 semanas), se observa una respuesta Th1
con concentraciones altas de IL-12, IFN-y, NO e IgG2a. Esta respuesta es reemplazada
por una respuesta inmune Th2 con concentraciones altas de IL-4, IL-13, 1gG1, IgE en la
etapa cronica de la infeccion (> 4 semanas) . Este cambio hacia una respuesta Th2,
correlaciona con un aumento en la carga parasitaria lo que indica una susceptibilidad
asociada a la respuesta Th2 y la resistencia dada por una respuesta temprana tipo Th1

La respuesta Th2 que favorece la susceptibilidad en esta infeccion, es 1nduc1da a
través de la sefalizacion por la molécula STAT-6. Los ratones STAT- 6(/") restrm en de
manera mas eficiente el crecimiento de T. crassiceps que los ratones STAT- 6+

este incremento en la resistencia coincide con el mantenimiento de la respuesta
inmune tipo Th1 y la presencia de CAM@ en la fase cronica de la enfermedad . De
hecho, la susceptibilidad mediada por STAT-6 esta relacionada al menos en parte con
la inhibicion de la produccion de NO por parte de los macrofagos .

Paralelamente al cambio en el ambiente de citocinas de Th1 a Th2, se observa un
cambio en el desarrollo de una poblacion celular de CAM@ F480+ a una de AAM@ F480+
. Esta ultima poblacion produce concentraciones altas de PGE2 e IL-6 y
concentraciones bajas de NO e IL-12 en comparacion con la poblacion de CAM@. Los
AAM@ pueden inhibir la proliferacion de células T de ratones inmunizados con
antigenos heterologos y promueven la produccion de IL-4 en respuesta a antigenos del
mismo parasito o a los antigenos no-relacionados. La actividad supresora de estos
AAM@, no se debe a su produccion de IL-6 o PGE2 aunque IL-6 si parece estar
relacionada con la polarizacion hacia Th2 . Asi mismo, la sefalizacion a través de la
molécula STAT-6 es necesaria para la expansion de estos AAM@ .

Al igual que otras infecciones por helmintos, la presencia de T. crassiceps puede
también modificar la susceptibilidad del huésped hacia otros patogenos. Por ejemplo,
esta infeccion altera la susceptibilidad y la respuesta inmune hacia parasitos no
relacionados como los protozoarios Trypanosoma cruzi , Leishmania major y
Leishmania mexicana .

Las proteinas presentes en la superficie de T. crassiceps son en su mayoria
inmunogénicas ya que pueden ser precipitadas con suero proveniente de animales
infectados y desde la primera semana de infeccion, ocurre una respuesta humoral
contra diversas moléculas de este parasito . La union de estas proteinas del parasito a
ciertas lectinas, sugirio la presencia de diferentes carbohidratos unidos que incluian
D-manosa y D-glucosa y posiblemente en menor cantidad N-acetilglucosamina y acido
sialico . Esto reforzo la teoria de Trimble y Lumsden de la existencia de anticuerpos
contra carbohidratos altamente inmunogénicos que eran continuamente liberados por
la larva de T. crassiceps . Un estudio mas reciente con analisis con espectometria de
masas, mostré que los metacestodos de T. crassiceps poseen diversos N-glicanos que
contienen principalmente fucosa, manosa, galactosa y N-acetilglucosamina
organizados en diversos tipos de estructuras . De hecho, se ha demostrado que los
antigenos con mayor antigenicidad provenientes de los metacestodos de T. crassiceps



y que pueden ser utilizados en el diagnodstico de la neurocisticercosis, son
glicoproteinas . Inclusive, los glicanos de este parasito pueden ser reconocidos por el
suero proveniente de ratones o humanos infectados con otros cestodos u otras clases
de helmintos .

Se ha observado, que los carbohidratos de T. crassiceps también juegan un papel en la
produccion de IL-6 e IL-10 por parte de células de bazo y esto se cree podria estar
relacionado con la induccion de la respuesta Th2 tipica de la infeccion .



4, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4.1. Justificacion

Los helmintos al igual que otros parasitos, han desarrollado complejos mecanismos de
evasion y modulacion de la respuesta inmune del hospedero.

Actualmente hay poca informacion acerca de como los helmintos pueden regular la
respuesta inmune de su huésped, induciendo un estado anti-inflamatorio generalizado
en donde la polarizacion hacia una respuesta tipo Th2, la proliferacion de linfocitos
disminuida y la expresion de tipos celulares como los AAM® son las caracteristicas
principales.

Algunos estudios muestran que moléculas presentes en los antigenos de helmintos,
poseen actividades inmunomoduladoras que pueden influir dichas respuestas en el
sistema inmune. La evidencia sugiere, que los carbohidratos en estos antigenos
pudieran tener uno de los papeles mas relevantes en esta modulacion. En este tema,
el grupo de los cestodos es para el cual contamos con menor informacion.

Este proyecto se plantea con la idea de obtener conocimiento relacionado con la
posible actividad de los antigenos glicosilados derivados del helminto cestodo Taenia
crassiceps, en la regulacion del sistema inmune de su hospedero. Los posibles
hallazgos ademas de responder cuestiones basicas en la inmunoparasitologia, podrian
en un futuro ser (tiles en el desarrollo de vacunas mas efectivas asi como en el
desarrollo de inmunomoduladores que resultarian de gran utilidad en la terapia de
patologias que tienen su origen y desarrollo en el descontrol de la respuesta inmune.

4.2. Pregunta de investigacion
;Los antigenos glicosilados del helminto Taenia crassiceps poseen efectos moduladores
sobre el sistema inmune? ;A través de cuales mecanismos?

4.3. Hipétesis

Los antigenos glicosilados presentes en el helminto T. crassiceps poseen actividad
moduladora sobre el sistema inmune, que se refleja en la induccion de respuestas
asociadas a la infeccion con este parasito, tales como la polarizacion de la respuesta
inmune hacia Th2, la disminucion en la respuesta linfoproliferativa y la induccion de
AAMO.

Moléculas con relevancia en las infecciones con helmintos como STAT-6 y TLR-4 estan
involucradas en la actividad moduladora de los antigenos glicosilados de T. crassiceps.

4.4. Objetivos Generales
-Determinar si los carbohidratos en el antigeno total soluble de T. crassiceps poseen
actividad moduladora sobre el sistema inmune.

-Determinar algunos de los mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo esta
actividad moduladora.



4.5. Objetivos Particulares
-Determinar el tipo y actividad de la o las poblaciones celulares que responden
tempranamente a la inyeccion de antigenos solubles de T. crassiceps

-Determinar el papel de los carbohidratos presentes en los antigenos en esta
respuesta temprana

-Evaluar el papel de la molécula STAT-6 en el reclutamiento y actividad de la o las
poblaciones celulares que responden tempranamente a la inyeccion de antigenos
glicosilados de T. crassiceps.

-Determinar el tipo de respuesta inmune tardia que se monta hacia un antigeno
heterdlogo en presencia de los antigenos solubles de T. crassiceps.

-Determinar el papel de los carbohidratos en estos antigenos en esta respuesta tardia.

-Evaluar la induccion de macrofagos alternativamente activados en la respuesta
temprana y tardia hacia los antigenos glicosilados de T. crassiceps.

-Evaluar indirectamente la participacion de TLR-4 en la respuesta temprana y tardia
hacia los antigenos glicosilados de T. crassiceps.



5. MATERIALES y METODOS
Estos pueden consultarse en detalle en los articulos anexos que son la parte central
de la tesis.



6. RESULTADOS

6.1. Respuesta temprana a antigenos derivados de metacestodos de

T. crassiceps.

Resumen de hallazgos descritos en el articulo:

Gomez-Garcia L., Lopez-Marin M.L., Saavedra R., Reyes J.L., Rodriguez-Sosa M. and
Terrazas L.l. (2005). Intact Glycans from Cestode Antigens are involved in Innate
Activation of Myeloid Suppressor Cells. Parasite Immunology, 27:395-405.

Algunos aspectos de la respuesta inmediata hacia los antigenos solubles de T.
crassiceps y en particular el papel de los carbohidratos en este extracto se evaluaron
en esta primera parte del proyecto.

-El extracto soluble de metacestodos de T. crassiceps contiene glicanos que
pueden ser alterados en su porcion glicosidica a través del tratamiento con
metaperiodato de sodio.

Hallazgos previos en el estudio de antigenos de trematodos y nematodos, reportaron
que el tratamiento con metaperiodato de sodio (NalO4) modifica la estructura
conformacional de los glicanos en los antigenos de estos parasitos, sin afectar la parte
proteica de los mismos . Basados en esas observaciones, nosotros desarrollamos un
tratamiento similar para los antigenos solubles de T. crassiceps. Fueron analizados por
SDS-PAGE, el antigeno total soluble derivado de este parasito, el mismo antigeno total
soluble pero tratado con NalO4, asi como el antigeno control del tratamiento con
NalO4 (mock). Observamos que los tres distintos extractos antigénicos, presentaron un
corrimiento de proteinas en el que se visualizaron 25 bandas que conservaron la
misma intensidad, tamano y forma en todos los antigenos (ver en Articulo 1, Fig 1(b), Art
2, Fig 1(a)). En el analisis de Lectin-Blot (para determinar glicoproteinas) se observaron
entre 10 y 11 bandas a las cuales se unio la lectina Concanavalina-A(Con-A) (Art 1, Fig
1(b), Art 2, Fig 1(b)), demostrando que estas bandas corresponden a glicoproteinas
presentes en el antigeno soluble de T. crassiceps.

El tratamiento del antigeno con NalO4 aboli6 la union de ConA a estas glicoproteinas,
mientras que esta union permanecio en el extracto control del tratamiento con
metaperiodato y en el extracto de antigenos solubles que no recibieron tratamiento
alguno (Art 1, Fig 1(b), Art 2, Fig 1(b)). Estos resultados indicaron que las proteinas en el
extracto soluble de los metacestodos de T. crassiceps, contienen carbohidratos que
pueden ser oxidados y que al suceder esto, pierden la configuracion necesaria que les
permite su unién a otras moléculas como la ConA.

El método de remocion de los carbohidratos en la proteina a través de tratamiento
enzimatico también fue evaluado. Se observo que a pesar de ser la enzima glicosidasa
F altamente efectiva en la remocion de los carbohidratos, este tratamiento también
afecto drasticamente la parte proteica de los antigenos ya que diversas bandas
desaparecieron por completo o disminuyeron su intensidad cuando se analizaron por
PAGE. Por esto, dicho método no resulté de utilidad para nuestros experimentos.



-Induccién de células mieloides supresoras por el antigeno total soluble con
carbohidratos intactos de T. crassiceps.

Aunque diversos tipos celulares estan involucrados en la respuesta hacia los antigenos
de helmintos , los AAM@ y células innatas supresoras se han descrito como
importantes en estas infecciones en parte debido a que ambos pueden inhibir la
proliferacion de linfocitos activados . Los AAM@ y células innatas supresoras, pueden
expandirse de forma casi inmediata en algunas infecciones con helmintos o tras el
indculo de algunos antigenos de los mismos parasitos .

En este proyecto estudiamos el reclutamiento celular temprano que se da en el sitio
de indculo (peritoneo) del antigeno total soluble con carbohidratos intactos de T.
crassiceps, analizando el fenotipo de las células reclutadas a través de citometria de
flujo y evaluando la posible actividad supresora de estas células peritoneales sobre la
proliferacion de linfocitos CD90+. Para alcanzar lo anterior, se inyectaron i.p. 50 ug
de antigenos solubles de T. crassiceps y se recuperaron las células del exudado
peritoneal (PECs por sus siglas en inglés) presentes a las 18 horas post-indculo.

En respuesta a la inyeccion de los antigenos solubles de T. crassiceps se observé el
reclutamiento/expansion de distintas poblaciones celulares sin embargo; la mas
caracteristica fue una poblacion de células con marcada expresion de las moléculas
F4/80 y Gr1 en su membrana. Entre un 20-25% de las células de tamaio grande y
altamente granulosas presentaron dicho fenotipo (Art 1, Fig 2(a)). En cambio en los
animales que recibieron solo solucion salina, observamos que las células con este
fenotipo representaron solamente entre un 8-9% de la poblacién celular total (Art 1,
Fig 2(d)), indicando que la expansion de células F480+/Gr1+ es debida a la presencia
de los antigenos de T. crassiceps en el peritoneo de estos animales.

Células positivas para F480 y en particular para el marcador de células mieloides Gr1
(Ly-6C), han sido reportadas en diversas condiciones en donde el sistema inmune se
encuentra bajo estimulos que pueden promover inmunosupresion, desde diversos tipos
de cancer hasta algunas infecciones por protozoarios . A esta poblacion se le ha
denominado células mieloides supresoras (MSC) debido a su capacidad para suprimir
en todos los casos, la respuesta proliferativa de linfocitos.

A fin de determinar si las células peritoneales inducidas en respuesta a la inyeccion de
antigenos solubles de T. crassiceps y con fenotipo de MSC poseian actividad supresora,
se llevaron a cabo co-cultivos en relaciones descendentes de las PECs de ratones
inyectados con antigenos y linfocitos CD90+ purificados de bazo de animales sanos y
estimulados in vitro con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28.

Se observd que con respecto a los controles, la proliferacion de los linfocitos en
respuesta al estimulo policlonal fue significativamente menor en todas las relaciones
PECs:CD90+ probadas, donde una relacién de 1 PEC versus 4 linfocitos CD90+ inhibid
hasta un 90% la proliferacion esperada (Art 1, Fig 3).

Ahora bien, dada la importancia que han adquirido los carbohidratos en la regulacion
de la respuesta inmune en infecciones por helmintos, quisimos evaluar si éstos



podrian estar involucrados tanto en el reclutamiento celular como en el efecto
supresor observado en respuesta a los antigenos solubles de T. crassiceps.

Cuando los carbohidratos en el antigeno total soluble fueron oxidados con NalO4 e
inoculados en peritoneo, no se observé la expansion de células F4/80+/Gr1+ en las
PECs de estos animales, de hecho el nUmero de células con este fenotipo fue
marcadamente similar al de los animales control (inyeccidn con sol. salina),
encontrandose en ambos grupos un numero de células F480+/Gr1+ que equivale a
menos de la mitad del de las células expandidas en el caso de la inyeccion con
antigenos con glicanos intactos (Art 1, Fig 2). Este hallazgo indica, que en la respuesta
celular temprana hacia los antigenos solubles de T. crassiceps, los carbohidratos en
dicho extracto poseen un papel esencial. Ademas, las PECs inducidas en los ratones
que recibieron estos antigenos oxidados, no suprimieron la proliferacion de los
linfocitos CD90+, observandose que éstos proliferaron de manera similar a los
linfocitos de cultivos con PECs extraidas de ratones que solo recibieron solucion salina
o de manera similar a los linfocitos cultivados sin PECs (Art 1, Fig 3), resultados que
implican nuevamente a los glicanos presentes en los antigenos de T. crassiceps como
esenciales en la expansion temprana de células que en este caso poseen actividad
supresora.

En las helmintiasis, varios mecanismos parecen estar involucrados en la baja
respuesta linfoproliferativa cominmente observada. La secrecion de factores solubles
como IL-10 u NO son algunos de ellos. Debido a que las células reclutadas en
respuesta a los antigenos glicosilados poseian actividad supresora sobre la
proliferacion policlonal de linfocitos, evaluamos si esta supresion se debia a la accion
de un componente soluble que estas células pudiesen estar secretando o el
mecanismo dependia de moléculas de superficie en las PECs y linfocitos que pudieran
entrar en contacto. Para responder esta pregunta, se realizaron nuevamente co-
cultivos en los que se colocé una membrana en la placa de cultivo para evitar el
contacto entre las PECs y los linfocitos, pero permitiendo a su vez la difusion de
factores solubles.

La inhibicion de la proliferacion observada por las células inducidas post-inoculo del
antigeno soluble con carbohidratos intactos, se abolié al no existir contacto entre los
linfocitos y las PECs (Art 1, Fig 5(c)), demostrando que el mecanismo a través del cual
las PECs inhiben la proliferacion de linfocitos CD90+ depende del contacto entre estas
poblaciones.

-Las PECs expandidas en respuesta a los antigenos con carbohidratos intactos de
T. crassiceps no son AAM@.

Ya que las células inducidas en respuesta a los antigenos glicosilados fueron positivas
para el marcador F480, un marcador asociado al linaje de los macrofagos y que un
tipo de macrofagos, los AAM@, son un tipo celular importante en la inhibicion de la
respuesta inmune observada en la infeccion con T. crassiceps, era probable que las
células expandidas en respuesta a los antigenos glicosilados de este parasito fueran
AAM@ y no MSC.



Se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR para evaluar la expresion de los genes de la
molécula sintetasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), asociada al fenotipo de los CAM@
y de las moléculas Ym1, FIZZ1, Arginasa 1 e IL-10 como marcadores de AAM@.

En estos experimentos se observo, que las PECs de los animales inoculados con
antigeno intacto o con antigeno con carbohidratos oxidados o con solucion salina, no
expresaron de manera diferencial ninguno de los marcadores ya sea de CAM@ o de
AAM@, descartando que las células inducidas en respuesta a los antigenos solubles y
glicosilados de T. crassiceps sean macrofagos clasica o alternativamente activados (Art
1, Fig 4).

-La induccion y actividad supresora de las MSC inducidas por los antigenos
glicosilados de T. crassiceps no dependen de STAT-6.

El transductor de sefales y activador de la transcripcion-6 (STAT-6) es un componente
esencial en la sefalizacion de las citocinas IL-4 e IL-13. En particular en la infeccion
con T. crassiceps, esta molécula es esencial en la induccion de la respuesta Th2 y en
la expansion de los AAM@ .

Para determinar si STAT-6 participaba en la expansion y actividad de las células
peritoneales expandidas por los antigenos glicosilados de T. crassiceps, se llevaron a
cabo los experimentos antes mencionados pero esta vez utilizando ratones deficientes
en el gen STAT-6 y su respectivo control. En ratones STAT-6('/'), observamos que la
expansion de las células F480+/Gr1+ y la actividad supresora contacto-dependiente de
las PECs no se modifico (Art 1, Fig 6), descartando asi la participacion de esta molécula
en el o los mecanismos involucrados en la induccion y actividad de las células
peritoneales supresoras.

-La sefalizacion clasica del TLR-4 no participa en la respuesta temprana inducida
por los antigenos glicosilados de T. crassiceps.

Debido a que algunos trabajos recientes implican al receptor TLR-4 en el
reconocimiento y actividad de algunos antigenos de helmintos , se evalud la
participacion del mismo en la respuesta inmediata hacia los antigenos glicosilados de
T. crassiceps. Utilizando ratones de la cepa C3H/HelJ, los cuales poseen una mutacion
espontanea del gen tlr-4 que da como resultado la expresion de un receptor TLR-4 no
funcional en su senalizacion para LPS , se evaluo si la actividad supresora contacto-
dependiente de las PECs y la expansion de las células F480+/Gr1+ en respuesta a los
antigenos glicosilados de T. crassiceps sufria alguna modificacion en estos ratones. Los
resultados muestran que la expansion de la poblacion F480+/Gr1+ y la actividad
supresora de las PECs, se da en igual magnitud en los ratones C3H/HeJ a la expansion
observada que en los ratones con genotipo silvestre (Art 1, Fig 5), indicando que la
senalizacion clasica de este receptor no es necesaria para el reclutamiento de la
poblacion F480+/Gr1+ o de la actividad supresora de las células peritoneales.



6.2. Modulacioén de la respuesta inmune adaptativa hacia antigenos

hetérologos por antigenos glicosilados derivados de T. crassiceps.

Resumen de hallazgos descritos en el articulo:

Gomez-Garcia L., Rivera-Montoya I., Rodriguez-Sosa M. and Terrazas L.l. (2006).
Carbohydrate Components of Taenia crassiceps metacestodes display Th2-adjuvant
and anti-inflammatory properties when co-injected with bystander antigen.
Parasitology Research. 99: 440-448.

La induccion de una respuesta inmune Th2 es una caracteristica principal en las
infecciones por helmintos. Esta respuesta Th2 puede ser dirigida hacia los antigenos
de estos parasitos o hacia antigenos no-relacionados , lo que sugiere un posible papel
adyuvante de los antigenos de helmintos en la induccién de la respuesta Th2.

Asi, la segunda parte de este proyecto se enfoco en determinar si los glicanos
presentes en el antigeno de T. crassiceps, tienen un papel en la induccion de una
respuesta adquirida tipo Th2 hacia un antigeno no relacionado como lo es la
Ovalbumina (OVA), utilizando como caracteristicas distintivas de este tipo de
respuesta, a la produccion elevada de algunas citocinas tales como IL-4 e IL-5 y de los
anticuerpos IgE e IgG1 junto a la produccion menor de la citocina Th1 IFN-y y del
anticuerpo IgG2a.

-El antigeno total soluble de T. crassiceps actiua como adyuvante en la induccion
de una respuesta Th2 y esta actividad depende de los carbohidratos en el
extracto.

Ratones transgénicos DO11.10, los cuales expresan un receptor de T con especificad
por el péptido OVA323-339, fueron inyectados en tres ocasiones con intervalos de una
semana con 50ug de antigeno total soluble de T. crassicepso antigeno total soluble
tratado con NalO4 o antigeno control del tratamiento con NalO4 (mock) o solucion
salina, junto con 10ug del péptido OVA323-339. Los ratones fueron sangrados
semanalmente via la vena caudal y una semana después de la ultima inyeccion fueron
sacrificados y las células de bazo fueron aisladas.

Los titulos de anticuerpos IgG1 e IgG2a especificos para OVA fueron determinados por
ELISA. En estos analisis se observo, que tanto en el grupo de animales inyectados con
el antigeno total con carbohidratos intactos + OVA323-339 como en el grupo tratado
con mock + OVA323-339, hubo un incremento estadisticamente significativo en los
titulos del isotipo IgG1 anti-OVA con respecto a los titulos observados tanto en el
grupo de animales que recibié antigenos con glicanos alterados + OVA323-339, como en
el que recibi6 solucion salina + OVA323-339 (grupo control). En cambio, el isotipo IgG2a



en los dos primeros grupos, se encontro en titulos similares a los titulos del grupo
control. Con respecto a los titulos de IgE total, isotipo caracteristico de la respuesta
inducida por los helmintos, se observo nuevamente un incremento significativo en los
grupos con glicanos intactos respecto a los otros grupos (Art 2, Fig 2).
Interesantemente, la situacion contraria tanto en lo que respecta a 1gG1, 1gG2a, como
a IgE fue observada en el grupo de animales inoculados con antigeno total soluble con
los glicanos oxidados donde el titulo de IgG2a fue significativamente mayor y los de
IgG1 e IgE fueron similares a los del grupo control (Art 2, Fig 2), sugiriendo asi que los
glicanos presentes en el antigeno soluble de T. crassiceps juegan un papel en la
induccion de anticuerpos asociados con las respuestas Th2 y por ello, en la
polarizacion de la respuesta inmune caracteristica de la infeccion con este parasito.
Asi mismo, se determind si los carbohidratos presentes en los antigenos de T.
crassiceps inducen la expresion de las citocinas asociadas con una respuesta
polarizada hacia Th2 en las células de bazo in vivo. Se analizaron por RT-PCR en
tiempo real los transcritos de la citocinas caracteristicas de las respuestas Th1y Th2
(IFN-y e IL-4 respectivamente) en estas células y se observé que cuando los animales
recibieron antigenos con glicanos que fueron oxidados, en las células de bazo hubo un
incremento en los transcritos de IFN-y mientras que en los transcritos de IL-4 se dio
un incremento minimo. En cambio, en los grupos de animales inoculados con antigeno
con carbohidratos intactos ocurrio lo contrario, observandose un incremento
importante en los transcritos de IL-4 y uno mucho menor en los de IFN-y, sugiriendo
nuevamente un papel determinante de los glicanos en el desarrollo de la respuesta
tipo Th2 (Art 2, Fig 4).

A fin de investigar el alcance del efecto de los carbohidratos en la generacion de
respuestas Th2, las células de bazo fueron re-estimuladas in vitro con OVA y se
determiné su capacidad proliferativa asi como la produccion de citocinas tipicas
encontradas en la respuesta Th2 contra helmintos tales como IL-4, IL-5 e IL-10 y la de
la citocina Th1 IFN-y.

Las células provenientes de todos los grupos inmunizados y controles proliferaron
eficientemente en respuesta a la estimulacion in vitro con OVA. Sin embargo, se
encontré que la secrecion de IL-4, IL-5 e IL-10 fue mayor para las células de bazo
provenientes de los ratones inoculados con OVA y antigeno con carbohidratos intactos,
respecto a los sobrenadantes de células de bazo de ratones inoculados con OVA mas
antigenos con carbohidratos alterados. En cambio, la produccion de IFN-y se encontré
disminuida cuando los carbohidratos estaban intactos y elevada cuando estas
moléculas habian sido alteradas, ratificando el papel de los glicanos en los antigenos
de T. crassiceps como posibles inductores de la respuesta Th2 (Art 2, Fig 5).

-Los carbohidratos en el antigeno total soluble de T. crassiceps inducen la
expresion de AAM@ y de citocinas anti-inflamatorias in vivo.

Para establecer si existia induccion de AAM@ en respuesta a los antigenos de T.
crassiceps y si tal induccion estaba ligada a los antigenos glicosilados del parasito, se
determind por RT-PCR en tiempo real la expresion relativa de los genes de las
moléculas Arginasa 1, de la lectina Ym1 y del receptor de manosa en las células de



bazo de los animales inyectados con los distintos antigenos. La expresion del gen de
iNOS se utilizo como marcador de la induccion CAM@. Ademas, también se determind
la expresion de las citocinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-B en las mismas células.
Se observo que los antigenos solubles de T. crassiceps, inducen la expresion de los
marcadores de los AAM@ en bazo y que los glicanos en los antigenos del parasito, son
criticos en la induccion de estos marcadores, ya que la expresion de éstos se
incremento en la células de bazo provenientes de los ratones inyectados con
antigenos intactos + OVA323-339 con respecto a aquéllos que recibieron antigenos
oxidados + OVA323-339 0 al grupo control (Art 2, Fig 6).

La expresion de los transcritos de las citocinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-B
también se encontré elevada en las células de los animales que recibieron el antigeno
con glicanos no oxidados, lo cual también sugiere un papel de estos antigenos en la
induccion de estos factores anti-inflamatorios (Art 2, Fig 6).

-La sefalizacion clasica del TLR-4 no participa en la respuesta tardia inducida por
los antigenos glicosilados de T. crassiceps.

Se evallo la posible participacion de la molécula TRL-4 en la respuesta Th2/anti-
inflamatoria inducida por los antigenos glicosilados de T. crassiceps. Encontramos que
en ratones C3H/HeJ, estos antigenos inducen al igual que en ratones Balb/c, el
aumento en los titulos del isotipo asociado a Th2, I1gG1, asi como de la citocina anti-
inflamatoria TGF-B y a su vez la disminucion de los transcritos de las moléculas pro-
inflamatorias IFN-y e iNOS (Art 2, Fig 7). Estos resultados sugieren, que la sehalizacion
clasica del receptor TLR-4 no tiene un papel en la modulacién del sistema inmune,
que ocurre tras la inyeccion repetida de los antigenos glicosilados de T. crassiceps.



7. DISCUSION GENERAL

En este trabajo se estudi6 la posible actividad moduladora de los carbohidratos
presentes en el antigeno total soluble del cestodo T. crassiceps sobre el sistema
inmune.

Actualmente es claro que las interacciones tempranas entre los elementos del sistema
inmune y los patdgenos son cruciales en el desarrollo de la respuesta contra éstos .
Debido a lo anterior, han sido probadas diversas substancias derivadas de los
helmintos parasitos como posibles activadores de células asociadas a la respuesta
inmune innata .

Primeramente, en este estudio observamos que de forma temprana tras la inyeccion
peritoneal de antigenos solubles con glicanos intactos de T. crassiceps, se dio una
expansion de células peritoneales que expresan las moléculas F480 y Gr1 y que
inhibieron la respuesta proliferativa de linfocitos activados. Estas células peritoneales
poseen una fuerte actividad supresora ya que la respuesta linfoproliferativa fue
inhibida hasta un 50% en la relacion de 1PEC:32 linfocitos y hasta un 90% en la
relacion 1:4.

Interesantemente, cuando los carbohidratos en el antigeno total soluble de T.
crassiceps son oxidados, la poblacion de células peritoneales tuvo una reduccion casi
total en la expresion de F4/80 y Gr1 y ademas no suprimieron la proliferacion de
linfocitos, observandose una respuesta similar a la de los controles. Esto demostro
que los glicanos intactos en el antigeno total soluble de T. crassiceps, pueden modular
la respuesta inmune innata contra antigenos del parasito, induciendo la expansion de
células peritoneales que expresan las moléculas F4/80 y Gr1 y que poseen actividad
supresora sobre la proliferacion de linfocitos.

Diversos estudios han reportado la inhibicion de la proliferacion de células T, por una
poblacion con morfologia mieloide identificada fenotipicamente como CD11b+/Gr1+ o
F4/80+/Gr1+ , las cuales fueron referidas como células supresoras naturales (MSC).
Estas células son conocidas por su acumulacion en érganos linfoides bajo condiciones
de intensa activacion del sistema inmune y parecen mediar al menos en parte, la
inmunosupresion en una gran variedad de condiciones tales como diversos tipos de
cancer , tumores , uso de ciclofosfamida o dosis tolerizantes de super-antigenos y
algunas infecciones con protozoarios . Por fenotipo y funcion, es altamente probable
que la poblaciéon F480+/Gr1+ observada en nuestro estudio, pertenezca a esta misma
poblacién de células supresoras naturales o MSC. Ya que esta expansion depende de
los carbohidratos intactos en el antigeno; el reclutamiento de estas MSC es un
fenomeno que es modulado por los antigenos glicosilados de T. crassiceps.

La rapida expansion de células F4/80+/Gr1+ ha sido previamente reportada usando
dos gliconjugados sintéticos que simulan a carbohidratos expresados de manera
natural en S. mansoni . Los datos obtenidos en este proyecto, refuerzan el papel
relevante de los carbohidratos presentes en los antigenos de los helmintos, como
componentes moduladores de la respuesta inmune innata.



Sin embargo, contrario a estos estudios en donde los factores solubles IFN-y y NO
fueron los principales elementos responsables de la actividad supresora de las células
Gr1 , nosotros demostramos que este efecto funciona a través del contacto directo
entre las células y no de la liberacion de factores solubles, estableciéndose una clara
diferencia entre los mecanismos de supresion inducidos entre los carbohidratos de S.
mansoni y los de T. crassiceps.

Alternativamente, es probable que tanto factores solubles como el contacto entre
células sean necesarios para la actividad supresora de estas células, ya que existen
reportes en los que se observd que el contacto celular es necesario para que las
células supresoras secreten las concentraciones necesarias de factores solubles como
NO y especies de oxigeno reactivo que directamente inhibiran la proliferacion de los
linfocitos . Las integrinas CD11b, CD18 y CD29 podrian ser las involucradas en el
incremento de estos factores .

Por tanto, aunque sabemos que las células peritoneales que responden a los antigenos
glicosilados de T. crassiceps inhiben la proliferacion de los linfocitos T a través de un
mecanismo que requiere el contacto entre las células supresoras y los linfocitos, se
requieren mas estudios para determinar el mecanismo exacto a través del cual se da
esta supresion.

Los AAM® son un tipo celular que se observa cominmente en las infecciones con
helmintos y que tiene un papel importante en las mismas . En particular, la infeccion
peritoneal con T. crassiceps induce su expansion y estos AAM®, tienen actividad
supresora sobre la proliferacion de linfocitos . Esto nos indicaba, que las células
peritoneales que responden a los antigenos con glicanos intactos de T. crassiceps, que
a su vez expresan la molécula F4/80 (marcador tipico de macrofagos) y que poseen
actividad supresora sobre la proliferacidon de linfocitos, pudieran pertenecer al tipo de
los AAM® y no MSC. Utilizando la expresion de moléculas asociadas a los AAM® como
marcadores, evaluamos si las células inducidas en respuesta a los antigenos con
glicanos intactos de T. crassiceps pertenecian a este tipo celular. Observamos que las
células peritoneales que responden tempranamente (18 h) a la inoculacion de los
antigenos glicosilados de T. crassiceps, no expresaron de manera diferencial las
moléculas asociadas con el fenotipo de los AAM®, descartando de esta forma que
dichas células peritoneales pertenezcan a este tipo celular y reafirmando
indirectamente su fenotipo de MSC.

En este contexto, durante la cuarta semana de la infeccion con T. crassiceps, Brys y
colaboradores observaron la expansion de células CD11b+/Gr1+ que poseian actividad
supresora sobre la proliferacion de linfocitos y que a su vez, expresaban las mismas
moléculas asociadas a la activacion alternativa de los macrofagos . Por su expresion
de Gr1, estas células se definieron como células mieloides supresoras con fenotipo de
“activacion alternativa”, indicando que es posible observar la expresion conjunta de
los marcadores de MSC y de AAM® en un tipo celular.

En el presente estudio, aunque las células peritoneales con actividad supresora fueron
positivas para el marcador F4/80 y el marcador Gr1, éstas no expresaron los
marcadores tipicos de “activacion alternativa” como en el caso del estudio de Brys y



colaboradores, donde las células Gr1+ son células mieloides supresoras o inclusive
como en el caso del estudio de Rodriguez-Sosa et. al., en el cual las células F480+ son
AAM® que también poseen actividad supresora . Es factible, que estas discrepancias
se deban a que en los trabajos de Brys et al. y Rodriguez-Sosa et al., la expansion de
las células positivas para los marcadores de AAM® fue inducida por la infeccion
patente con el parasito y el analisis se hizo después de varias semanas del transcurso
de la infeccion, mientras que en este trabajo las células caracterizadas son células
presentes en peritoneo tan solo 18 horas después del in6culo de solo una fraccion
antigénica del parasito.

Cabe resaltar, que en este estudio también observamos que en el bazo de ratones
inyectados en tres ocasiones con intervalos de una semana con los antigenos
glicosilados de T. crassiceps, si hay sobre-expresion de los marcadores tipicos de los
AAMO® en los esplenocitos. Es por tanto también probable, que en el transcurso ya sea
de la infeccidon o de la exposicion con los antigenos glicosilados de T. crassiceps, la
expresion de los marcadores Gr1, F4/80 o de los asociados con los AAM® se
modifique, y lo que observemos a distintos tiempos o en distintos sitios en una
infeccion con T. crassiceps o tras la inyeccidon de sus antigenos, sea simplemente un
mismo tipo celular en diferentes momentos de maduracion o alternativamente, tipos
celulares que no comparten un precursor pero que si comparten la expresion de
ciertas moléculas. Independientemente de si los tipos celulares observados en este
estudio comparten o no el mismo precursor, nuestros hallazgos si indican que distintas
poblaciones celulares con distintas propiedades, pueden inducirse en respuesta a los
antigenos glicosilados de T. crassiceps y que ésto dependera del tiempo de exposicion
a los mismos. En concordancia con ello, Taylor y colaboradores describieron que la
infeccion con Litosomoides sigmodontis, puede inducir la expresion de macrofagos
F480+ con distintas actividades dependiendo del tiempo de infeccion transcurrido .
Aunque no se determiné el papel directo de los AAM® inducidos por los antigenos con
carbohidratos intactos de T. crassiceps, es posible que al igual que en la infeccion,
éstos sean un tipo celular que promueve la polarizacion de la respuesta inmune hacia
Th2 y que tiene también, actividad supresora sobre la proliferacion de linfocitos in
vitro .

Ademas, la expresion y secrecion de TGF-B e IL-10 por los esplenocitos de los
animales que recibieron repetidamente el antigeno con carbohidratos intactos,
concuerda con la actividad anti-inflamatoria reportada para los AAM® . Es por esto
probable, que las células que estan expresando estas citocinas sean los AAM®
inducidos en bazo en respuesta a los antigenos con glicanos intactos.
Independientemente del tipo celular que secreta las citocinas IL-10 y TGF-B8 en los
bazos de estos ratones, es claro que los antigenos con glicanos intactos de T.
crassiceps inducen la expresion de factores anti-inflamatorios que pudiesen contribuir
a la depresion de la respuesta inmune que se observa en la infeccion con este parasito
o en la induccion de la respuesta Th2 al influir negativamente en la respuesta Th1. De
hecho, en la infeccidn con T. crassiceps se observa una elevada produccion de IL-10,
de la cual depende la marcada disminucién de la respuesta Th1 .



STAT-6 es una molécula importante en las infecciones con helmintos debido a su
papel en la induccion de respuestas Th2 y en la expresion de AAM® con actividad
supresora sobre la proliferacion de linfocitos . En la infeccion peritoneal con T.
crassiceps esta molécula también participa en la induccion de dichos fenomenos .

En este trabajo se evalud si STAT-6, es una molécula que esté involucrada en la
respuesta temprana hacia los antigenos glicosilados de T. crassiceps es decir, con la
induccion de la poblacion F480+/Gr1+ y con la actividad supresora contacto
dependiente de las células peritoneales previamente descritas en este trabajo.
Observamos que ni la expansion de las células F480+/Gr1+, ni la actividad supresora
contacto-dependiente, se modificaron en ratones STAT-6!""") inoculados con el
extracto antigénico con carbohidratos intactos de T. crassiceps, descartando el papel
de esta molécula en la senalizacion requerida para la expansion de las células
mieloides con actividad supresora. A su vez, esta observacion concuerda con nuestros
resultados previos donde las PECs inducidas en respuesta a los antigenos con glicanos
intactos, no expresan los marcadores de AAM@ ya que se sabe, que la molécula
STAT-6 es necesaria para la expresion de este tipo de macréfagos .

Aunque en algunos estudios se ha observado que la secrecién de IL-4 esta involucrada
en la inhibicion de la proliferacion de linfocitos probablemente a través de la
induccion de AAM@ , indirectamente nuestros estudios indican que es poco probable
que esta citocina juegue un papel en la induccion de las células peritoneales 2/ en su
actividad supresora ya que las PECs provenientes de los ratones STAT-6 1) se
expanden de igual forma e inhiben la proliferacion de los linfocitos al igual que las
PECs de ratones silvestres.

En la primera parte de este trabajo, observamos que los carbohidratos intactos en el
antigeno total soluble de T. crassiceps juegan un papel determinante en la
modulacion de algunas de las caracteristicas de la respuesta inmune inicial contra los
antigenos de este parasito.

Nuestro segundo enfoque consistié en determinar si el extracto soluble de antigenos
de T. crassiceps y en particular los carbohidratos presentes en éste, participan en la
modulacién de la respuesta inmune tardia la cual en esta infeccion y en general en las
infecciones por helmintos, se caracteriza por la polarizacion de la respuesta inmune
hacia un tipo Th2 con produccion elevada de citocinas tales como IL-4, IL-5 e IL-10 y
de los anticuerpos IgE e 1gG1 asi como la disminucion paralela de la respuesta Th1 .
Como se mencion6 anteriormente, esta respuesta Th2 puede extenderse a la
respuesta que se monta hacia otros antigenos, sugiriendo que estas moléculas poseen
la capacidad de modular el sistema inmune del huésped actuando como adyuvantes
en la polarizacion hacia Th2 . En este trabajo evaluamos la actividad adyuvante de los
antigenos con glicanos intactos de T. crassiceps, en la induccion de una respuesta
Th2.

Observamos, que posterior a la inyeccion con antigenos de T. crassiceps que poseen
carbohidratos intactos mas un antigeno heterélogo, en este caso OVA323-339, ocurrio
un incremento sistémico en los titulos de los anticuerpos OVA-especificos de la



subclase IgG1 y un aumento en los niveles de IgE total, asi como en la expresion de las
citocinas IL-4 e IL-5 en esplenocitos, parametros que nos indican que una respuesta
Th2 esta presente en estos ratones. Esta respuesta Th2 se dio paralelamente a la
inhibicion de la respuesta Th1 ya que estos mismos ratones muestran una disminucion
del isotipo IgG2a y de la citocina IFN-y.

La induccion de la respuesta Th2, resultdé dependiente de los carbohidratos presentes
en el antigeno soluble de T. crassiceps, ya que el tratamiento con metaperiodato
invierte esta respuesta observandose la induccion de una respuesta Th1 y la inhibicion
de la respuesta Th2 cuando los carbohidratos perdieron su configuracion
tridimensional.

La capacidad de polarizar la respuesta hacia Th2, mediada por los carbohidratos en el
extracto antigénico, estaba “impresa” en los esplenocitos y es antigeno-especifica ya
que cuando estas células fueron re-estimuladas con OVA, se observaron
concentraciones elevadas de IL-4, IL-5 e IL-10 en ratones inoculados con OVA mas
antigenos con carbohidratos intactos, respecto a los sobrenadantes de células de bazo
de ratones inoculados con OVA mas antigenos con carbohidratos oxidados. En cambio,
la produccion de IFN-y disminuyd cuando los carbohidratos estaban intactos e
incremento6 cuando estas moléculas fueron oxidadas.

Estos resultados nos indican claramente que una respuesta del tipo Th2, concomitante
a la supresion de la respuesta Th1, predomina tras la inyeccion repetida de los
antigenos solubles de T. crassiceps y sugieren que esta modulacion depende de los
carbohidratos presentes en dichos antigenos. Estos glicanos intactos, no solo
favorecen una fuerte respuesta Th2 sino que también juegan un papel en la inhibicion
de la respuesta Th1 que se induce cuando estos carbohidratos han sido alterados. Es
muy probable que esta inhibicion de la respuesta Th1, se de a través de la induccion
de las citocinas IL-4 e IL-10 por los carbohidratos en el extracto antigénico.

Asi mismo, se observa que esta modulacion puede extenderse aun a la respuesta
contra un antigeno no-relacionado a los antigenos del parasito lo que sugiere que es a
través de la accion adyuvante de los carbohidratos presentes en el antigeno soluble
que se da esta modulacion de la respuesta. Ambas observaciones estan en
concordancia con las hechas con moléculas de S. mansoni y B. malayi, donde el
tratamiento de sus antigenos con metaperiodato de sodio inhibe su actividad como
inductores de respuestas Th2 , actividad que al menos para el caso de los glicanos de
S. mansoni parece depender de su papel como adyuvantes . Ademas, recientemente
se describi6 que los metacestodos de T. crassiceps poseen N-glicanos en donde la
estructura Fucal-3GlcNAc se expresa mayormente. Esta estructura también esta
presente en los antigenos de los helmintos Haemonchus contortus'y S. mansoni . Se ha
reportado, que este epitope es inmunogénico y puede actuar como adyuvante
inductor de respuestas Th2 . Por tanto, es plausible que esta u otras estructuras
sacaridas similares presentes en los antigenos solubles de T. crassiceps, pudiesen ser
las involucradas en la modulacion de la respuesta inmune descrita en este trabajo y
en particular en la generacion de la respuesta Th2. Aun cuando el mecanismo exacto
por el cual los glicanos de los helmintos inducen este tipo de respuesta no esta del
todo establecido, existen diversos estudios que indican que el reconocimiento de



estos antigenos por APCs y en particular las DCs puede modificar la actividad de estas
influyendo asi en su capacidad de inducir respuestas tipo Th2 .

De forma similar a la bien conocida interaccion entre los distintos TLRs y
componentes bacteriales, parasitos intracelulares y virus , existen algunos estudios
que sugieren como posibles receptores de las moléculas de helmintos a TLR-2 , TLR-3
y TLR-4 y se ha propuesto a éstos como componentes importantes en los efectos
moduladores de los antigenos de helmintos sobre el sistema inmune . Por ejemplo,
TLR-4 pudiera estar involucrado en la polarizacion de la respuesta hacia Th2 inducida
por el glicano de S. mansoni LFNPIII .

Para elucidar si el receptor TLR-4 jugaba un papel en la modulacion de la respuesta
inmune de los glicanos intactos en el antigeno soluble de T. crassiceps, ratones C3H/
HeJ fueron inoculados con estos antigenos. Interesantemente, en estos ratones al
igual que en los de la cepa Balb/c, también se observo el reclutamiento y actividad
de la poblacion mieloide con actividad supresora, asi como la induccion preferencial
de anticuerpos asociados a la respuesta Th2, el aumento en la expresion de la citocina
anti-inflamatoria TGF-B y la disminucién concomitante de factores pro-inflamatorios
IFN-y e iNOS. Estos resultados nos sugirieron que las moléculas presentes en el
antigeno soluble de los cestodos y en particular los glicanos, no son reconocidos a
través del receptor TLR-4 y que no es la activacion a través de este receptor la
responsable de la actividad supresora de las PECs. Acorde con nuestros hallazgos, se
ha reportado que la glicoproteina de excrecion-secrecion ES-62 perteneciente al
nematodo A. viteae y que posee actividades inmunomoduladoras, mantiene su funcion
sobre células dendriticas y macrofagos provenientes de ratones mutantes C3H/HeJ .
Sin embargo, en ratones TLR-4/7) la funcién moduladora de esta misma proteina esta
ausente , lo que sugiere que la ruta de senalizacion utilizada por la molécula de A.
vitae es distinta a la ruta de senalizacion clasica utilizada por LPS, probablemente a
través del uso de un co-receptor o moléculas accesorias , situacion que pudiese darse
también para el caso de los antigenos de T. crassiceps utilizados en este estudio.

Mas aln, aunque Thomas y colaboradores asociaron la actividad del glicano LNFPIII de
S. mansoni sobre las DCs y la respuesta Th2 con la molécula TLR-4 , el estudio de Kane
y colaboradores indica que la actividad de los antigenos de S. mansoni no depende de
TLR-4, 2 o inclusive de la molécula MyD88 . Por tanto, aunque diversos trabajos
indican que los TLRs pudiesen tener un papel en el reconocimiento y actividad
moduladora de los antigenos de helmintos , la evidencia acerca del papel de estos
receptores aun es controversial .

Aunque en nuestro estudio los resultados sugieren que TLR-4 no esta involucrado en la
actividad inmunomoduladora de los antigenos glicosilados de T. crassiceps, el uso de
un modelo en el cual el receptor TLR-4 aun puede ser funcional, no nos permite
descartar la posibilidad de que esta molécula tenga un papel en el reconocimiento y
actividad de tales antigenos. Este aspecto requiere de mayor exploracion.

En cualquier caso, si los TLRs reconocen a las moléculas de helmintos, queda por
definir la existencia o no de PAMPs en estos parasitos, y en este sentido; los
carbohidratos presentes en sus antigenos son candidatos plausibles. Asi mismo, es



necesario dilucidar el mecanismo a través del cual un receptor del tipo de los Toll,
que generalmente cuando se unen a sus ligandos disparan la produccion de citocinas
pro-inflamatorias (IL-12, TNF-a), cuando se unen a moléculas provenientes de
helmintos esta sefial cambia y se observa una disminucion dramatica en la produccion
de estas citocinas pro-inflamatorias y en algunos casos, su inhibicion total.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, podemos afirmar que los
carbohidratos en los antigenos del cestodo T. crassiceps, poseen actividad moduladora
sobre el sistema inmune del huésped. Esta modulacion es de amplio espectro ya que
influye en diversos elementos de la respuesta inmune y puede incluso modificar la
respuesta hacia antigenos no-relacionados con el parasito. Es interesante resaltar que
los antigenos glicosilados en el antigeno total soluble de T. crassiceps, son suficientes
para inducir algunas de las caracteristicas mas importantes descritas para la infeccion
con este parasito, como lo es la expresion de AAM® y la respuesta polarizada hacia
Th2. Ademas, la induccion de células mieloides con actividad supresora en respuesta a
estos mismos antigenos, pudiera ser uno de los mecanismos que in vivo contribuye con
la baja respuesta linfoproliferativa que se observa consistentemente en la infeccion.
Mas aln, siendo estas caracteristicas anti-inflamatorias permisivas para la
sobrevivencia de T. crassiceps, nuestros resultados sugieren que los carbohidratos en
los antigenos de este parasito juegan un papel importante en su desarrollo y
persistencia dentro de su hospedero.

Este trabajo hace relevante el estudio de glicoconjugados especificos de T. crassiceps
en la modulacion de respuestas inflamatorias, asi como los posibles receptores de
dichas moléculas parasitarias y aln mas importante, sus células blanco. También es
posible que estas moléculas puedan encontrarse en productos excretados/secretados
por el parasito, haciendo asi factible la modulacion de elementos de la respuesta
inmune que no se encuentren necesariamente en contacto con el parasito.

El estudio de los receptores, células blanco y efectos de tales moléculas glicosiladas,
sera de gran importancia para determinar los mecanismos de colonizacion de este
helminto parasito, asi como el potencial uso de sus glicoconjugados en la modulacion
de la respuesta inmune con aplicaciones terapéuticas.






8. CONCLUSIONES

-El antigeno total soluble del parasito T. crassiceps, contiene glicanos que de forma
temprana expanden una poblacion de células peritoneales mieloides F480+/Gr1+.
Estas células peritoneales, poseen actividad supresora in vitro sobre la proliferacion
de linfocitos previamente activados y esta supresion, requiere del contacto entre los
tipos celulares. La molécula STAT-6, no participa en la expansion o actividad de estas
células.

-Tras su inyeccion repetida, este extracto antigénico promueve la polarizacion de la
respuesta inmune contra el antigeno heterélogo OVA hacia Th2 y, en esta actividad
los carbohidratos presentes en los antigenos también juegan un papel determinante.
-Asi, el antigeno total soluble de T. crassiceps y en particular los glicanos presentes
en éste, actuan como adyuvantes promoviendo la respuesta Th2 OVA especifica.

-La exposicion repetida a estos glicanos intactos induce la expresion en bazo de
marcadores de la activacion alternativa de macréfagos indicando que esta poblacion
celular (AAM®), puede expresarse en respuesta a la inyeccion de estos antigenos y no
solo durante la infeccion con el parasito. Este mismo extracto antigénico también
puede inducir la produccion de citocinas anti-inflamatorias.

-Aunque en ratones C3H/HeJ se observo una respuesta muy similar a la observada en
los ratones Balb/c, son necesarios mas estudios para definir si TLR-4 es una molécula
involucrada en el reconocimiento y actividad inmunomoduladora de los antigenos
glicosilados de T. crassiceps.

-Estos hallazgos en conjunto, revelan que los glicanos que se expresan en los
metacestodos de T. crassiceps, pueden modular el sistema inmune actuando sobre
diversos tipos celulares dependiendo del tiempo de exposicion a tales antigenos.
Debido a que en general estos glicanos promueven la expresion de elementos con
actividad anti-inflamatoria, esto abre la posibilidad de su uso terapéutico en
patologias donde exista una exacerbacion de respuestas pro-inflamatorias medidas
por Th1.
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SUMMARY

During helminthic infections, strong Th2 type-biased responses
concomitant with impaired cell-proliferative responses to
parasitic and unrelated antigens are major immunological
hallmarks. Parasite glycan structures have been proposed to
play a role in modulating these responses. To understand early
events related to immune modulation during cestode infection,
we have examined the role of intact glycans of antigens from
Taenia crassiceps in the recruitment of innate cells. Soluble
antigens from this cestode contained higher levels of carbohydrates
than proteins. Intraperitoneal injection of the antigens rapidly
recruited a cell population expressing F41807IGr-17 surface
markers, which adoptively suppressed naive T-cell proliferation
in vitro in response to anti-CD3/CD28 MAb stimulation in a
cell-contact dependent manner. Soluble antigens with altered
glycans by treatment with sodium periodate significantly reduced
the recruitment of F4/180*1GrI™ cells, concomitantly their sup-
pressive activity was abrogated, indicating that glycans have a
role in the early activation of these suppressor cells. Using
C3H/HeJ and STAT6-KO mice, we found that expansion and
suppressive activity of F4/80* Gr1™ cells induced by T. crassiceps
intact antigens was TLR4 and Th2-type cytokine independent.
Together with previous studies on nematode and trematode parasites,
our data support the hypothesis that glycans can be involved
on a similar pathway in the immunoregulation by helminths.
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cells.
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INTRODUCTION

Parasitic helminths have developed complex mechanisms
to evade or modulate host responses, and their antigens have
important immunomodulatory activities (1-4). Early inter-
actions between parasite antigens and innate cells from
the host play a major role in the outcome of the immune
response and the clearance or parasite installation. Most
helminth infections induce strong polarized Th2-type
responses that are associated with impaired proliferative cell
responses to parasitic antigens or unrelated antigens (5). In
helminth infections, this area is under intense research;
however, for cestodes, there are few reports regarding early
activation of the immune response. We have been examining
the immunomodulatory activities of the cestode infection
caused by Tuenia crassiceps (6—8). As in most helminth
infections, experimental cysticercosis caused by 7. crassiceps
induces Th2-type biased immune response (9) and inhibits
proliferative capacity of spleen cells in response to both
antigen-specific and polyclonal stimuli (10-12). Hence,
it is perhaps not surprising that increased susceptibility
to Trypanosoma cruzi (13) and to vaccinia virus (14) was
observed in T. crassiceps-infected mice. Collectively, these
observations suggest that 7. crassiceps infection not only
induces a Th2-type biased response but also regulates other
lymphocyte functions in vivo. The biased type-2 response
observed in helminth infections has been associated to par-
asite antigens present on the helminthes surface or in their
excreted/secreted products (4,15-18). Some of the most
relevant epitopes of these antigens have been shown to
be glycans, which also participate importantly in sera
cross-reactions among different species of helminths (19,20).

Previous studies using antigens from nematodes and
trematodes have shown that glycans on those parasites can
act as Th2-enhancing adjuvants (21,22), and even in activating
innate cells (23,24). These studies led us to hypothesize that
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antigens (may be glycoproteins) from the metacestodes of
T crassiceps may have the potential to act as ligands for
innate cells to induce altered responses associated to exper-
imental cysticercosis. In this study, we evaluated the ability
of intact glycosylated antigens from 7. crassiceps to recruit
early innate cells at the peritoneal cavity, the phenotype of
cells recruited as well as their capacity to modulate cell pro-
liferative responses of naive T cells in vitro. Based on the
expression of the cell surface markers, we found that intact
cestode antigen-injected mice have a two- to threefold increase
in F4/80%/Gr-17 cell population in their peritoneal cavities
relative to mice injected with saline or antigens where
glycans were altered by periodate treatment. These F4/80*/
Gr-1*-recruited cells adoptively suppressed the proliferative
response of naive T cells in vitro involving a cell-to-cell con-
tact mechanism, whereas cells recruited by periodate-treated
antigens did not display suppressive activity. In an attempt
to define potential mechanisms involved in the recruitment
and suppressive activity of these cells, we used C3H/HelJ and
STAT6-/— mice, which showed a similar response after short
exposure to the cestode antigens. Our findings suggest that
intact glycans in antigens from the cestode 7. crassiceps are
essential for the induction of suppressive myeloid cells and
this effect is not TLR4 neither Th2-type cytokine dependent.

MATERIALS AND METHODS

Mice

Six to 8 weeks old female BALB/cAnN and C3H/HelJ mice
were obtained from Harlan Laboratories (México City,
Meéxico), and female STAT6-/— in a BALB/c background
originally from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USA), were maintained in a pathogen-free environment at
the FES-Iztacala, UNAM animal facility in accordance with
Institutional and National guidelines.

Antigen preparation and quantification

Metacestodes of 7. crassiceps were harvested in sterile con-
ditions from the peritoneal cavity of female BALB/c mice
after 2—4 months of infection, and exhaustively washed with
cold-sterile phosphate buffer saline (PBS) 7 crassiceps antigen
(TcAg) was prepared by homogenizing whole metacestodes
(10 mL) with two rounds of 3 s each by using a homogenizer
(Polytron, Kinematica, Newark, NJ, USA). The homogenates
were centrifuged at 20 000 g for 20 min at 4°C, and the
supernatants containing PBS-soluble antigens were collected
and frozen at —80°C until further use. Protein concentration
was determined by Bradford protein kit assay (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), and carbohydrate contents were
measured with the anthrone method.
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Periodate treatment

Sodium metaperiodate-mediated modification of glycan
molecules in TcAg was performed by using a modification
of Tawill et al. (22). Briefly, 2 mg/mL of TcAg was incubated
for a few seconds (v/v) with 50 mm sodium acetate pH 4-5
(Na acetate buffer) at room temperature. The sample was
divided in two to produce a periodate treatment-7. crassiceps
soluble antigen (pTcAg) and control (mock) periodate
treatment-7. crassiceps soluble antigen (mTcAg). Twenty
millimolars of sodium metaperiodate (v/v) was added to the
pTcAg antigen, whereas the mTcAg received acetate buffer
without sodium metaperiodate, both tubes were incubated
for 30 min in the dark at room temperature with gentle
shaking. The reaction was completed by further incubation
of the tubes with 100 mm of sodium borohydride in PBS for
30 min at room temperature. Excess salt was removed by
using Amicon Ultra Filter Units (Millipore, Billerica, MA,
USA), and the protein concentration was determined.

SDS-PAGE and Lectin-Blotting

Sodium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gel electro-
phoresis (PAGE) and lectin blotting were performed by
standard techniques. Briefly, antigen extracts in nonreduc-
ing sample buffer were boiled for 5 min at 95°C and separated
on 7-5% polyacrylamide gel at a concentration of 10 ug/well.
Separated proteins were transferred to nitrocellulose
membrane (Amersham, Piscataway, NJ, USA) by using a
Western blotting unit (Bio-Rad). The membrane was blocked
overnight at 4°C with 2% (w/v) bovine serum albumin in
phosphate buffer (PBS) pH 7-2, washed thoroughly with
PBS/Tween 0-1% and incubated with Con A-Peroxidase
(SIGMA) for 3 h. After washing, bound peroxidase on the
membrane was developed with 1:1000 PBS/H,0, and
diaminobenzidine at a concentration of 2 mg/mL.

Isolation of peritoneal exudates cells (PECs)

Saline or Ag-T. crassiceps (50 pg)-injected BALB/c mice were
sacrificed at 18 h after i.p. injection. Peritoneal exudate cells
(PECs) were obtained by peritoneal lavage with 5 mL of ice-cold
sterile Hank’s balanced salt solution (Microlab, México).
PECs were washed twice and red blood cells were lysed by hypo-
tonic shock with ammonium chloride. Following two washes,
viable cells (by trypan blue exclusion, routinely over 95%) were
counted and adjusted to 2 x 10° cells/mL in RPMI supplemented.

Flow cytometric analysis

Peritoneal macrophages were blocked with antimouse
CD16/CD32 (Biolegend, San Diego, CA, USA) and stained
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with fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated mono-
clonal antibodies against F4/80 (Caltag Laboratories,
Burlingame, CA. USA), MHC-II (Biolegend), CDI11b
(Biolegend) or phycoeritrin (PE)-conjugated antibodies
against Gr-1 (Biolegend). Stained cells were analysed on a
FACsCalibur using CELL QUEST software (Becton Dickinson).
Live cells were electronically gated using forward- and
side-scatter parameters.

Coculture of PECs-CD90* cells

Coculture of PECs with naive CD90" (Thy 1-2) cells was
performed as follows: PECs were obtained as described and
adjusted to 5% 10° cells/mL. Splenocytes were prepared
from naive mice, and enriched for CD90* cells (> 95% by
FACs analysis) using CD90 magnetic cell sorter beads
(MACS, Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). CD90* cells
6 x 103 were plated (100 uL) in 96-well flat-bottom plates
(Costar, Cambridge, MA, USA) that were pre-coated with
anti-CD3 and anti-CD28 antibodies (Biolegend) at 1 pg/mL.
Three hours later, PECs were added to CD90* T cells
at ratiosof 1:4,1:8,1:16and 1: 32 (PECs : CD90").
Cocultures were maintained at 37°C and 5% CO, for 72 h,
and then 3H-Thymidine (185 GBb/mmol activity, Amer-
sham, UK) 0-5 uCi/well was added and incubated for a
further 18 h. Cells were harvested on a 96-well harvester
(Tomtec, Toku, Finland) then counted using a microf-plate
counter (Trilux, Toku, Finland). Values are represented as
CPM from triplicate wells.

Co-cultures using transwells

In some cocultures, 96-well cell culture plates (Costar) were
inserted with 8-well strip transwells (0-2 um pore) in order
to separate PECs from naive CD90* (Thy 1-2) cells. PECs
were plated on the superior chamber at a ratio 1 : 4 to
CD90* cells, the inferior chamber was coated with anti-
CD3/CD28 antibodies (1 ug/mL) and naive CD90" cells
were added. Cultures were maintained for 72 h and then
0-5 uCi/well 3H-Thymidine was added (Amersham) and
incubated for an additional 18 h. Transwells were removed
and CD907 cells harvested as described.

Reverse transcriptase-PCR

Total RNA was extracted from PECs obtained from saline
or T crassiceps-intact antigen-injected mice (18 h after
injection), using RNA STAT-60 (Tel-test, TX, USA). cDNA
was prepared using first strand synthesis superscript 11 kit
(Invitrogen) from 5 ug of total RNA. cDNA samples were
standardized based on the content of B-actin cDNA.
Primers for B-actin were F-GTGGCCGCTCAGGCACCAA
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and R-CTCTTTGATTGCACGCACGATTTC. Primers for
inducible nitric oxide synthase were F-CTGGAGGAGCT-
CCTGCCTCATG and R-GCAGCATCCCCTCTGATGGTG.
Primers for interleukin 10 were F-ACCTGGTAGAAGT-
GATGCCCCAGGCA and R-CTATGCAGTTGATGAA-
GATGTCAAA. Primers for CCLS5 were F-GTG
CCCACGTCAAGGAGTAT and R-GGGAACCGTATA-
CAGGGTCA.

Polymerase chain reaction (PCR) was performed in a
total volume of 50 uL in PCR buffer in presence of 0-2 Mm
dNTP, 0-2 um of each primer, and 2-5 U of Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen), using a palmcycler (Corbett
Research, Australia). After 30 cycles of amplification, the
PCR products were separated by electrophoresis on a 1-5%
agarose gel and visualized by ethidium bromide staining.
Sequences and conditions for PCR found in inflammatory
zone 1 (Fizzl), chitinase Ym1 and Arginase-1 were used as
previously reported (25).

Statistical analysis

Data were analysed using unpaired Student’s # test, signific-
ant values were considered when P < 0-05.

RESULTS

Antigens from 7. crassiceps metacestodes are rich in
carbohydrates and glycoproteins

Different helminth parasites have been reported to have
many glycoproteins (20,21,26,27). In order to know the pro-
portion of carbohydrates in the soluble fraction obtained
from T crassiceps metacestodes, we performed an analysis
for these molecules by the anthrone method parallel
with protein determination. We found that antigens from
T. crassiceps are richer in carbohydrates than proteins, as
shown in Figure 1a, there are near to four times more amount
of carbohydrates. Intact soluble antigens (iTcAg) were also
tested for the presence of glycoproteins through their reac-
tivity to Con-A (data not shown). As previously reported
for trematode and nematode antigens, mild sodium perio-
date treatment was used to modify the conformational
structure of glycans on parasite antigens (21,22). In the
Figure 1b, a typical lectin-blot analysis of soluble antigens
from T crassiceps metacestodes after periodate or mock
treatment is shown. It is evident that after periodate treat-
ment of TcAg (pTcAg), the binding to the lectin Con-A was
abolished, whereas in mock-treated antigens (mTcAg)
remain the ability to bind to Con-A. According to the SDS-
PAGE analysis (Figure 1b) can be appreciated that perio-
date treatment did not denaturalize the protein backbone of
parasite glycoproteins.
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Figure 1 Tuenia crassiceps antigens are rich in carbohydrates and glycoproteins. (a) Soluble antigens were obtained as described and analysed
for the presence of carbohydrates by anthrone method and for proteins using Bradford method. (b) Lectin blot analysis and SDS-PAGE of
sodium periodate-treated (pTcAg) soluble extracts of 7. crassiceps (lane 1A, SDS-PAGE; lane 1B, Lectin blot) and mTcAg (lane 2A,
SDS-PAGE; lane 2B, Lectin blot) prepared as detailed in Materials and methods were separated by SDS-PAGE and transferred to NC sheets
that were used to detect N-linked glycans with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated Con-A. Source of antigens were from different infected
mice, and periodate treatment was repeated three times more. MW indicates molecular weight markers.

Injection of 7. crassiceps antigens rapidly recruits F4/80*
Gr1* PECs

Previous studies using different pathogens or their mole-
cules (28,29) or in mice-harbouring tumours have reported
the increased presence of a myeloid cell population with the
marker Grl* (30) that have suppressive activities. Here, we
examined the peritoneal influx of cells following injection
with iTcAg 18 h later. The composition of the peritoneal
exudate cells (PECs) from mice receiving iTcAg or saline were
analysed according to their FSC and SSC characteristics by
flow cytometry as well as for their expression of CD11b, Grl,
F4/80 and MHC-II. Cells that clustered as FCShigh/SSChigh
were gated as regions R1 and R2. R1 was found to be mainly
F4/80%/Gr1*, whereas cells gated as R2 were F4/807/Grl-.
Interestingly, mice exposed to iTcAg rapidly expanded
PECs expressing F4/80*/Gr1* (25% up to 30% of total cells,
Figure 2a) and Gr1*/CD11b* (15-20% of total cells, data
not shown) compared with F4/80*/Gr1*(8-10%) in mice
receiving saline (Figure 2d). The F4/80*/Grl* population
recruited in response to iTcAg can be divided in two sub-
populations according to F4/80 expression, F4/80'°Y and F4/
80Meh  where the F4/80'% population increased significantly
with respect to mice receiving saline (Figure 2a—d, P <0-05).
Interestingly, these cells also had increased expression of
MHC-II (Table 1). In contrast, F4/80"eh population reduced
by a half their MHC-II expression when compared with
PECs from saline-injected mice (Table 1). These data sug-
gest that PECs recruited by iTcAgs could function as APC.

PECs recruited by iTcAg exhibit suppressive activity

We first tested for suppressive activity of PECs recruited in
response to iTcAg by initially stimulating naive T cells with
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Table 1 MHC-II expression on F4/80" cells in response to intact
and periodate-treated Taenia crassiceps antigens

Antigens injected

iTcAg pTcAg mTcAg Saline
F4/801°" 25+16%  24+17% 18+ 1-7% 13+£1-5%
F4/80hieh 7+3% 4+1-7% 8+3:5% 15+27%

2The percentage of PECs gated within the R1 and R2 cell
population was determined by FACs.

anti-CD3 and anti-CD28 antibodies and 3 h later, adding
PECs obtained from iTcAg-injected or saline-injected mice
at several ratios. T cells stimulated in vitro with anti-CD3/
CD28 in the absence or presence of PECs from saline
injected mice displayed high levels of proliferation (Figure 3).
In contrast, addition of PECs from iTcAg-injected mice,
markedly suppressed proliferation of CD90* cells (T cells),
especially when higher ratios of PECs were added into the
cultures (Figure 3). There was a significant inhibition in the
proliferative response (67% reduction relative to controls)
even when the PECs : CD90* ratio was 1:32 (Figure 3,
P < 0-05). However, the strongest inhibition was detected
using a PECs : CD90* ratio of 1 : 4, where greater than 90%
suppression was observed.

Glycans on T. crassiceps antigens play a major role in the
induction of suppressor PECs

To investigate whether intact glycans on cestode glycopro-
teins play a role in the induction of suppressive PECs, exper-
imental groups of BALB/c mice were i.p. injected with equal
amounts of proteins of intact 7. crassiceps antigens (iTcAg),

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Parasite Immunology, 27, 395-405
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periodate-treated 7. crassiceps-antigens (pTcAg), mock-treated
T. crassiceps-antigens (mTcAg), or saline (control group),
and the PECs recruited were analysed by two-colour flow
cytometry and assayed for in vitro adoptive suppression of
naive T-cell proliferation in response to anti-CD3/CD28
antibody stimulation. Interestingly, mice receiving pTcAg
had a reduced recruitment of the population F4/80%/Grl1*
(9%, Figure 2b) compared with PECs exposed to iTcAg.
Additionally, PECs recruited by pTcAg displayed a low
antiproliferative activity on naive T cells (Figure 3). In
contrast, upon in vivo exposure to the respective iTcAg or
mTcAg, mice showed a good antigen recruitment of the

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Parasite Immunology, 27, 395-405
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F4/80%/Grl1* population paralleled with a significant sup-
pression in the proliferative response of T cells (Figures 2a,c
and 3), indicating that the chemical treatment did not inter-
fere with the ability of the antigens to prime PECs in vivo.

PECs recruited by iTcAgs are not alternate-activated
myeloid cells

A recent publication has found a population of alternatively
activated myeloid cells with suppressive activity after 2 weeks
of T. crassiceps infection (31). In order to test whether the
PECs recruited as early as 18 h following iTcAg injection

399



L. Gémez-Garcia et al.

25000 B Tcells alone
—O— PECs saline
20000 - —&— PECsiTcAg
=3 —24x— PECs pTcAg
Q.
—{*+ PE TcA
2 15000 - E Cs mTeAg
C
B
€ 10000 -
:C_‘ *
x
5000 - N *x
0 -

322824201612 8 4 0
PECs: T-cell ratio

Figure 3 PECs recruited by 7. crassiceps antigens inhibit the proliferative
response of naive CD90™ cells stimulated with plate-bound
anti-CD3/CD28 antibodies and intact glycans are involved. PECs
from BALB/c mice recruited by intact or mock-treated, as well as
pTcAg and saline 18 h post-injection were cocultured at different
ratios with 6 x 10* previously stimulated naive CD90* cells in a ratio
1:4to 1:32. Cells were cocultured for 72 h and incorporation of
3H-thymidine was measured. Individual mice (4) were assayed and data
are shown as mean * SD and are representative of three experiments.
*P < 0-05 by comparing saline and pTcAg vs. iTcAg or mTcAg.

presented some of these characteristics, we evaluated by
RT-PCR a series of genes associated to a state of alternate
activation on these PECs. As shown in Figure 4, PECs
recruited after iTcAg, pTcAg or mTcAg injection did not
display any increase in three of the more remarkable sig-
nature genes for alternate activation such as arginase 1,
Yml and Fizzl when compared with saline-injected mice.
Furthermore, these PECs showed similar transcripts for
iNOS and RANTES. Additionally, IL-10 transcripts were
not detected on the same population of cells.

Suppressive activity of F4/80*Gr1* cells is
contact-dependent and their recruitment is
TLR4- and STAT6-independent

Next we tested for mechanisms involved in the expansion
and suppressive activity of PECs expressing F4/80%/Grl™*.
Initially, we asked if cell-to-cell interactions were involved in
the inhibition of the cell proliferation observed, for these
experiments culture plates with inserted transwells were
used to eliminate cell-to-cell contact in PECs : CD90* co-
cultures. PECs were plated in the upper chamber at a ratio 1:4
with respect to naive CD90" cells, which were plated and
stimulated in the lower chamber with anti-CD3/CD28 plate
bound antibodies. The transwell cocultures showed that
in the absence of cell-to-cell contact, there was significant
reduction in the ability of PECs recruited by 7. crassiceps
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Figure 4 PECs from BALB/c iTcAg, mTcAg and pTcAg-injected
mice did not display an alternate state of activation. Transcript
levels of B-actin, Fizzl, Yml, IL-10, arginase 1, CCL5 and iNOS
were analysed by RT-PCR in PECs isolated from saline- or
antigen-injected mice (18 h after i.p. injection). The data shown are
from a single mouse per group and are representative of the findings
from three mice examined for each treatment.

antigens to suppress the proliferation of anti-CD3/CD28
stimulated CD90" cells (approximately 10% inhibition,
Figure 5¢c, P <0-05), ruling out a major role for soluble
factors in the F4/80*/Gr1* PECs mediated suppression on
T-cell proliferation. In fact, we did not detect spontaneous
IL-10 production by PECs expanded in response to iTcAg
(data not shown, and Figure 4), a cytokine with the ability
to inhibit T-cell proliferative responses.

Recently, it has been proposed that some synthetic or nat-
ural glycoconjugates can activate innate cells through a clas-
sical pro-inflammatory signalling molecule such as TLR4
(32,33). We decided to explore whether or not this molecule
participates in both cell recruitment and suppressive activity
mediated by iTcAg injection. To test this, we used TLR4-
defective C3H/HeJ mice, which were exposed to iTcAg in
parallel with other group of BALB/c mice. Interestingly,
C3H/HeJ mice exposed to iTcAg displayed a similar recruit-
ment of F4/80%/Gr17 cells as seen in BALB/c mice (Figures 2a
and 5a). Likewise, suppressive activity of this population
was maintained (Figure 5b), and apparently also the major
suppressive mechanism may be involved is cell contact-
dependent, as is shown in the transwell cocultures (Figure 5c).

To explore whether the recruitment and suppressive
activity of F4/80*/Grl* cells was dependent upon the early
signalling of Th2-type cytokines, we performed a series of
similar experiments using STAT6—/— mice. Following i.p.
exposure to iTcAg, STAT6—/— mice were able to expand
high levels of the F4/80%/Gr1™ cell population compared with
saline-injected mice (Figure 6a). In addition, suppressive
activity of this population was found to be intact and also

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Parasite Immunology, 27, 395-405



Volume 27, Number 10/11, October/November 2005

Cestode antigens induce suppressor cells

C3H/Hed
(a) Saline iTcAg
104 104
1034 103 4
102 5 102 5
Gr1
107 107 5
1004 R : 100 J—srrrens : ;
10° 10' 102 108 104 10° 10! 102 108 104
F4/80
(b) 150000 1 —&— C3H/hel (saline)
120000 A —— C3H/hed (iTcAg)
= 90000 - i — BALBY/c (saline)
© 40000 —&— T cells alone
S
£ 30000
>
=
«:!': 20000 -
10000 -
0 T T T T
20 16 12 8 4 0
PECs: T-cell ratio
Figure 5 Expansion and suppressive activity
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was contact-dependent (Figure 6b). Collectively, these observa-
tions suggest that recruitment of F4/80%/Grl*-suppressive
PEC:s in response to iTcAg is TLR4 and STAT-6 independent.

DISCUSSION

Several studies have reported inhibition of T-cell responses
by a cell population with a myeloid morphology identified
phenotypically as Gr1*/CD11b*and/or F4/80%/Grl1* (29,34,35),
which were previously referred as natural suppressors cells

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Parasite Immunology, 27, 395-405

and constituted a cell population of undefined phenotype.
These cells are known to accumulate in lymphoid organs
under conditions of intense immune activation and appear
to mediate immunosuppressive effects in a wide variety of
pathological conditions (30,34,35).

In chronic helminthic infections such as schistosomiasis,
these myeloid cells do not appear to play a major role in the
T-cell anergy observed (36). However, it is known that early
interactions are crucial for the outcome of the final immune
response against these pathogens (2). Thus, diverse parasitic
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helminth-derived substances have been tested for the early
activation of DCs or macrophages, but still the molecular
mechanism inducing potent Th2 responses and anergy in
helminthic diseases remains to be elucidated.

In this study, we have characterized peritoneal myeloid
cell populations based on their expression of F4/80, a marker
attributed to macrophage lineage and, Grl a marker associ-
ated to granulocyte lineage. Following a single and short
exposure to iTcAg, naive mice rapidly expanded a cell popu-
lation with suppressive activity and expressing the surface
markers F4/80 and Grl, which was defined as myeloid cells
(24). Interestingly, in the absence of conformational structure
of glycans on 7. crassiceps antigens, the pattern of the mye-
loid population recruited after i.p. injection was different.
Whereas cells bearing Gr1*/CD11b* were almost unchanged
(data not shown), the greatest difference relative to mice
receiving iTcAg or mTcAg was on the F4/80%/Gr1* cell popu-
lation, which was barely recruited by pTcAg and was
closely similar to mice receiving saline. Moreover, the sup-
pressive activity was not observed, indicating that expansion
of these suppressor cells depends on intact glycans. This
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Figure 6 Expansion and suppressive activity
of F4/80%/Gr1™ cells is STAT6-independent.
PECs were harvested following 18 h
post-antigen injection in BALB/c or
STAT6—/—mice and (a) were analysed for the
presence of F4/80*/Gr1™* cells; (b) were
directly cocultured with previously anti-CD3/
CD28 stimulated CD90™ naive cells at 1 : 4
ratio and, in some cocultures transwells were
used. PECs were obtained from individual
mice and triplicate wells set up. Proliferation
was measured by *H-thymidine uptake (cpm).
Data are shown as mean £+ SD from

4 animals per group and are representative of
two experiments. *P < 0-05 by comparing
iTcAg injection vs. saline injection.

rapid expansion of F4/80*/Grl* suppressor cells has
previously been reported using two different synthetic gly-
coconjugates that mimic sugars naturally expressed on Schis-
tosoma (23,24), together with our findings, it is tempting to
suggest that glycan structures on other helminthes (such as
T. crassiceps) may share components that may trigger similar
innate responses. However, in contrast to the studies using
synthetic glycans where soluble factors (IFN-y and NO)
were found mainly responsible for the suppressive activity of
Grl cells, here we mechanistically demonstrated that F4/
80"/Grl1™ suppressor cells functioned via cell-to-cell contact
and do not act through the release of suppressive soluble
factors, such as IL-10. Notwithstanding that our results dif-
fered in both the time required to expand suppressor cells as
well as the ratio of PECs : CD90* cells used in cocultures,
our results on mechanism of suppression are in accordance
with the findings of Allen’s group (37) who, using the whole
nematode Brugia malayi, expanded peritoneal suppressor
macrophages which actively suppressed T-cell responses in a
contact-dependent pathway. Similarly, in a recent report,
myeloid cells raised in 70 crassiceps-infected mice had a
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suppressive activity on naive T cells (31). Interestingly, in
both cases the suppressive cells were found to be in an alter-
nate state of activation that was IL-4-dependent (38). In our
study, PECs recruited by iTcAgs did not display any
increase in gene transcripts for any of the alternate markers
tested (Arginase 1, Fizzl and Ym1), indicating the distinct
nature of these cell populations as well as a possible differ-
ential via of activation. Our findings that STAT6-KO mice
still strongly recruit this suppressive population support this
conclusion. Moreover, taken in account the data obtained
using STAT6—/— mice is unlikely that NKT cells (early IL-4
producers) have a possible role as the earlier cell responding
to glycan structures of 7. crassiceps antigens. Regarding
whether or not apoptosis or cell cycle arrest is operating as
the main mechanisms involved on the inhibition of T-cell
proliferation, more experiments are necessary; however, in
experimental cysticercosis an increase in apoptotic CD4*
cells has been reported (39). On the other hand, the suppress-
ive effect of macrophages recruited by Brugia was not asso-
ciated to apoptosis because T cells in cocultures were still
producing cytokines, indicating they were alive (40). Both
situations will be explored in future experiments with
T crassiceps antigens.

Glycans structures of pathogens are important in the
first encounter with host innate systems, glycoconjugates on
helminth antigens have been reported to act on both innate
cells and biasing acquired immune response to Th2-type (2),
thus periodate treatment of antigens from Schistosoma
(trematode) and Brugia (nematode) potently inhibits the
induction of the skewed type-2 immune response (21,22); to
our knowledge, this is the first demonstration that antigens
and specifically conformational structure of glycans from a
cestode parasite are involved in the innate recruitment and
activation of suppressor myeloid cells. Whether this early
response to cestode antigens can participate in biasing
Th2-type responses need further research. However, accord-
ing to the MHC-IT expression on these cells is likely that
PECs recruited by 7. crassiceps antigens may have APC
ability and likely have a role on biasing Th2 responses.

In contrast to the well-known interaction among TLRs and
bacterial or intracellular parasites components (41), there
are no definitive reports involving TLRs as the major receptors
for helminth antigens. However, several reports have suggested
some possible receptors for helminth products on immune
cells, mostly those related with dendritic cell activation.
Thus, DC-sign, TLR2 and TLR4 have been proposed to
participate in Th2 driving by helminthes (1,2). In an attempt
to know whether TLR4 was playing a role in the expansion
and suppressive activity of the F4/80%/Grl1* cells, we exposed
C3H/HelJ mice to iTcAg. Interestingly, these TLR4-defective
mice were completely able to maintain the recruitment and the
suppressive contact-dependent activity of F4/80%/Gr1™ cells,

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Parasite Immunology, 27, 395-405
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suggesting that glycans present in cestode antigens do not
signal via TLR4. These data contrast with those recently reported
for LNFP-III, a synthetic glycan related to Schistosoma mansoni,
which was reported to trigger DC activation via TLR4 (32), a
possible explanation for this disparity is that Thomas et al. used
an in vitro system, and DC cytokines in response to the synthetic
glycan were not reported, here we used in vivo exposure to nat-
ural cestode antigens and cytokines (IL-12 and IL-10) were
not detected (data not shown). Besides, DC responses in our
work were not analysed. In contrast, more recently and accord-
ing with our data, it was reported that the immunomodu-
latory properties of ES-62, an excreted/secreted glycoprotein
from a filarial nematode, were functional in macrophages
and DCs from TLR4 mutant C3H/HeJ mice (33). Thus, it is
plausible that helminth antigens can modulate the immune
response by triggering different signalling molecules.

In conclusion, we found that the cestode parasite, T_ crassiceps
possesses soluble antigens, which when injected in naive mice,
expands a myeloid cell population that suppress polyclonal
T-cell activation through a cell contact mechanism. These
activities are dependent of intact glycan structures and are
neither TLR4 nor STAT6 mediated. Molecules involved in
both, cell contact suppression and direct binding of ligands
of cestode antigens to target some TLRs or either glycan
receptors are under research in our laboratory.
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Abstract Common helminth infections promote Th2-
skewed immune responses in their hosts. We have studied
the role of intact carbohydrate structures on 7Taenia
crassiceps compounds in the induction of biased type 2
and anti-inflammatory immune responses on peptide-
stimulated T cells by using DO11.10 transgenic (OVA Tg)
mice. While OVA Tg mice co-injected with OVA peptide
323-339 (OVA3,3 339) plus intact Taenia soluble antigens
(iTSA) displayed significantly higher titers of OVA-
specific IgG1 and total IgE, low amounts of these
antibodies were detectable in sera from OVA Tg mice co-
injected with OVAj,3_339 plus periodate-carbohydrate
altered TSA (paTSA). Spleen cells from OVA Tg mice
failed to efficiently produce OVA-specific IFN-y but
displayed higher IL-4, IL-5 and IL-10 production when
they received OVA3,3_339 plus iTSA, compared with OVA
Tg mice similarly co-injected with OVA3,3 339 plus paTSA.
Moreover, after in vivo stimulation with OVAj3;3 339 plus
iTSA, spleen cells did show elevated mRNA transcripts for
Arginase 1, Yml, IL-4, IL-10, TGF-f3, and Mannose
Receptor (MR) genes, all them associated with Th2-type
and anti-inflammatory responses. Similar results were
obtained using TLR4 mutant mice. Together these findings
suggest that carbohydrate components in TSA are involved
in modulating immune responses to bystander antigens and
that do not signal via TLR4.
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Introduction

The prominent induction of Th2-biased immune responses
by parasitic helminths has been firmly established (Gause
et al. 2003; Maizels et al. 2004; Holland et al. 2005).
Helminth infections can alter the immunity and suscepti-
bility to other pathogens (Reimold et al. 2001) or reduce
the effectiveness of vaccines, such as tetanus vaccination
during lymphatic filariasis (Nookala et al. 2004). More-
over, using different models of helminth-infected animals
has shown that the phenotype of the response to bystander
or heterologous antigens was indeed driven in the Th2
direction (Brady et al. 1999; Whelan et al. 2000). However,
the precise mechanisms by which helminth infections
affect concomitant immune responses remain to be
determined. Taenia crassiceps is a cestode parasite used
as a model for investigating factors modulating neurocys-
ticercosis caused by Taenia solium. Experimental cysticer-
cosis caused by T. crassiceps induces strong Th2-type
biased immune responses and inhibits proliferative capac-
ity of spleen cells in response to both polyclonal and
antigen-specific stimuli (Sciutto et al. 1995; Terrazas et al.
1998).

While events that participate on Thl-biased responses
observed in most bacterial and protozoan infections have
been clearly deducted (Flavell et al. 1998; Guermonprez et
al. 2002; Kaisho and Akira 2003), the mechanisms
involved in how helminth infections drive Th2-type
immune responses remain unclear. The main receptors of
Antigen Presenting Cells (APCs) engaged in the recogni-
tion of pathogen associated molecular patterns (PAMPs) on
antigens are the toll-like receptors (TLRs) (Janeway and
Medzhitov 2002). TLRs are pathogen recognition recep-
tors (PRRs) that bind PAMPs present in microbial lipids,
lipoproteins, lipopolysaccharides (LPS), nucleic acids, or
bacterial DNA, as well as structures present in intracellular
parasites such as Trypanosoma cruzi and Toxoplasma
gondii(Campos et al. 2001; Ropert and Gazzinelli 2004).
The recognition by TLRs triggers intracellular signaling
cascades that result in APC maturation and mainly the
induction of inflammatory cytokines, ultimately leading to



Thl cell activation (Schnare et al. 2001). How helminth
infections drive polarized Th2 and anti-inflammatory
responses is largely unknown, but is likely in part due to
the nature and quantity of possible parasite “PAMPs”
present on their surfaces or in excreted/secreted products
(Maizels et al. 2004). Many of the immuno-dominant
epitopes of several parasitic nematodes, trematodes, and
cestodes are known to be shared (Ishida et al. 2003);
indeed, most of the cross-reactivities found in patients and
parasitized mice with different helminthiases is due to the
presence of glycans on the antigenic components (Ishida et
al. 2003). Specifically, in schistosome infections, dominant
Th2 responses are initiated by parasite eggs (Grzych et al.
1991), and among the varied milieus that make up soluble
egg antigens (SEA), carbohydrates appear to be major
inducers of Th2 type responses (Okano et al. 1999).
Recently, studies using antigens from nematodes also have
shown that glycans on those parasites can act as Th2-
enhancing adjuvants (Tawill et al. 2004). Nevertheless,
non-common helminth PAMPs has yet been identified.

Recently, it has been found that glycans of 7. crassiceps
metacestodes share some of their N-glycan structure with
those observed in Schistosoma antigens (Lee et al. 2005).
These studies led us to hypothesize that carbohydrate
structures on 7. crassiceps antigens may also share the
feature to favor Th2 responses when co-administered with
other proteins. In this paper, we studied the ability of intact
glycosylated soluble antigens from 7. crassiceps metaces-
todes to modify the immune response to a bystander antigen.
To approach this question, DO11.10 (TCR transgenic OVA)
mice were immunized with the OVA-peptide 353 3309 plus
intact carbohydrate antigens from 7. crassiceps (TSA), as
well as with OVAjzs3 339 plus periodate-altered antigens
(paTSA) and with OVAj3y3_339 plus saline. Based on the
production of antigen-specific cytokines by spleen cells, on
titers of OVA-specific IgG1 and IgG2a, on total IgE levels
and, on mRNA transcripts for IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-f3,
Yml, Mannose Receptor, iNOS and arginase-1 genes, our
findings suggest that intact carbohydrate components in 7.
crassiceps are essential for their ability to induce Th2-biased
and anti-inflammatory responses.

Materials and methods

Mice Eight to 10 weeks old female DO11.10 TCR-
transgenic mice on BALB/c background originally
obtained from The Jackson Lab were maintained in a
pathogen-free environment at FES-Iztacala, UNAM ani-
mal facility, in accordance with Institutional and National
guidelines. C3H/HeJ mice were obtained from Harlan
Laboratories (México City, México).

Antigen preparation and quantification Metacestodes of
Taenia crassiceps were harvested in sterile conditions
from the peritoneal cavity of female BALB/c mice after 2—
4 months of infection and exhaustively washed with cold-
sterile PBS. T. crassiceps soluble antigen (TSA) was
prepared by homogenizing whole metacestodes (10 ml

volume) with two rounds of 3 s each by using a
homogenizer (Polytron, Kinematica). The homogenates
were centrifuged at 20,000xg for 20 min at 4°C, and the
supernatants containing PBS-soluble antigens were col-
lected and frozen at —80°C until further use. Protein
concentration was determined by Bradford protein kit
assay (BioRad).

Periodate treatment Sodium metaperiodate-mediated mod-
ification of glycan molecules in TSA was performed by
using a modification of Tawill et al. (Tawill et al. 2004).
Briefly, 2 mg/ml of TSA was incubated for a few seconds
(vol/vol) with 50 mM sodium acetate pH 4.5 (Na acetate
buffer) at room temperature. The sample was divided into
two to produce a periodate treatment 7. crassiceps-soluble
antigen (paTSA) and control (mock treatment) 7. crassi-
ceps-soluble antigen (mTSA or iTSA). Twenty millimole
of sodium metaperiodate (vol/vol) was added to the
paTSA, while the mTSA received acetate buffer without
sodium metaperiodate; both tubes were incubated for
30 min in the dark at room temperature, with gentle
shaking. The reaction was completed by further incubation
of the tubes with 100 mM of sodium borohydride in PBS
for 30 min at room temperature. Excess of salt was
removed by using Amicon Ultra Filter Units (Millipore),
and the protein concentration was determined.

Treatments Groups of naive mice were given three i.p.
injections at weekly intervals with 50 ug of mTSA or
paTSA plus OVA353_339 10 pg (Invitro, USA). Control
mice were injected with an identical amount of OVA3;3 339
plus saline. Mice were bled from the tail vein weekly to
obtain serum. One week after the last injection, mice were
killed in a CO, chamber.

Cell preparations, culture conditions, and cytokine assays
Spleen cells were obtained and cultured as previously
described (Terrazas et al. 1998). Briefly, single cell
suspensions were prepared in RPMI 1640 supplemented
with 10% fetal bovine serum, 100 units of penicillin/
streptomycin, 2 mM glutamine, 25 mM HEPES bulffer,
and 1% non-essential amino acids (all from GIBCO, BRL
Grand Island, NY, USA). Erythrocytes were lysed and
viable cells were adjusted (3x10° cells/ml), 100 wl/well
were placed into 96-well flat bottom culture plates (Costar,
Cambridge, MA, USA) and stimulated with OVA3,3_339
(10 pg/ml) at 37°C for 72 h. Cells were harvested and
processed for flow cytometry.

Supernatants from these cultures were analyzed for
IFN-y, IL-4, IL-5, and IL-10 (Bilogend, San Diego, CA,
USA) production by ELISA.

Evaluation of cell proliferation using carboxyfluorescin
diacetate succinimidyl ester (CFSE) staining In some
cultures, spleen cells were stained with 0.5 uM of CFSE
(5,6 carboxyfluorescin diacetate succinimidyl ester). When
the cultures were done (72 h), the cells were processed for
flow cytometric analysis.



Relative gene expression by real-time quantitative PCR
IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-p, Yml, Mannose Receptor,
toll-like receptor 4 and iNOS mRNA expression in spleen
cells from mTSA or paTSA or saline plus OVA3z3_330-
injected Tg mice was determined by reverse transcription
(RT), followed by analysis of relative gene expression
using real-time quantitative PCR and the 2-**CT method
(Livak and Schmittgen 2001). Briefly, total RNA was
extracted from spleen cells using RNA STAT-60 (Tel-test,
TX, USA). cDNA was prepared using First Strand
Synthesis Superscript II kit (Invitrogen) from 5 pg of
total RNA. RT-PCR was performed using the Access RT-
PCR System kit according to the manufacturer’s protocol
(Promega). The IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-f3, Yml, Man-
nose Receptor, and iNOS primers, were labeled with
SYBR Green I (1X) (Amresco) and processed as described
elsewhere (Ponchel et al. 2003). Real-time PCR was
performed on the Rotor Gene RG 3000 (Corbett Research,
Australia). Housekeeping GAPDH gene was evaluated
using the same PCR protocol. The specificity of PCR was
verified by no signal in no-template control spleen cells
samples. CT was used to reflect the relative mRNA
expression levels to demonstrate the fold change of IFN-y,
IL-4, IL-10, TGF-f3, YmI1, Mannose Receptor, and iNOS
gene expression in mTSA or paTSA or saline plus
OVA3,3 339-injected Tg mice, compared with the expres-
sion of GAPDH gene. Data evaluation and processing was
performed according to Ponchel et al. (Ponchel et al.
2003). The sequences of the primers used were for
inducible Nitric Oxide Synthase were F-CTGGAG
GAGCTCCTGCCTCATG and R-GCAGCATCCCCTCT
GATGGTG. Primers for Interleukin-10 were F-ACCTGG
TAGAAGTGATGCCCCAGGCA and R-TATGCAGTTG
ATGAAGATGTCAAA. Primers for IFN-y? F-TGG ACC
TGT GGG TTG TTG ACC TCA AAC TTGGC; R-TGC
ATC TTG GCT TTG CAG CTC TTC CTC ATG GC;
sequences and conditions for PCR of chitinase Ym1 and
Arginase-1, IL-4, and TGF-f3 were used as reported (Nair
et al. 2005).

Antibody ELISAs Peripheral blood was collected from tail
snips 7 days after each immunization. Blood was centrifuged
and store at —20°C until use. OVA-specific IgG1 and IgG2a
titers were determined by ELISA as previously described
(Rodriguez-Sosa et al. 2002a) and results are expressed as
optical density+SE. Total IgE production was detected by
Opt-EIA ELISA-set (Pharmingen).

Statistical analysis Comparisons among treatment groups
considered in this work were made using Student’s
unpaired ¢ test. P<0.05 was considered significant. The
statistical significance of the sera titers were determined by
non-parametric tests using Mann—Whitney U-Wilcoxon
Rank.

Results and discussion

Intact carbohydrates on soluble antigens of T. crassiceps
metacestodes favor Th2-type Ab production Experimental
infection with the cestode 7. crassiceps, as observed with
other helminth parasites, led to the high production of
parasite-specific IgG1 and total IgE in mice, whereas,
induced low levels of IgG2a (Terrazas et al. 1998). To
examine the influence of soluble extract antigens of T.
crassiceps metacestodes in the development of this
(antibody) Ab response and their potential function as
adjuvant for peptides, the systemic immune response to
OVA353.339 co-injected with Taenia soluble antigens
(TSA) was evaluated in OVA TCR transgenic DO11.10
mice. Given that carbohydrate structures on some hel-
minth parasites have been proposed to play an important
role in modifying immune responses(Goodridge et al.
2004; Hokke and Yazdanbakhsh 2005), and because we
and others have recently observed that T. crassiceps
antigens are rich in carbohydrates(Gomez-Garcia et al.
2005; Lee et al. 2005), therefore, we used native, mock- or
periodate-treated TSA to determine the role of intact
carbohydrate components on TSA in the induction of Th2-
type Ab response and cytokine production after repeated
sensitization with OVA3,3_339 plus TSA.

First, we developed PAGE and lectin-blot analysis to
demonstrate that treatment of TSA with 20 mM of sodium
metaperiodate leads to structural alteration in carbohy-
drates without any significant effect on proteins in TSA
(Fig. 1). Periodate treatment of TSA altered their carbo-
hydrate structure as it is shown by the lectin blot analysis
(Fig. 1b), where Con-A was unable to bind periodate-
treated TSA. In contrast, mock-treated TSA still did bind
to Con-A. We used these mock TSA (mTSA) and
periodate altered TSA (paTSA) to co-inject OVA Tg
mice, mixing these antigens with OVAj3,3 339 once a week
for 3 weeks.

To determine whether injection of mTSA or paTSA had
an effect on the levels of total IgE and specific I1gGs, we
monitored the levels of IgE, IgG1, and IgG2a weekly.
OVA-specific titers of IgG1 were significantly increased
after the second injection of mTSA plus OVAj3,3 330,
compared to OVA3,3_339 plus paTSA co-injected mice and
control animals receiving OVAj3,3_339 plus saline (data not
shown). After the last injection, OVA-specific IgG1 titers
from mTSA plus OVAj,;_330-treated mice were signifi-
cantly higher than mice receiving OVA3,3_339 plus saline
than mice receiving OVA3,3_339 plus paTSA (Fig. 2a). On
the other hand, mice sensitized with paTSA /OVAj3,3_ 339
displayed marked decreases in total IgE production (50%),
compared with DO11.10 TCR Tg mice receiving mTSA
plus OVA3,3 339, Which displayed significantly higher
amounts of total IgE since the first injection of mTSA plus
OVAas33 339 (Fig. 2b).

These data indicate that mTSA induces important
changes in such Th2-associated antibodies. In contrast to
IgG1 and IgE, we found that DO11.10 Tg mice co-injected
with mTSA/OVAj,3_339 displayed lower titers of the Th1-
associated OVA-specific IgG2a, compared with those mice
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Fig. 1 Taenia crassiceps-antigens contain glycoproteins. SDS-
PAGE (a) and Lectin blot analysis (b) of mock-treated soluble
extracts of T crassiceps (mTSA); sodium periodate-treated (paTSA)
and intact TSA (iTSA) prepared as detailed in Materials and
methods. TSAs were separated by SDS-PAGE and transferred to NC
sheets that were used to detect N-linked glycans with horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated Con-A. Sources of antigens were
different infected mice, and periodate-treatment was repeated three
times more. MW indicates molecular weight markers

co-injected with paTSA, OVA-specific IgG2a titers
remained significantly reduced through the third injection
of mTSA/OVA323,339 (Flg 2C)

Inhibition of Th2 cytokine production in mice co-injected
with OVAj3z3_330 plus periodate-treated TSA Given that
experimental cysticercosis caused by 7. crassiceps
induces strong Th2-type-biased immune responses char-
acterized by the production of high levels of IL-4, IL-5, and
IL-13 from spleen cells but with little IFN-y production
(Rodriguez-Sosa et al. 2002a), we examined the ability of
carbohydrate components on TSA to induce Th2 responses
in vivo. Spleen cells from DO11.10 OVA Tg mice
immunized with either mTSA or paTSA plus OVA3s3 339
were assayed for cytokine transcripts of both of the signature
cytokines for Thl and Th2 responses (IFN-y and IL-4,
respectively) before recalling these cells in vitro with OVA
peptide. While no important IL-4 up-regulation was detected
in mice receiving periodate-altered carbohydrate TSA plus
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Fig. 2 Specific IgG isotypes and polyclonal IgE responses to
TSA plus OVAjz3 330 immunization. a OVA-specific IgGl
response, b total IgE levels, and ¢ OVA-specific IgG2a response
in DO11.10 mice injected with mT7S4 plus OVA3,3 339, paTSA
plus OVA,; 35 or saline plus OVAj3jy3 339. Sera were obtained
7 days after each injection. Data represent mean+SD of five
individual mice per group, and are representative of two different
experiments. * P<0.05 (for mTSA4, compared to treatment with
paTSA)

OVA353 339, intact TSA/OVA3,3_339-injected mice induced
significantly more IL-4 transcripts after three weekly
injections (Fig. 3a). In contrast, the absence of intact
carbohydrate structures favored the transcripts for IFN-y in
DO11.10 OVA Tg mice, whereas, the mice receiving mTSA/
OVA353 339 showed four times lower transcripts for this
gene, according to our real time-RT-PCR analysis (Fig. 3b).

To further investigate a possible role for the carbohydrate
structures on driving Th2 responses, we performed recall in
vitro stimulation with OVA peptide in spleen cells from mice
sensitized with OVA3,3_339 plus TSA. In these cultures, we
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Fig. 3 TSA plus OVAj3,3 339 immunization favors the proliferation
of peptide-stimulated DO11.10 T CD4" cell population. Lympho-
cytes from DO11.10 Tg OVA mice treated with 7SA4 plus OVA353 339
were labeled with CFSE and stimulated with 10 g OVA3,3_339 alone.
After 72 h, spleen cells were processed for flow cytometric analysis.
Representative CFSE profiles of CD4" DO11.10 TCR" cells isolated
from the spleens of mice treated with OVAs,3_33¢ plus saline or in
combination with mTSA or paTSA are shown. Similar results were
seen in two independent experiments

measured both OVA-specific proliferation by CFSE and
OVA-specific production of Th2-associated 1L-4, IL-5, and
IL-10, as well as Thl-associated IFN-y. We found that
spleen cells from OVA TCR Tg mice co-injected with
OVA ;353 339 plus mock- or periodate-treated cestode antigens
were able to efficiently proliferate, in response to OVA
stimulation in vitro (Fig. 4). We also detected in the
supernatants of spleen cell cultures from OVA TCR Tg mice
co-injected with mTSA plusOVA3,3 339 significantly higher
amounts of IL-4, IL-5, and IL-10 after OVA stimulation in
vitro than those mice co-injected with OVA3,3_339 plus saline
(Fig. 5a-c). In contrast to native or mock-treated TSA, spleen
cells from OVA Tg mice co-injected with OVAj3,3 339 plus
antigens with altered glycans by periodate treatment
produced significantly less of these Th2-type cytokines.
Conversely, as show in Fig. 5d, the OVA-specific I[FN-y
production was depressed in splenocyte culture from mice
injected with mTSA/OVA3;3 339, While it was significantly
increased in mice receiving paTSA/OVA3;3 330.

Our data showed that TSA drives Th2-biased responses to
heterologous antigens without requiring live infection of
mice, and also that this activity is abolished by mild-
periodate treatment of the soluble antigens. According to
these data, TSA may act as a Th2-promoting adjuvant on
bystander antigens, as co-administration of TSA plus OVA
peptide provokes a Th2 response specific to the coincident
OVA antigen. In fact, our data fit with the induction of 1L-4
and IL-5 by glycosylated antigens and the classical induction
of switching to IgG1 and IgE by these cytokines. In contrast,
IFN-y that is associated with switching to IgGG2a was poorly
induced in mice receiving glycosylated antigens. Thus, when
glycans were altered by periodate treatment, the Th2 -
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Fig. 4 Real-time RT-PCR analysis of the signature cytokines IL-4
(Th2) and IFN-y (Th1) in spleen cells from DO11.10 OVA Tg mice.
RNA was isolated from splenocytes at the indicated times after
injections with mock-treated antigens of 7. crassiceps or paTSA or
saline plus OVAj,3 339, RNA samples were individually processed
(three mice per group) and subjected to real-time RT-PCR analysis,
results were analyzed as described in M&M and compared to the
level of gene expression of GADPH, arbitrarily assigned the value 1.
a IL-4 and b IFN-y. Bars represent the fold increase in gene
expression over the expression level in the control gene. Data are
representative of two independent experiments

inducing activity of TSA was lost. The ability of TSA to
generate a strong Th2 response when co-administered with
OVA peptide is a clear evidence that the generation of Th2
immune responses by this cestode parasite is not simply due
to a ‘default’ pathway in the absence of Thl-oriented
stimulation, but to undefined carbohydrate components
present in these antigens. Thus, together with previous
reports with glycoproteins from Brugia malayi (nematode)
(Tawill et al. 2004) and SEA (Okano et al. 1999) from
Schistosoma mansoni (trematode), our data with cestode
antigens support the idea that natural glycans on helminth
parasites are essential to imprint Th2-type responses.
Moreover, they also suggest that a similar mechanism
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should be turned on through these glycoconjugates; howev-
er, it is not yet clear which receptors are used by the extracts
from all these parasites to induce Th2 responses.

Intact glycans are critical for the induction of macrophage
alternative activation genes Recent advances in the
understanding of the immuno-regulatory abilities of hel-
minthic infections give the macrophages a central role as
they can become alternatively activated (AAM) and/or
suppressive (Allen and Loke 2001; Rodriguez-Sosa et al.
2002b; Donnelly et al. 2005). Several gene markers for
alternative activation are now well-identified (Raes et al.
2002; Mosser 2003), such as arginase 1 (Argl), a liver
enzyme that is inducible in non-liver cells, which
metabolizes arginine to ornithine and urea by using Arg
1, instead of producing NO and citrulline by using iNOS.
As we and others have previously reported that AAM arises
during T. crassiceps infection (Rodriguez-Sosa et al.
2002b; Raes et al. 2005), we hypothesized that induction
of alternative activation markers might occur also during
the repetitive injection of TSA with intact glycans plus OVA
in DO10.11 OVA Tg mice. We used real time RT-PCR
analysis of spleen RNA expression for three alternative
activation markers, Argl, Ym1, and Mannose Receptor (MR)
(Fig. 6). We detected major increases in the expression for all
these genes in samples from mice co-injected with mTSA/
OVA3,3 339, compared with samples from mice receiving
paTSA/OVA323,339 or saline/OVA323,339. Remarkably, MR
transcripts were up-regulated up to ten times by treatment
with mTSA/OVAj353 339 when compared with mice in-
jected with paTSA/OVAj,3_339. Moreover, iNOS tran-
script, a marker for classical activated macrophages
(inflammatory marker), were significantly increased in
mice treated with paTSA, whereas, a limited expression
for this gene was detected in mTSA-treated OVA TCR Tg

Saline/OVA mTSA/OVA paTSA/OVA
Treatments

mice (Fig. 6). Other genes analyzed, such as TLR4,
Lipox5, and RANTES were unchanged (data not shown).

Because Thl differentiation in response to mTSA/
OVA3,3 339 appeared defective in Tg mice, we asked for
a possible induction of anti-inflammatory gene expres-
sion. IL-10 production has been previously found elevated
in T. crassiceps cysticercosis, as a means to down-regulate
the type 1 response that can otherwise eliminate this
parasite (Terrazas et al. 1999; Rodriguez-Sosa et al. 2004).
When we look for the anti-inflammatory cytokines 1L-10
and TGF-3 by real time RT-PCR analysis, we found both
of them highly up-regulated in spleen cells from mice
receiving mTSA/OVAj»3_339 (Fig. 6).

Although the phenotype of AAM may be clearly
established, their function and range of activities in vivo
has not been fully characterized. It has been proposed that
AAM has the ability to induce the differentiation of naive
T cells to Th2 phenotype directly (Allen and Loke 2001)
or by the inhibition of type 1 responses (Allen et al. 1996;
Goodridge et al. 2001) by releasing soluble mediators such
as IL-10 and transforming growth factor 3 (TGF-f3). As
we have shown in this paper, these consistently reported
properties of AAM are dependent on the presence of intact
glycans on Taenia antigens. Thus, IL-10 and TGF-f3
expressed at relatively high levels may inhibit NO
production, while increasing arginase activity (Allen and
Loke, 2001). Such observations are important in the
context of the present study, as TGF-3 apparently may
favor the production of Th2 responses by inhibiting Thl-
induced macrophage activation.

Modulation of cytokine and Ab responses by glycans on
TSA is maintained in TLR4 mutant mice Contrasting
reports regarding the potential receptors in innate cells for
helminth glycans have recently been suggested, among
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Fig. 6 Injection of mTSA plus OVAj3,3 339 induces the expression
of gene markers of alternatively activated macrophages into the
spleen cells of DO11.10 Tg mice. Spleen cells recovered from
DO11.10 Tg mice after repeated ip. delivery of mTSA plus
OVA3,3_339 exhibit increased expression of Argl, Yml, and MMR;
these cells did express low transcripts for iNOS, a marker of
classically activated macrophages. In contrast, injection of paTSA
plus OVAj,3 339, induced higher transcripts for iNOS. No differ-
ences were observed in TLR4, CCLS, and 5-Lox genes among
groups (data not shown). mTSA plus OVAjz,3 339 also induced
higher transcripts of Th2-associated and anti-inflammatory cyto-
kines IL-10 and TGF-f3. Values for mRNA are expressed in relative
absorbance units and were standardized per unit of GAPDH per
sample. *P<0.05 (for mTSA, compared to treatment with paTSA)

them C-type lectins and TLRs (Goodridge et al. 2005;
McGreal et al. 2005; Nadesalingam et al. 2005). One of
the putative receptors most studied has been TLR4
(Thomas et al. 2003; Dissanayake et al. 2004; Taylor et
al. 2005¢); however, TLR4 is mainly known to induce
strong pro-inflammatory cytokines after triggerring it with
different bacterial and/or intracellular parasites (Schnare et
al. 2001). To explore the possibility that mTSA may act
via TLR4-signaling in the Th2 biasing, we used C3H/Hel
mice that had defective activity of TLR4. C3H/HeJ mice
were similarly injected with mTSA/OVA, paTSA/OVA or
saline/OVA. IgE and IgG were measured to determine if
the B-cell responses in the TLR4-mutant mice were
functional. Total serum IgE levels were comparable in
mTSA/OVA-immunized TLR4-mutant mice with those
levels found in paTSA/OVA or saline/OVA-treated mice

(Fig. 7). In contrast, OVA-specific IgG1 responses were
more elevated in the mTSA/OVA-immunized TLR4-
mutant mice (Fig. 7a). Furthermore, these TLR4 defective
mice developed the anti-inflammatory-biasing activity
induced by intact glycans in TSA plus OVA-peptide,
given that high levels of mRNA for TGF-3 were also
detected in the spleen cells of these mice, whereas, mRNA
for IFN-y was barely induced with mTSA/OVA treatment.
In contrast, C3H/HeJ mice receiving paTSA/OVA dis-
played increased transcripts of mRNA for IFN-y and
iNOS, but lower transcripts for TGF-3 (Fig. 7b). Taken
together, our data in Fig. 7 appear that glycans present in
Taenia antigens do not signal via TLR4.

Helminth infections stimulate strong immune responses
biased towards Th2-type and induce high levels of anti-
inflammatory cytokines (Rodriguez-Sosa et al. 2002a;
Gause et al. 2003). In this paper, we demonstrated, using a
very sensitive model (DO11.10 TCR-Tg mice), the effect
of Taenia soluble antigens containing intact glycoconju-
gates on the Th1/Th2 and anti-inflammatory profile of the
immune response to a well-defined bystander antigen as
well as the amplitude of the OVA-specific T-cell response
induced in vivo. We also showed in this paper that
glycosylated soluble antigens from Taenia essentially
reproduce both the Th2-biasing and elevated IgE levels
seen during Taenia infections. Further similarities between
responses in MTSA/OVAj;;3 330-injected mice and hel-
minth-infected mice are the suppressed levels of pro-
inflammatory markers (Taylor et al. 2005a) detected after
repeated injection of mTSA/OVAj,3_339. Taken together,
our results indicate that intact carbohydrate components
from TSA are involved in skewing Th2 type responses to
OVA peptide antigen in OVA Tg mice.

In addition, a recent study found that N-glycans on T.
crassiceps metacestodes (Lee et al. 2005) show a rare
terminal structure consisting of Fucose (Fuc)xl-3 N-
acetylglucosamine (GIcNAc), which are similar to core
Fucx1-3GlcNAc found in schistosomes (Hokke and
Yazdanbakhsh 2005). These structures in schistosomes
have been reported to act as adjuvant and induce Th2-type
responses (Okano et al. 2001), and the same structures are
susceptible to periodate alteration (Okano et al. 1999).
Thus, it is plausible that N-glycans on 7. crassiceps
metacestodes may actively participate as Th2 inducers.
The mechanism of action as well as putative receptors for
these glycans has yet to be defined. However, an attractive
proposition is that TSA glycans can activate or modulate
some population of accessory cells, as APC (macrophages,
dendritic cells or granulocytes) through triggering a
specific receptor, and induce these populations to drive
naive T cells towards type 2 responses.

Interestingly, we observed an increased expression of
the Mannose Receptor (MR) in spleen cells obtained from
DOI11.10 mice receiving mTSA/OVA (Fig. 6). MR is
considered as a PRR and belongs to the family of C-type
lectin receptors (Taylor et al. 2005b). MR recognizes
glycosylated molecules with terminal mannose, fucose, or
N-acetylglucosamine moieties and internalizes soluble and
particulate ligands through the endocytic and phagocytic
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Fig. 7 TLR4-independent anti-inflammatory-biasing of mTSA.
C3H/HeJ mice were weekly injected with mTSA plus OVA3,3 330;
paTSA plus OVAjz,3_339 or saline plus OVAjzs3_330. In sera were
evaluated OVA-specific titers of IgG1 and IgG2a (not detected) as

pathways (Taylor et al. 2005b). MR is mainly expressed in
macrophages, can be induced in DCs, and seems to play a
role in the early immune response against invading
pathogens (McGreal et al. 2005). Thus, given its higher
expression in mice receiving mTSA/OVA, MR could be a
candidate receptor for intact glycans on TSA and
participate in favoring Th2 responses, instead a possible
role for TLR4, because in the current study the Th2
immune response was significantly increased in immu-
nized C3H/HeJ mice. Therefore, TLR4 is not required for
the development of the Th2 response against bystander
OVA-peptide co-injected with glycosylated Taenia anti-
gens. However, the knowledge regarding helminth
structures that enhance both Th2 type and anti-inflamma-
tory responses and their putative receptors involved in
recognizing them are still in a rudimentary state.
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Abstract

Helminth parasites are a major cause of global
infectious diseases which are normally both chronic
and long-lasting. Much like other parasites, helminthes
have developed complicated strategies in order to infect
and successfully colonize their hosts. The critical
factor in the interaction with the host is the immune
system; through a series of intricate mechanisms,
these parasites are able to impair or alter key early
immune response elements such as the function of
dendritic cells and macrophages. It has been proven
that several molecules of helminth parasites can affect
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the host’s immune response in different ways, thereby leading to changes that
presumably help the parasite survive. In this chapter, we review recent
advances in the interaction between helminth-derived molecules and antigen-
presenting cells’ function.

Introduction

Helminthes constitute one of largest and most widely distributed groups of
animals on the planet and, a great number of them have adapted to the parasitic
life in highly successful ways (1, 2). Their success as parasites depends on a
series of intricate and highly evolved adaptations that enable them to evade
destruction by the host’s immune system. Because helminth parasites are
constantly exposed to attack by the host’s immune cells, and even though they
are able to survive in their hosts for long periods of time, it has been thought
that they must have developed complex strategies to avoid or even resist
Immune system attack (1-3). In fact, in recent years complex mechanisms to
avoid, block and modulate elements of the immune responses that are
potentially dangerous for the parasite have been described (4-6).

One of the steps in adaptation occurs when parasitic invaders confront
elements that provide a crucial link between the innate response and the adaptive
immune response: the antigen-presenting cells (APCs). Thus, innate immune
recognition of pathogens triggers both immediate defenses against them and the
initiation of adaptive immune responses. Dendritic Cells (DCs) and macrophages
play a key role in sensing and processing microbial information; they also direct
the subsequent differentiation of lymphocytes into effector cells suitable to battle
particular types of infections, via both interaction with co-stimulatory molecules
expressed on the APC surface and the secretion of cytokines.

Among APCs there are two cell types of particular importance due their
capacity to initiate and regulate the immune response: macrophages and
dendritic cells. Macrophages have several pleiotropic capacities among the
immune system; their roles span diverse biological functions from
phagocytosis (direct killing of pathogens), pro-inflammatory activity to
stimulation of adaptive immune responses through cytokine release, co-
stimulatory molecules and antigen processing and presentation (7). On the
other hand, the cells that clearly initiate primary immune response are the DCs,
due to their exclusive ability to present antigens to naive T-cells (8) and due to
their being the main and early source of cytokines such as IL-12 and IL-10,
which can greatly influence the next step of the immune response. In this way,
one of the main obstacles for pathogens to defeat is the macrophage and DC
action against the invaders. It has been shown that some molecules derived
from helminth parasites can alter the activity of these cells, presumably leading
to immune system changes that favor the parasite’s presence (9, 10).
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Parasite helminth diversity

Parasitic helminthes are a highly diverse group of organisms displaying very
different morphologies, accessory structures, sexual and feeding behaviours as
well as life cycle stages. At the same time, they also generate a variety of diseases
and fill a variety of niches in their hosts, since they may spend their entire life in
a specific organ or tissue, such as the gastrointestinal tract, or travel into different
organs and systems in the host (skin, bladder, muscle, liver, lung, brain) to finally
reach the specific organ where they cause disease. Helminth parasites also appear
to follow varied and complicated infection routes in the host tissues. Infections
mainly originate with the ingestion of eggs/larvae (oral route) or in active penetration
of the skin by parasite larvae or by the bite of their vectors.

Based on the diversity of helminth parasites and in the diseases they cause,
one could expect a wide range of different helminth-induced immune responses.
Surprisingly, despite all these differences, the organisms share a unique
immunological feature by inducing very similar immune responses in their hosts.
This reaction is collectively termed as the characteristic immune response to a
“helminth infection”, although this immune response is not necessarily the only
reaction of the host immune system to a specific infection. Immune response to a
helminth infection is typified by: the profile of cytokines induced to high levels,
including 1L-4, IL-5, IL-10 and IL-13 (11); the high levels of characteristic
antibodies such as IgG1 and IgE; the increased  numbers of particular cell
populations such as eosinophils, goblet cells and mast cells; and low T-cell
proliferative responses to polyclonal stimuli and to specific parasite antigens and
“bystander” decreased T-cell proliferation (12). Two more shared features of
helminth infections have recently been identified: regulatory cell subpopulations,
such as T regulatory cells (13, 14), and alternatively activated macrophages
(Horsnell & Brombacher, in this book & 7, 15). Furthermore, this kind of
immune response can be found in experimental hosts infected not only with
parasites but also with free-living helminths (i.e. Caenorhabditis elegans); this
may be indicative of an evolutionarily conserved ability and a likely conserved
pattern of molecules with similar immunomodulatory activities (16). Of note,
aside from experimental infections these responses are features of human
parasitosis caused by helminths. Notwithstanding, these infections can become
chronic and persist over many years, presumably because of helminthes’ ability
to modulate the host immune system to tolerate the parasites for a long time.
Different authors have catalogued that helminth infections were causative agents
of immuno-suppression; however, such a concept has greatly changed now that
the response generated by helminthic infections is more acceptably identified as
helminth-induced immuno-modulation rather than suppression, since high levels
of antibodies and high numbers of parasite-specific immune cells are detected in
hosts parasitized with helminthes (12). Thus, immunomodulation by helminthes
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IS not just contained to antigen-specific responses to these parasites, but has
been shown to spread to bystander antigens including parasites, viruses and
vaccines (12). How do helminthes and their byproducts drastically modify and
shape the immune response of their hosts? This is a question driving
researchers around the world who have worked in recent years both to
understand how to attack to these parasites through development of effective
vaccines (as-yet undeveloped) or treatments, and to understand and take
advantage of these properties in order to apply them strategically, as in cases of
autoimmunity or perhaps as adjuvants.

One of the myriad of possible mechanisms involved in driving remarkable
similar immune responses to helminth infections, may be the products they
release or display on their structures, which in turn can target similar cell
populations, in special those participating in early events of the immune
response such as APCs, where these helminth-derived products may interfere
with the antigen processing; may impair the maturation and cytokine release of
APCs, (Table 1) even inducing a different state of activation of these cells or
altering their function may be taking advantage by acting through widely
expressed receptors.

Table 1. Main immunomodulatory effects of helminth-derived molecules on antigen-
presenting cells.

Helminth-derived molecules MACROPHAGES DENDRITIC CELLS

Cystatins f NO, IL-10
¢ MHC-II, Antigen Presentation, Lymphoproliferation

MHC-II, Antigen Presentation

Lymphoproliferation

Filarial Antigens ND IL-12p40 & p70, IL-10, Lymphoproli feration
MHC-I & MHC-II unaffected
NES ND

? CDB86, OX40L ‘IL-12p70, Induction of Th2 responses

SEA
f 1L-10, ¢ Lymphoproliferation ¢ 1L-12, MHC-II, CD80, CD86 & pro-inflammatory genes in general
Induction of Th2 responses

S. mansoni-lipids

f IL-10, IL-6, TGF-B ¢ IL-12, Induction of Th2 responses
ES-62

¢ IL-12, IL-6, TNF-a f CDA40, CD80, CD86, Induction of Th2 responses
A. suum—glycolipids In response to LPS: CD80, CD86, CD40

Lymphoproliferation when they are used as APC
IL-12p40

E. grunulosus hyd atid cyst Exposed to LPS: ¢ CDB80, CD86, HLA-DR, IL-12p70, TNF-a
antigens ND

Immature: $CD80, CD86, CD40, HLA-DR, TNF-q, IL-10, IL-6
Exposed to LPS: ¢ CD80, CD86, TNF-u, IL-12p70

Mature: Induction of Th2 responses
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Interference with antigen processing and presentation
Studies of Brugia malayi provided the first evidence that a helminth
molecule can directly interfere with the host’s antigen-processing and presentation
pathway. The product responsible for this interference was shown to be a
cystatin (17). The cystatin superfamily consists of evolutionarily related,
reversible, tight-binding inhibitors of cysteine proteases (18, 19), which in turn
are found throughout the animal kingdom and are involved in different
biological processes such as antigen presentation and inflammation (19).

Cysteine protease inhibitors, or cystatins, are well described pathogenic
factors and have been described for different helminth parasites such as
Acanthocheilonema vitae (20), Onchocerca volvulus (21), Nippostrongylus
brasiliensis (22), Litomosoides sigmodontis (23), Haemonchus contortus (22),
Taenia crassiceps and T. solium (24, 25) Of all the immunomodulatory activities
attributed to these helminthes, some are clearly due to cystatin —action.

One of the main steps in the specific T-cell responses is the formation of
peptide-major histocompatibility complex (MHC-II) molecule complexes on
APCs such as macrophages and DCs. In this process, cysteine proteases from
the host play a major role in “breaking” the antigenic proteins into small
peptides; here, the cystatins play a role in inhibiting the host’s protease
activity. It has been demonstrated that nematode cystatins inhibit cysteine
proteases, leading to a dramatic change in the antigen processing and in the
efficient generation of MHC Il molecules loaded with helminth peptides. The
result is a drastic reduction in antigen presentation by APCs (26). In fact, the
presence of O. volvulus cystatin resulted in a 72% decrease in HLA-DR
(Human Leukocyte Antigen-DR) and a 37% decrease in co-stimulation
molecules of human monocytes exposed to this molecule (21). Nippostrongylus
brasiliensis cystatin (nippocystatin) has also been reported to suppress expression
of MHC-II molecules and, in vitro, inhibits ovalboumin (OVA)-antigen processing
by the host’s APCs (22).

The cystatin secreted by the filarial nematode Brugia malayi, named Bm-
CPI-2, interferes with the action of different cysteine proteases involved in the
MHC-I11 pathway, the papain-like cathepsins B, L and S and the legumain-type
asparagines endopeptidase. In an experimental model, CPI-2 blocks the
processing presentation of tetanus toxoid antigen in human antigen-presenting
cells (17).

Cystatins possess other immunomodulatory properties besides their
interference with the antigen-processing pathway, such as their contribution to
down-regulation of T-cell proliferation and induction of anti-inflammatory
cytokine responses. For example, a cystatin from Litomosoides sigmodontis
down-regulate spleen cell proliferation (23); a nippocystatin from N.
brasiliensis does the same and also suppresses cytokine and IgE production
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(22); and cystatins from O. volvulus and A. vitae suppress the proliferation of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and murine spleen cells,
meanwhile increasing the production of IL-10 by PBMCs and the up-
regulation of nitric oxide by macrophages (27).

Other molecules that probably affect the antigen-processing pathway are
the schistosome soluble egg antigens (SEA), given that DCs exposed to SEA
showed a difference in antigen processing by segregating SEA to a different
compartment than the Proprionebacterium acnes antigen. Since these two
antigens are handled very differently, this could provide a potential link in the
contrasting responses they induce in these cells (9).

Impaired differentiation and cytokine production in
APCs by helminth-derived products

During development and differentiation, APCs can be exposed to different
antigens which significantly influence their function and maturation. Semnani
and co-workers (28) demonstrated that when monocytes engulfed B. malayi
microfilariae antigens while differentiating to DCs, they displayed inhibited
production of IL-12p1+6, IL-12p70 and IL-10 in response to Staphylococcus
aureus Cowan (SAC) and SAC plus IFN-y. Cell viability or expression of co-
stimulatory molecules, including MHC-1 and MHC-II, were not altered;
however, DCs exposed to filarial antigens induced lymphocyte reactions to a
lesser degree than DCs that were not exposed to the filarial antigen.

Nippostrongylus brasiliensis secretes in vitro diverse glycoproteins named
excretory-secretory products (NES). These antigens polarize the immune
response to a Th2-type response without requiring live infection of the mice.
Murine bone marrow-derived DCs pulsed with N. brasiliensis excretory/
secretory antigen (NES) can, upon transfer to naive recipients, prime mice for
Th2 responsiveness (29). NES upregulates DC markers associated with Th2
promotion, including CD86 and OX40L, while suppressing the IL-12p70
response. Interestingly, the high LPS-induced IL-12p70 levels are also
suppressed in DCs that had been pre-incubated with NES (30).

Schistosomes produce a great variety of glycosilated proteins and lipids to
which mainly humoral immune responses are directed. In the case of
Schistosoma mansoni, proteins, glycans and lipoconjugates all can induce Th2-
type responses. Several groups have shown that schistosome soluble egg
antigens (SEA) contain molecules that drive the polarized CD4+ Th2 response
(3, 31). Possible involved mechanisms have emerged since immature DCs
pulsed with SEA do not show an increase in expression of co-stimulatory
molecules or cytokines (32-34). Interestingly, SEA also suppresses LPS-
induced activation of immature murine DCs, including expression of MHC
class Il and co-stimulatory molecules as well as IL-12 production. Moreover,
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SEA inhibits the ability of CpG, poly (I:C) and hyaluronic acid (HA) to induce
production of IL-12 and upregulation of MHC class 1l, CD80, and CD86 by
DC. Even though IL-10 production is augmented in the presence of SEA, not
all the SEA effects on DCs depend on this cytokine (35). In these cells, SEA
also suppresses the LPS-induced expression of 46 genes, many of which are
pro-inflammatory and prevent the LPS-induced down-regulation of 37 genes
(35). Thus, SEA appears to have a profound effect on TLR ligand-induced DC
maturation/activation, suppressing inflammatory events associated with the
development of Thl-type responses.

This type of immune modulation by SEA from S. mansoni has been shown
to depend on the glycans present in these antigens, since treatment with
sodium metaperiodate abrogates their ability to induce Th2-type responses
(36). Carbohydrates on schistosome eggs are not just necessary, but also
sufficient, for much of the schistosome’s immunomodulatory function. For
example, some glycans found in SEA, such as core a-3-fucose, p2-xylose and
Lewis X, have been shown to play an important role in the changes observed
in DCs (33). DCs pulsed with fractions containing a motif of a3-fucosylation
of a GlcNac or of B-xylosilated core sugar drive strong Th2-cell responses in
mice (37); two of the main glycans found on schistosome eggs, lacto-N-
fucopentose 111 and lacto-N-neotetraose, are also highly active in macrophages
promoting IL-10 production and inducing a suppressive phenotype that
actively blocks T-cell proliferation (38, 39). LNFPIII and LNnT conjugates
have also been shown to activate macrophages in vivo. Injection of either
conjugate in mice leads to a rapid expansion of a population of CD11b+, Gril+,
F480+ peritoneal cells (38, 39). These cells have potent suppressive activity on
naive CD4+ T and/or CD8+ T cells, and they have been called natural
suppressor macrophages. Even though their role in Schistosoma infections has
not been clarified, similar populations of suppressive macrophages expressing
the same markers have been found in a variety of stimuli and pathological
situations, such as in response to the cestode T. crassiceps (40), in tumor-
bearing mice (41), or in virus infections and drug treatments (7). Thus, it is
possible that these macrophages can be induced in vivo by natural antigens
from Schistosoma and may have similar activities.

When egg-derived glycoconjugates are captured, processed, and presented
to naive T lymphocytes by DCs, the immune response is skewed to a Th2-type
response. Periodate treatment reverses this effect and CD1d is apparently
crucial to this phenomenon, indicating that SEA glycolipids may be involved
in the Th2 skew by DCs (37). Lipids from S. mansoni (adults and eggs) have
been shown to activate monocytes to produce anti-inflammatory IL-10 and
pro-inflammatory IL-6 and TNF-a (32). These lipid fractions, particularly the
ones containing phosphatidylserine, act as Th2-promoting factors through the
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blockade of IL-12 production by DCs. At the same time, they promote the
development of IL-10-producing T cells.

ES-62 is a phosphoryl-choline-bearing secreted product of Achantocheilonema
vitae that has been shown to display a variety of immunomodulatory activities,
many of which have been attributed to the presence of phophoryl-choline
groups (42). ES-62 exerts its immunomodulatory effects on an array of cells of
the murine immune system, including macrophages and DCs (43-45). ES-62
can desensitize mouse peritoneal macrophages to subsequent IFN-y/LPS-
induced production of IL-12. This suppression extends to the production of the
pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF-alpha. In this way, exposure to ES-
62 seems to render macrophages unable to produce Thl/proinflammatory
cytokines, a situation that could likely contribute to the generation of immune
responses biased to a Th2 phenotype (45) .

Exposure of immature DCs to ES-62 leads to an increase in the expression
of co-stimulatory molecules such as CD40, CD80 and CD86. Also, ES-62 is
capable of shifting bone marrow-derived DCs into the “DC2” activation state
(42). When these DC2 cells present an ovalbumin peptide to naive CD4+ T
cells from OVA TCR transgenic mice, an increase in lymphocyte production
of IL-4 is observed while IFN-y production decreases. In addition, the switch
to either a Thl or a Th2 response is not affected by differential regulation
through CD80 or CD86; a Th2 response is achieved even in the presence of IL-
12 (44).

Glycosphingolipids of Ascaris suum have been shown to inhibit LPS/IFN-y-
induced pro-inflammatory cytokine production by peritoneal macrophages
(46). High-molecular-weight components of A. suum inhibit the expression of
MHC-11, CD80, CD86 and CD40 in CD11c" cells. When these CD11c" cells
were used as APCs for OVA-Tg T cells, the proliferative response observed was
lower than that of CD11c” cells that were not exposed to the high-molecular-
weight components. The inhibitory effect on both the expression of co-
stimulatory molecules and the induction of T-cell proliferation was abolished in
IL-10 deficient mice (47), suggesting that the immunosuppressive effect of
A. suum extract components is related to their property of down-regulating the
antigen-presenting ability of APCs via an IL-10-mediated mechanism.

Recently, Rigano et. al. (48) demonstrated how Echinococcus granulosus
hydatid cyst antigens affect APCs in different stages of maturation. Purified
Antigen B (AgB) and sheep hydatid fluid (SHF) can affect host DC
differentiation from monocyte precursors by reducing the number of cells that
differentiate into immature DCs (iDCs) and inhibiting the up-regulation of
CD1a expression while increasing CD86 expression. When these cells were
stimulated with LPS, there was a significantly lower expression of CD80,
CD86 and HLA-DR and lower quantities of TNF-o and IL-12p70. Once those
monocytes differentiate into iDCs, E. granulosus antigens interfere in the
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maturation process of these cells. iDCs exposed to AgB clearly matured since
they up-regulated CD80, CD86, CD40 and HLA-DR, and they produced
significantly higher amounts of TNF-a, IL-10, and IL-6, however, they did not
induce IL-12p70. In response to LPS, these iDCs expressed fewer CD80 and
CD86 molecules and showed reduced TNF-a and I1L-12p70 production (48).
When DCs matured in the presence of E. granulosus antigens and later were
used as APCs to naive T cells, most of these lymphocytes differentiated into
IL-4-producing cells, suggesting the potential of E. granulosus antigens to
skew the response to a Th2 type, which would be mediated by DCs.

Possible consequences of altering APCs’ function:

Diminished lymphoproliferation and Th2 polarization

What happens when APCs previously exposed to helminth-derived
molecules come into contact with T-cells? In most cases, the helminth
molecules, through their modulatory effect on the maturation and function of
macrophages and DCs, can influence antigen-specific and antigen non-specific
lymphocyte proliferation (39, 47), as well as polarization of T-cell responses
(14, 37, 45).

A clear example of this is illustrated by the filarial molecule ES-62. In this
model, IFN-y production of re-stimulated T-cells is suppressed by the previous
exposure to ES-62. Meanwhile, typical cytokines from a Th2 response, such as
IL-13 and IL-4, were also suppressed, but remain and enhance Ag-specific IL-
5 production. These T-cells produced lower levels of IL-2 and their proliferation
response was diminished after recalling with OVA (49). Moreover, pre-
exposure to ES-62 inhibited the clonal expansion of the transferred T-cells
in vivo (49). Given that ES-62 affects the DCs’ maturation, turning them into
DC2 type (44), and given the importance of DCs in T-cell responses, is very
likely that this Th2-type response is promoted by the changes in DCs induced
by this helminth-molecule (Figure 1).

Different helminthes have independently developed a variety of pathways
for Th2 stimulation, and this propensity is likely to have been positively
selected to confer a biological advantage to each parasite species. The most
obvious distinction is the heat liability and protease sensitivity of NES (30), as
compared to the glycan moieties associated with Th2 stimulation from filarial
nematodes (16), schistosomes (36) and cestodes (50).

Glycan moieties from B. malayi and the free-living nematode
Caenorhabditis elegans induce antigen-specific IL-4 production by lymph
node cells (16), indicating that the induction of Th2 responses could be a
generic response against common structures shared between helminth species
and not necessarily an evolutionary strategy evolved in those that are parasitic.
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Figure 1. Exposure of antigen presenting cells to helminth-derived molecules lead to
important changes in APC”s which in turn importantly modulate the immune response.

Alternative activation of APCs

Alternatively Activated Macrophages (AAM®) represents a distinct
population of macrophages which are generated in the presence of the Th2
cytokines IL-4 and IL-13 (51). These macrophages possess specific features
and functions distinct from Classically Activated Macrophages, which are
activated for the Thl cytokine IFN-y and bacterial products such as LPS (51).
In an environment in which the cytokines IL-4 and IL-13 predominate, as
happens in helminth infections, is obvious to think that AAM®s would be a
characteristic type of cell in these types of infections. Indeed, different studies
have shown that these macrophages are preferentially induced during helminth
infections (52-54).

In some studies, molecules derived from helminthes reproduced the
recruitment of the AAM®s and these macrophages seemed to be involved in a
diminished T-cell proliferation. AAM®s are induced by B. malayi, as well as
T. crassiceps infection; in both cases they can indeed drive Th2 differentiation
of naive T-cells and inhibit polyclonal proliferation of T-cells (15, 55).
Interestingly, these AAM®s can also be generated by daily injection of
excretory/secretory products (ES) from B. malayi adults (56), suggesting a
scenario in which ES products are secreted by adult parasites into the
lymphatic system and, through this, induce Th2 responses and the recruitment
of AAMOs.

After intraperitoneal injection of parasite excretory-secretory (ES)
products of Fasciola hepatica, AAM®s were recruited to the peritoneum of
mice based on the expression of genetic markers of alternative activation such
as Fizzl, Ym1, and Arginase 1. Administration of a recombinant antioxidant
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thioredoxin peroxidase (TPx), which is contained within the ES products, also
induced the recruitment of AAM®s to the peritoneum. TPx directly converts a
RAW 264.7 macrophage to an alternatively activated phenotype characterized by
the production of high levels of I1L-10 and prostaglandin E(2), concomitantly
with low levels of IL-12 (57). Similar observations have been done in
experimental cysticercosis, where intraperitoneal infection with the cestode
T. crassiceps recruits AAM®s which are able, in a cell contact-dependent
manner, to suppress T-cell proliferation to a polyclonal stimulus such as anti-
CD3/CD28 (15). Similarly, following repeated injections with intact glycans
from T. crassiceps antigens in naive mice, these animals displayed up-regulation
of the expression of different AAM® markers (Fizz 1, Arginase 1 and Ym1) in
parallel with Th2 adjuvant activity (50). However, when glycans were
chemically altered, the AAM® induction and Th2 biasing activity to OVA-
peptide was lost, indicating that glycosilated-derived antigens from T. crassiceps
are also able to modulate the immune response to unrelated antigens (50).
Altogether, these data suggest that the characteristic population of AAM®s
observed during helminth infections may be directly mediated through the
secretion of molecules (glycosilated or not) derived from these parasites.

Modulation through receptors

Induction of cytokine production by macrophages and DCs in response to
many pathogen products occurs following ligation of a pathogen recognition
receptor (PRR), such as toll-like receptors and lectins (58). Goodridge and co-
workers (45) showed that ES-62 achieves modulation of its macrophage and DC
activation in a TLR-4-dependent manner (49). Cytokine suppression, which was
seen in macrophages and in DCs in response to both the TLR ligands BLP and
CpG and exposure to ES-62, was dependent on the presence of TLR-4. The
modulation of MHC-I1I, CD40, CD80 and CD86 observed in response to ES-62
was also suppressed in DCs from TLR-4 knockout mice (49).

Another system in which toll-like receptors appear to be involved in
helminth molecule signaling is the case of Schistosoma lipids. Schistosoma-
specific phosphatidylserine (PS) both activated TLR2 and affected DCs such
that mature dendritic cells gained the ability to induce the development of IL-
10-producing regulatory T-cells (32).

The helminth carbohydrate, lacto-N-fucopentaose Il (LNFPIII), functions
as an innate Th2 promoter of murine DCs. The alphal-3-linked fucose required
for this activity and the ability of LNFP-I1I to drive DC2 maturation both depend
on TLR-4 signaling (59), suggesting that APCs use TLR-dependent signaling
pathways to produce a Thl- or Th2-promoting phenotype. It remains unknown
how TLR-4 uses LPS to induce a strong pro-inflammatory cytokine release but
uses a helminth-derived molecule to induce IL-10 instead of 1L-12 or TNF-o.
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On the other hand, a series of recent studies showed that SEA antigens are
internalized by immature DCs through other PRRs such as the C-type lectins
DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific ICAM-grabbing non-integrin), MGL
(macrophage-galactose type C-type lectin) and the MR (mannose receptor). In
turn, these antigens are targeted to MHC-II positive lysosomal compartments
(34). DC-SIGN also mediates adhesion of DCs to glycolipids derived from S.
mansoni (60). Together, these studies suggest that helminth-derived molecules
can be detected by diverse types of receptors; interestingly, such diversity in
recognition converges in a similar response in APCs: low IL-12 production
and a slight increase in IL-10 release, which undoubtedly affects the
development of the immune response.

Concluding remarks

The diminished T-cell proliferation and the lack of IFN-y production are
some of the immunological features found in helminth-infected patients and
animals. Among the array of possible mechanisms that induce these changes,
the alteration in APC function seems plausible. As we have discussed in this
review, there are diverse mechanisms behind the changes in APC activities
but, independent of their nature, this interference with normal APC function
alters different steps in the immune response.

Helminth derived molecules have been shown to be an important
mechanism of immunomodulation used by the parasites to provide a safe
environment in the host and achieve a long-lasting life. An array of molecules
with distinct biochemical properties share common effects, suggesting a
successful evolutionary strategy that different helminthes have achieved using
different molecules.
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