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RESUMEN

Actualmente en el mundo hay 1,500 millones de personas que tienen una o mas infecciones por
helmintos, sin embargo la mortalidad debida a las infecciones es rara, se sabe que existe una
correlacion inversa entre las infecciones por helmintos y las enfermedades inflamatorias conocida
como la hipotesis de higiene, la cual propone que la menor cantidad de infecciones (especialmente
helmintos) en la infancia conduce a mayores posibilidades de desarrollar enfermedades alérgicas,
inflamatorias y metabdlicas en el futuro. Las infecciones por helmintos o sus MES suprimen la
diferenciacion de Thl y Th17 modulando la respuesta del huésped a un estado llamado tolerancia
antiinflamatoria mediante sus moléculas de excrecion-secrecion (MES), las cuales contienen una
mezcla de proteinas y moléculas de bajo peso molecular con diferentes mecanismos, estas proteinas
son secretadas o excretadas tanto por parasitos naturales como cultivados en laboratorio. Se llevo a
cabo la obtencion de las larvas de C. marginatum a partir de la musculatura y tubo digestivo de peces
de agua dulce se obtuvieron, las larvas fueron cultivadas en RPMI 1640 durante un mes, colectando
ImL de medio cada tercer dia. Posteriormente las muestras fueron dializadas, liofilizadas y
cuantificadas por el método de Lowry. Para evaluar la actividad anti-inflamatoria utilizamos la linea
celular de macrofagos J774A.1 y macrofagos RAW, primero se llevd a cabo una evaluacion de
vialidad celular para determinada la concentracion de trabajo. Posteriormente, se formaron cuatro
grupos de estudio, i macrofagos control (sin ninglin estimulo), ii los macréfagos se estimularon con
Sug/mL de lipipolisacarido (LPS) para inducir la inflamacidn, iii células con diclofenaco 31uM (anti-
inflamatorio) + Spug/mL LPS y iv células con 800pug/mL MES + 5pg/mL LPS. Transcurridos los
tiempos de incubacidn se determind la produccion de ON con un kit comercial (Promega) siguiendo
las instrucciones del fabricante. En la presente investigacion, las moléculas de excrecion-secrecion
del helminto Clinostomum marginatum demostraron no alterar la viabilidad en dos lineas diferentes
de macrdfagos y tener una actividad antinflamatoria a una concentracion de 800 pg/ml. Lo anterior
fue comprobado mediante las caracteristicas morfologicas de los macrdéfagos y mediante la reduccion
en la produccion de 6xido nitrico (ON) en 72.8%, 72.2% y 74% en macrofagos J774A.1 y 42.7% y
23.2% en macrofagos RAW 264.7.
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INTRODUCCION

La inflamacién es una respuesta de los organismos a diferentes estimulos bioldgicos, quimicos o
fisicos endogenos o exdgenos, en condiciones normales la inflamacion aguda es un mecanismo de
defensa de primera linea activando varios componentes de defensa, incluidas las células inmunitarias,
los agentes antiinflamatorios enddgenos para permitir la resolucion de la inflamaciéon aguda, cuando
esta inflamacion no se resuelve se liberan mas moléculas inflamatorias dando como resultado una
respuesta inmune a largo plazo conocida como inflamacion cronica. Muchas enfermedades
prevalentes estan relacionadas con la inflamacion cronica como el asma, la diabetes mellitus (DM)
tipo 1 y 2, la obesidad, las enfermedades cardiovasculares (Chantree et al., 2023; Furman et al., 2019;

Tansey et al., 2022; Wang et al., 2020).

Se sabe que los helmintos tienen la capacidad de modular la respuesta del huésped a un estado llamado
tolerancia antiinflamatoria mediante sus moléculas de excrecion-secrecion (MES), las cuales
contienen una mezcla de proteinas y moléculas de bajo peso molecular con diferentes mecanismos,
estas proteinas son secretadas o excretadas tanto por parasitos naturales como cultivados en

laboratorio (Arai et al., 2022; Kahl et al., 2018; Ryan et al., 2020).

Las moléculas de excrecion-secrecion del helminto Clinostomum marginatum demostraron no alterar
la viabilidad en macrofagos y tener una actividad antinflamatoria al disminuir la produccién de 6xido
nitrico (ON) en un 72.8%, 72.2% y 74% en macrofagos J774A.1 y 42.7% y 23.2% en macrofagos
RAW 264.7.

MARCO TEORICO

Helmintos
Actualmente en el mundo hay 1,500 millones de personas que tienen una o mas infecciones por

helmintos, la mayoria de estas se presentan en paises de bajos ingresos, convirtiéndose en un grave
problema de salud publica en el mundo (Gazzinelli et al., 2018). Los helmintos parasitos han
coevolucionado con los humanos durante milenios, la evidencia mas antigua de helmintiasis se
remonta al afio 3200 a.C. en el antiguo Egipto, las momias encontradas conservaban ovulos de
lombrices intestinales demostrando asi que la asociacion entre huésped-parasito es intima. Casi 300
especies de helmintos infectan a los humanos causando helmintiasis, entre estas especies estan
Schistosoma spp. y los helmintos transmitidos por el suelo, incluidos Ascaris lumbricoides, Necator
americanus, Ancylostoma duodenale, Trichuris trichiura y Strongyloides stercoralis (Douglas et al.,

2021; Drurey et al., 2020).
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Los helmintos taxonomicamente comprenden 2 filos distintos, por un lado, los nematodos los cuales
son gusanos redondos que se transmiten por el suelo y platelmintos los cuales son gusanos planos que
incluyen trematodos como los esquistosomas y cestodos como las tenias (Douglas et al., 2021). Los
gusanos helmintos son organismos multicelulares que miden entre 100 um y 1000 pm o mas (Cox,
2022) que tienen ciclos de vida diversos, sus ciclos de vida pueden ser directos (simple) o indirectos
(complejos), en el primero los parasitos crecen y maduran sexualmente en un solo huésped antes de
liberar huevos o larvas, mientras que los parasitos con ciclos de vida complejos infectan uno o mas

huéspedes intermedios antes de la transmision a un huésped definitivo o final (Benesh et al., 2021).

La transmision de los parasitos es tréficamente, un huésped es devorado por el siguiente huésped y
los gusanos solo se reproducen después de haber sido transmitidos a través de cuatro o cinco
huéspedes, los parasitos con un ciclo de vida simple corren el riesgo de morir sin reproducir, en caso
de que el primer huésped muera sin encontrar al segundo huésped o de la muerte del parasito antes
de la maduracion sexual en el segundo huésped, es por esto que los helmintos se adaptaron para
minimizar estos riesgos mediante los ciclos de vida complejos que retrasan la reproduccion a expensas
de la mortalidad de manera que antes de reproducirse, infectan sucesivamente a multiples huéspedes

de taxones diferentes (Froelick et al., 2021; Benesh et al., 2021).

Los ciclos de vida complejos en los helmintos evolucionan mediante dos procesos diferentes, uno de
estos procesos es la incorporacion ascendente donde se agrega un nuevo huésped definitivo que se
alimenta del huésped definitivo original, por lo que el huésped original se convierte en un huésped
intermediario, en el que se suprime la reproduccion, en el segundo proceso es la incorporacion
descendente, en la que se agrega un nuevo huésped intermediario en un nivel trofico inferior, para

facilitar la transmision al huésped definitivo original (Parker et al., 2003).

Morfologia de Clinostomum spp.

Los trematodos del género Clinostomum (Digenea: Clinostomidae), son un grupo de trematodos que
prevalece en ambientes acuaticos de agua dulce y se encuentran comiinmente en la cavidad bucal y
el esofago de una variedad de aves piscivoras (Calhoun et al., 2020; Rosser et al., 2018). Los
trematodos se caracterizan por ser gusanos aplanados tipicamente en forma de hoja, son organismos
parasitos debido a que requieren obligatoriamente estar dentro de un huésped para poder subsistir y
son oviparos. Morfologicamente los trematodos presentan un sistema digestivo incompleto ya que no
tiene un orificio anal, solo presenta una cavidad bucal, la cual continua con la faringe y el es6fago
que se comunica con el intestino. Este ultimo se divide en dos tubos que son longitudinales donde se
lleva a cabo la absorcion de los nutrientes. El sistema de excrecion esta formado por dos conductos

que se encuentran a ambos lados del cuerpo y presentan una vejiga que desemboca en un poro
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excretor. La gran mayoria de los trematodos son hermafroditas, el sistema reproductor masculino esta
constituido por un par de testiculos, por otro lado, el sistema reproductor femenino consta de un tinico

ovario, del cual surge el oviducto (Lat, 2020).

Ciclo de vida de trematodos (Clinostomum marginatum)

Los trematodos tienen un ciclo de vida que involucra una serie de transformaciones hasta alcanzar la
fase adulta; ademas, que contempla la intervencion de varios intermediarios como lo pueden ser
moluscos y crustaceos. El ciclo de vida inicia con la liberacion de los huevos mediante las heces o la
orina por parte del hospedador definitivo (aves), los huevos liberados deben alcanzar un medio acuoso
con condiciones de humedad y temperatura para poder eclosionar. Cuando el huevo se encuentra en
las condiciones ideales, en su interior se forma una larva conocida como miracidio, que esta rodeada
de cilios para facilitan el movimiento y desplazamiento por el medio acuoso. Al encontrar a su
huésped ideal que a menudo es un caracol de la familia Planorbidae (primer huésped intermediario),
la larva penetra su piel y entra en su torrente sanguineo. La larva en los tejidos del caracol, se convierte
en el esporocisto, generando en su interior masas germinativas. Estas Glltimas forman las redias, que
presentan una estructura con una faringe facilmente identificable e indicios del intestino y del sistema
excretor. Las redias rompen la membrana del esporocisto y contintian desarrollandose en el interior
del huésped (caracol), posteriormente en la pared de las redias comienzan a formarse varias masas
germinativas, a partir de las cuales se forma el siguiente estadio conocido como cercaria (Calhoun et

al., 2020; Lat, 2020; Rosser et al., 2018; Tavares et al., 2023).

La cercaria tiene una estructura interna parecida a la de un trematodo adulto, sin embardo el sistema
reproductor aun no se encuentra del todo maduro, la cercaria nada libremente infectando una amplia
gama de especies de anfibios, peces de agua dulce o fijarse a alguna superficie dura como alguna
planta y transformarse en metacercarias que pueden vivir en segundos huéspedes intermediarios hasta
por cuatro aflos y se convierten en adultos una vez que un huésped definitivo adecuado que consume
una planta /anfibio/pez infectado. Por ejemplo, si el ser humano se alimenta de alguna planta que
contenga metacercarias, estas transitan por las vias digestivas hasta llegar al duodeno. En este ultimo
experimentan un proceso de desenquistamiento, entrando al torrente sanguineo para iniciar la
migracion hacia otros 6rganos para madurar completamente y se convierten en parasitos adultos.
Posteriormente los adultos se reproducen comenzando a poner huevos, los cuales son liberados a

través de las heces iniciando el ciclo (Calhoun et al., 2020; Lat, 2020).

Los trematodos del género Clinostomum poseen un grupo diverso de huéspedes, siendo conocidos
como parasitos de anfibios, peces, reptiles y, en ocasiones, de mamiferos como los humanos.

Clinostomum marginatum es un trematodo digenético comun con una distribucién cosmopolita. La
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cercaria de Clinostomum marginatum tiene la cola bifurcada que penetra en el pez de agua dulce, que
es el huésped inmediato, donde se desarrolla una gran metacercaria conocida como 'gusano amarillo’'.
Cuando aves acudticas como varias especies de garzas o aves piscivoras distribuidas en los
continentes de América del Sur y del Norte, comen peces infectados, las larvas amarillas se liberan y
migran a la cavidad oral del huésped definitivo donde alcanzan la madurez sexual en unos pocos dias

(Akinsanya et al., 2021; De Souza et al., 2020).

De acuerdo con De Souza y colaboradores en 2020 se identifico la presencia de Clinostomum
marginatum en peces Pterygoplichthys pardalis en la cavidad ocular y region de la aleta. Estos peces
se encuentran naturalmente en la region tropical de América del Sur (Amazonas), sin embargo, se ha
demostrado su expansion a los Estados Unidos, México, Serbia, Filipinas, Vietnam, Singapur,
Malasia e Indonesia y son de importancia comercial en la acuicultura como peces ornamentales o
para el consumo humano, siendo ampliamente comercializados en ferias y comercios. De igual
manera Morais y colaboradores en 2011 determinaron la presencia de helmintos en filetes de la pirafia
roja (Pygocentrus nattereri), todos los peces analizados presentaban quistes amarillos en la
musculatura del filete, encontraron 69 quistes pertenecientes a las metacercarias de la especie
Clinostomum marginatum y solo 3 para Austrodiplostomum compactum demostrando una mayor

susceptibilidad de P. nattereri para metacercarias de C. marginatum (Akinsanya et al., 2021)

Las zoonosis por trematodos de peces tienen una gran importancia médica principalmente en el
extremo este y sureste de Asia, donde se infectan hasta 30 millones de personas, debido a que el
pescado crudo es parte de la dieta basica que constituye la principal fuente de proteinas de estas
personas. La infeccion se produce por el consumo de pescado crudo contaminado con metacercarias
que se encuentran principalmente en el tejido muscular y subcutaneo del pez, si un humano consume
pescado crudo, el paracito se adhiere accidentalmente a la superficie de la mucosidad de la garganta
(Akinsanya et al., 2021; Morais et al., 2011; Park et al., 2009). De esta manera Park y colaboradores
(2009) describieron el segundo caso de infeccion humana con Clinostomum en la membrana mucosa
de la laringe del paciente, el primer registro de una infeccion por Clinostomum fue reportado en Japon,
tratindose de un hombre coreano que habia comido varios tipos de pescado crudo de agua dulce. Sin
embargo, las infecciones ocaccionadas por Clinostomum marginatum son raras y ocasionales, por lo
que no presentan importancia patogénica, sugiriendo una larga coadaptacion evolutiva entre este

parasitos y humanos (Dai et al., 2022; Morais et al., 2011).

Helmintos en la inflamacion

A pesar que la mortalidad debida a la infeccion por helmintos es rara, la mejora de la atencion sanitaria

y la desparasitacion en los paises de alto riesgo dio como resultado una baja prevalencia de
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infecciones por helmintos, sin embargo, se vio un aumento en la incidencia de enfermedades
inflamatorias. Esta correlacion inversa entre las infecciones por helmintos y las enfermedades
inflamatorias concuerda con la hipotesis de higiene también llamada hipétesis del viejo amigo la cual
propone que la menor cantidad de infecciones (especialmente helmintos) en la infancia conduce a
mayores posibilidades de desarrollar enfermedades alérgicas, inflamatorias y metabolicas en el futuro

(Arai et al., 2022; Dai et al., 2022; Rajamanickam et al., 2020; Shi et al., 2022).

Las enfermedades inflamatorias se caracterizan por un desequilibrio de las células T CD4+, en
especifico los subconjuntos T auxiliares tipo 1 (Th1), tipo 2 (Th2), tipo 17 (Th17), foliculares (Tfh)
y células T reguladoras (Treg) con produccion de interleucina-1 (IL-1), interferon gamma (IFN-y) y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Mientras que helmintos inducen la polarizacion de la
respuesta inmune hacia el tipo Th2 (antinflamatoria), con produccion de interleucina 4 (IL-4),
interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13 (IL-13),
induciendo la activacién de linfocitos B y su diferenciacion (Bravo et al.,2020; Rajamanickam et al.,

2020; Shi et al., 2022).

Los helmintos tienen la capacidad de modular la respuesta del huésped a un estado llamado tolerancia
antiinflamatoria mediante sus moléculas de excrecion-secrecion (MES) que contienen una mezcla de
proteinas y moléculas de bajo peso molecular con diferentes mecanismos, estas proteinas son
secretadas o excretadas tanto por parasitos naturales como cultivados en laboratorio (Arai et al., 2022;

Kabhl et al., 2018).

Mecanismo de los helmintos y sus MES para reducir la inflamacion

Induccién de macrofagos M2

El lipopolisacarido (LPS) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) polarizan a los macr6fagos hacia
el fenotipo "activado clasicamente"” (tipo M1) que libera citocinas proinflamatorias (como IL-6, TNF-
a) para proteger al huésped contra los patogenos, seguido de la polarizacion M2 para formar una
respuesta antiinflamatoria y promover la reparacion del tejido. La infeccion por helmintos se
acompaiia de la induccion de la polarizacion M2 de los macrofagos, se ha determinado que la
infeccion por Heligmosomoides polygyrus induce la polarizacion de los macrofagos M2 con
regulacion positiva de citocinas en ratones, la infeccion por Schistosoma mansoni induce la
polarizacion M2 de los macrofagos mejorando asi la hiperlipidemia y la aterosclerosis, también se
sabe que la infeccion cronica de Trypanosoma cruzi causa un cambio en la relacion M2/M1 hacia un
fenotipo antiinflamatorio. Las MES también inducen la polarizacién de macrofagos M1, por ejemplo,

Omega-1 una glicoproteina inmunomoduladora en los huevos de S. mansoni, induce una respuesta
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inmune tipo 2, también se ha informado que las MES de Echinococcus multilocularis desencadenan
la produccién de citocinas antiinflamatorias mediante la activacion de los macrofagos M2, también
se ha determinado que la infeccion de Trichinella espiralis y sus MES inducen la polarizacion de
macrofagos M2 debido a la IL-4 y suprimir la polarizacion de macréfagos M1 inducida por LPS in

vitro (Holzmuller et al., 2018; Martinez et al., 2019; Wang et al., 2020).

La infeccidn por helmintos y sus MES reclutan otras células inmunolodgicas para regular la
inflamacién

las células T, las células B y los eosindfilos son mediadores importantes para la homeostasis del
metabolismo y la inmunidad. Generalmente, las células T helperl (Thl), las células Th17, las células
T CD8+ y las células B2 son responsables de la inflamacion, mientras que las células T reguladoras
(Tregs), las células B reguladoras (Bregs), las células Th2, las células B1 y los eosindfilos contribuyen

a la respuesta antiinflamatoria (Abou et al., 2022).

Las infecciones por helmintos o sus MES suprimen la diferenciacion de Thl y Th17, ademas de
promover la induccion de Tregs y Bregs, diferentes estudios determinaron que la infeccion por S.
mansoni induce poblaciones de Tregs disminuyendo asi la inflamacion alérgica de las vias
respiratorias y sus MES promueven la activacion de eosinéfilos secretando 1L-4 que mantiene la
polarizacion de los macroéfagos M2. También que se sabe que Schistosoma japonicum induce células
Bregs ademas controlar los niveles de citocinas proinflamatorias mediante la secrecion de IL-10 para
proteger contra la inflamacion inducida por parasitos. Abou y colaboradores (2022) concluyeron que
la infeccion de Toxocara canis induce una respuesta inflamatoria innata tipo Th2, aumentando las
citoquinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-33. Se ha informado que en la infeccion por Brugia malayi existe

un predominio de citoquinas como IL-10 y TGF-B que lleva a un fenotipo Th2 (Hewitson et al., 2008).

La infeccidn por helmintos interactia con la microbiota intestinal

Diferentes estudios proponen que las alteraciones en la microbiota inducidas por helmintos y sus
MES tienen un efecto protector frente a la inflacion, por ejemplo, la infeccion por Strongyloides
venezuelensis provoca modificaciones en la microbiota intestinal aumentando la poblacién de
Lactobacillus spp., cambiando los macrofagos M1 a M2 asi aumentando los niveles de citocinas
antiinflamatorias y disminuyendo el LPS. Por otro lado, la infeccion por Heligmosomoides polygyrus
modifica la microbiota gastrointestinal de ratones infectados (Rooney et al., 2022). También la
infeccion por Echinostoma caproni cambia la microbiota intestinal del huésped mediante la 1L-25

responsable del mantenimiento de la homeostasis intestinal (Cortés et al., 2018).
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Inflamacion

La inflamacion es una respuesta de los organismos a diferentes estimulos bioldgicos, quimicos o
fisicos endogenos o exdgenos, este proceso ocurre como parte de la respuesta inmune innata como
de la adquirida, dependiendo del tiempo del progreso de la inflamacion se puede clasificar de 2
maneras: Fase aguda o cronica, la primera comienza en minutos u horas donde las células del sistema
inmunologico migran al sitio de la lesion en una secuencia de eventos facilitados por mediadores
solubles como citocinas, quimiocinas, proteinas de fase aguda y mecanismos de respuesta inmune
innata que activan la adquirida. Si la inflamacion persiste por dias, semanas o meses como resultado
de una exposicion prolongada a la estimulacion, se considera como fase cronica, donde participa la
respuesta innata, pero es la adquirida la que mantiene el proceso en el tiempo produciendo dafio tisular

y fibrosis (Germolec et al., 2018; Gonzalez et al., 2019).

Células que participan en la inflamacién

Las células que participan en la inflamacion forman parte de la inmunidad innata como los neutrofilos,
macrofagos, mastocitos, células dendriticas a nivel del epitelial, estas ultimas son las que detectan el
dafio por sus receptores de reconocimiento de patrones (PRR) que median las respuestas locales al
dafio tisular y a la infeccion. En los sitios de lesion tisular, las células epiteliales y endoteliales
dafiadas liberan factores desencadenantes de la cascada inflamatoria, junto con quimiocinas que
atraen primero a neutréfilos, seguidos por monocitos y células asesinas naturales (células NK) que

sintetizan interleucina-32 (IL-32) y por ultimo mastocitos (Gonzalez et al., 2019; Oishi et al., 2018).

Los monocitos se diferencian en macrofagos y células dendriticas, reclutados mediante quimiotaxis
en tejidos dafiados. Los neutrofilos median la respuesta inflamatoria programando células
presentadoras de antigenos para activar las células T y liberar factores que inducen una respuesta
inflamatoria local y sistémica como el TNF-a, IL-1 que estimulan la sintesis y liberacion del 6xido
nitrico; otras orientan el curso futuro de la respuesta inmune adaptativa (interleucina 12 -IL-12-,
interleucina 18 -IL-18-); median el reclutamiento de leucocitos en el tejido inflamado (IL-8 y diversas
quimioquinas) e inducen la proliferacion y/o diferenciacion de precursores leucocitarios al actuar a
nivel de la médula o6sea (IL-7 e IL-15), para atraer monocitos y células dendriticas, los macrofagos
presentan antigenos, sufren fagocitosis y modulan la respuesta inmune mediante la produccion de
citocinas como la IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, el factor activador plaquetario, interferones,
eicosanoides. y factores de crecimiento. Los mastocitos, que residen en matrices de tejido conectivo
y en superficies epiteliales, son células efectoras que inician respuestas inflamatorias. Los mastocitos

activados liberan una variedad de mediadores inflamatorios, que incluyen citocinas, quimiocinas,
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histamina, proteasas, prostaglandinas, leucotrienos y proteoglicanos de serglicina (Gonzalez et al.,

2019; Oishi et al., 2018; Solis et al., 2020).

Por otro lado, los linfocitos T y B son los efectores de la inmunidad adquirida. Durante la inflamacion
los linfocitos T CD4+ del tipo helper proinflamatorios (LTh1 y LTh17) coordinan la respuesta inmune
adaptativa mediente la secrecion de diversas citoquinas, como INF-y, TNFa, IL-6 e Interleucina 17A

(IL17) (Oishi et al., 2018; Prat et al., 2021).

Macréfagos

Los macréfagos son células inmunes innatas de todos los tejidos, necesarias para la homeostasis,
debido a que detectan y responden a patogenos u otros desafios ambientales, ademas de participar en
la reparacion de tejidos después de una lesion. También desempefian diversas funciones en el
desarrollo respuesta aguda a la infeccion y la lesion tisular, y la reparacion de tejidos (Watanabe et

al., 2019).

Los macrofagos tienen cierto grado de plasticidad que dependerd de las sefiales del entorno
extracelular, exhibiendo 2 fenotipos: M1 o M2. Los macrofagos M1 también llamados macréfagos
activados clasicamente polarizados por lipopolisacaridos (LPS), asociados con citocinas Thl, se
consideran un fenotipo proinflamatorio, con una so6lida capacidad fagocitica y citotoxica, que
expresan citocinas proinflamatorias IL-6, [L-12, IL-1B y TNF-a y quimiocinas como CCL2, CCL5,
lo que refleja su capacidad para reclutar otras células inmunitarias como células T y células B al sitio
de la infeccidon, también regulan positivamente la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) para
producir 6xido nitrico a partir de arginina y muestran un metabolismo glucolitico mejorado (Pérez et

al., 2022; Ross et al., 2021).

Los macroéfagos M2 también llamados macrofagos alternativamente activados, estan polarizados por
citocinas Th2 (IL-4 e IL-13) participan en la resolucion de la inflamacion, ademas de reparacion de
tejidos, los macrofagos M2 cuentan con varios subtipos (M2a, M2b, M2c, M2d) que producen
combinaciones de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, los macréfagos M2a estan
asociados con la inflamacion alérgica polarizada Th2 en el pulmoén siendo inducidos por IL-4 y/o IL-
13 y expresan altos niveles de 1L-10, TGF-f y quimiocinas inflamatorias como CCL17, CCL18,
CCL22, y CCL24. Por otro lado, los macrofagos M2b desempefian funciones importantes en las
respuestas inmunes Th2 debido a la expresion de TNF-q, IL-1p, IL-6, IL-10 y CCL1. Cuando existe
un ambiente rico en IL-10 y prostaglandina E2 se producen macréfagos M2c que expresan IL-10 asi

como TGF-B, que son moléculas importantes para la resolucion de la inflamacion y la reparacion de
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tejidos. Por Gltimo, los macrofagos M2d expresan el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

y la IL-10 (Gonzalez et al., 2019; Pérez et al., 2022; Ross et al., 2021).

Durante los procesos inflamatorios los macrofagos M1 estan implicados en el inicio y mantenimiento
liberando TNF-a, IL-1pB, IL-12 e IL-23, que es contrarrestada por los macréfagos M2 debido a que
secretan grandes cantidades de IL-10 y TGF-f para suprimir la cascada inflamatoria, contribuir a la
reparacion tisular, favorecer la remodelacion tisular, iniciar la vasculogénesis y preservar la
homeostasis tisular , por lo que el equilibrio ente macrofagos M1/M2 esta relacionado con la

progresion de la inflamacion (Pérez et al., 2022).

Polarizacién de los macréfagos en la inflamacion

Clasificar los macréfagos in vivo no es facil debido a que la denominacién M1 o M2 se establecio
basandose principalmente en observaciones de macrofagos cultivados en un entorno in vitro, donde
la exposicion a ligandos del receptor tipo Toll, lipopolisacaridos (LPS) o citocinas Thl (TNF-a e
IFN-y) polariza los macrofagos a un fenotipo proinflamatorio M1 aumentando la expresion de
citocinas proinflamatorias y la produccion de especies reactivas de oxigeno. Mientras que la
administracion de IL-4 e IL-13 da como resultado la expresion de citocinas antiinflamatorias,
incluidas IL-10, TGF-B y la enzima citosolica arginasa-1 (Gonzalez et al., 2019; Oishi et al., 2018;
Watanabe et al., 2019).

El lipopolisacarido (LPS) bacterias gramnegativas es un potente estimulador de las respuestas
inflamatorias  de activa rapidamente los macréfagos M1 y estimula la secrecion de citocinas
proinflamatorias y mediadores inflamatorios como el 6xido nitrico (NO) a través de iNOS, el exceso
de NO induce el desarrollo de enfermedades inflamatorias y la prostaglandina E 2 (PGE 2) por la
ciclooxigenasa (COX) (Moon et al., 2018; Ren et al., 2020).
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JUSTIFICACION

La inflamacion es un mecanismo de proteccion del cuerpo de bacterias, virus, toxinas e infecciones
eliminando patégenos y promoviendo la reparacion y recuperacion de los tejido, en condiciones
normales la inflamacion aguda es un mecanismo de defensa de primera linea activando varios
componentes de defensa, incluidas las células inmunitarias, los agentes antiinflamatorios endogenos
para permitir la resolucion de la inflamacion aguda, cuando esta inflamacion no se resuelve se liberan
mas moléculas inflamatorias dando como resultado una respuesta inmune a largo plazo conocida
como inflamacion cronica. Muchas enfermedades prevalentes estan relacionadas con la inflamacion
cronica como el asma, la diabetes mellitus (DM) tipo 1 y 2, la obesidad, las enfermedades
cardiovasculares, la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, la esclerosis multiple y la artritis

reumatoide (Chantree et al., 2023; Furman et al., 2019; Tansey et al., 2022; Wang et al., 2020).

Los helmintos tienen una gran capacidad de infectar a millones de humanos y animales en todo el
mundo, se estima que hay 1,500 millones de personas que tienen una o mas infecciones por helmintos,
Dai y cols. (2022) mencionaron que existe una correlacion inversa entre las infecciones por helmintos
y las enfermedades inflamatorias (hipotesis de higiene) a menor cantidad de infecciones
especialmente de helmintos en la infancia conduce a mayores posibilidades de desarrollar
enfermedades alérgicas, inflamatorias y metabolicas en el futuro. También se sabe que los helmintos
tienen la capacidad de modular la respuesta del huésped a un estado llamado tolerancia
antiinflamatoria mediante sus moléculas de excrecion-secrecion (MES), las cuales contienen una
mezcla de proteinas y moléculas de bajo peso molecular con diferentes mecanismos, estas proteinas
son secretadas o excretadas tanto por parasitos naturales como cultivados en laboratorio (Arai et al.,

2022; Kahl et al., 2018; Ryan et al., 2020).

En México existe una gran variedad de especies acuaticas con gran interés economico como los peces
para consumo humano directo, los estados con mayor niimero de pescadores son Tamaulipas,
Veracruz y Campeche. Millerichthys robustus (M. robustus) es un pez anual endémico de las cuencas
de los rios Papaloapan y Coatzacoalcos en Veracruz, entre la helmintofauna de M. robustus estan las
especies alogénicas Valipora minuta, Clinostomum marginatum, Contracaecum sp., Serpinema
trispinosum, Eustrongylides sp., Gnathostoma lamothei y Polymorphus sp. (Dominguez et al., 2018;
Mosqueda et al., 2019; Secretaria de agricultura y desarrollo rural, 2020). Aunque Clinostomum
marginatum es un helminto que se encuentra en un pez endémico de México no es un parasito que
este ampliamente estudiado, es por ello que en este proyecto nos enfocamos en investigar si sus MES

tienen actividad antinflamatoria.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad de las moléculas de excrecion-secrecion (MES) de Clinostomum marginatum en

macrofagos J774A.1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cultivo de macrofagos J774A.1.
e Estandarizacion de los modelos in vitro con macrofagos.
e Evaluar la antinflamatoria de las moléculas excrecion- secrecion de Clinostomum

marginatum en macréfagos J774A.1.

METODOLOGIA

Preparacion de las MES de Clinostomum marginatum

La obtencion de las metacercarias de C. marginatum fue de la musculatura y celoma de peces de agua
dulce. Las larvas de parasitos se mantuvieron en medio RPMI 1640 durante 30 dias, colectandose
ImL de medio cada tercer dia y adicionando 1ml de medio nuevo. Tras la recoleccion las muestras
fueron dializadas, liofilizadas y cuantificadas por el método de Lowry. La identificacion de las
proteinas presente en los sobrenadantes se realizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
10% (EGPA), para la determinacion del peso molecular se us6 un marcador de peso molecular con

un rango de 10-250 KDa.

Preparacion del medio de cultivo DMEM para macrofagos J774A.1

Los macréfagos se mantuvieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium) con 10%
de suero bovino fetal y antibidticos 2%, a 37°C en atmosfera de CO> al 5% (Forma-Scientific CO,
Water Jacketed Incubator Series II). El medio debe ser reemplazado por medio nuevo, se agregan

3mL de medio DMEM o 5SmL si es viernes y se incubaron a 37°C en atmosfera de CO; al 5%.
Preparacion del medio de cultivo DMEM para macréfagos RAW 264.7
Los macrofagos se mantuvieron en medio DMEM / F-12 GIBCO (Dulbecco’s Modified Eagle’s

Médium: Nutrient mixture F-12) con 10% de suero bovino fetal, antibioticos 2%, aminoacidos al 1%

y L-glutamina 1%, a 37°C en atmosfera de CO, al 5% (Forma-Scientific CO, Water Jacketed
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Incubator Series II). El medio debe ser reemplazado por medio nuevo, se agregan 3mL de medio
DMEM o 5mL si es viernes y se incubaron a 37°C en atmosfera de CO, al 5%.

Conteo celular en camara de Neubauer

Las células se desprendieron con un gendarme de las cajas de cultivo, con ayuda de una pipeta se
recupero el sobrenadante en un tubo falcon, se centrifugo a 2000 rpm durante 7 min, el sedimento
celular se resuspendié con 1ImL de medio DMEM, posteriormente se realizé una dilucion 1:10 de
azul tripano con las células resuspendidas (90ulL+ 10uL respectivamente), se tomaron 10ulL de la
dilucion anterior y se coloco en la camara de Neubauer para el conteo en microscopio. Para determinar
la cantidad a tomar del sedimento celular se utilizo la siguiente formula: total de células (millones) =
numero de células contadas/4 x factor de dilucion x superficie de la camara x mililitros en los que se
resuspendid el sedimento celular. La cantidad que se tomé del sedimento celular se completo para

ImL de medio DMEM para cada pozo.
Viabilidad celular

Este modelo se llevd a cabo en placas de 96 pozos, cada pozo contenia 40,000 macrofagos en 100 pL.
de medio con un periodo de establecimiento de 24h, pasado el tiempo las columnas 1, 2 y 3 de la
placa fueron los blancos, desde la columna 4 hasta la 12 de la fila A se estimularon los macrofagos
con 10uL de MES para una concentracion final en el pozo de 100 pg/ mL, asi sucesivamente con la
fila B (200pg/mL), fila C (400pg/mL), fila D (600pg/mL), fila E (800pg/mL), fila F (1000pg/mL),
fila G (1500pg/mL) y fila H (2000pg/mL) para macrofagos J774A.1, mientras que se agregaron las
concentraciones de 3000pg/mL, 4000pug/mL, 5000 pg/mL y 6000 pg/mL para macrofagos después
de estimular todos los pozos, se incubaron a 37°C en atmosfera de CO; al 5% por 24h. Trascurridas
las 24h, se pesaron 10mg de MTT reconstituyéndolo en 2ml de PBS para una concentracion final de
Smg/mL teniendo cuidado de no exponerlo a la luz, con una pipeta multicanal se agregaron 20uL de
la solucién de MTT a cada pozo, se incubaron 45 minutos hasta que se observaron cristales azules en
los pozos (en microscopio). Se tira el medio y se adicionan 100uL. de DMSO para solubilizar los
cristales, se agita la placa por 15 minutos, por ultimo, se lee a una absorbancia 540nm en un lector de

microplacas (iMark de BIO RAD).
Modelo de estimulacion de macréfagos J774A.1

Se siembran placas de 6 pozos con 400,000 células que son incubadas 24h. se formaron gropos de
estudio los 2 primeros pozos fueron blancos, los pozos 3-4 macrofagos estimulados con Sug/mL de
LPS, los pozos 5-6 macrofagos tratados con un antinflamatorio (diclofenaco 31 uM), los pozos 7-8
macrofagos tratados primero diclofenaco 31 uM a los que trascurridas 2h se le agregar 5 ug/mL de

LPS, los pozos 9-10 macrofagos tratados con 800ug/mL de MES y por ultimo los pozos 11-12 fueron
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macrofagos tratados con 800ug/mL de las MES a los que trascurridas 2h se le agregar Sug/mL de
LPS. Para llevar a cabo el proceso primero se estimularan los pozos con las concentraciones de MES
y diclofenaco. Trascurridas 2h de lo anterior se agregaron las concentraciones de LPS y se incubaron

las placas a 37°C en atmosfera de CO; al 5% por 24h.
Determinacion de la produccion de oxido nitrico

Para la determinacion de 6xido nitrico se utilizo el kit de Sistema de reactivos de Griess (Promega)
el cual se dejo atemperar 20 min antes de usar, para este procedimiento primero se obtuvieron 200uL
de los sobrenadantes de cada pozo de las placas estimuladas en microtubos de 600uL, estos
microtubos se centrifugaron y se conservaron en hielo. Para determinar el 6xido nitrico primero se
construy6 una curva de calibracion por duplicado en una placa de 96 pozos de la siguiente manera,
se prepararon 3 diluciones 1:10 consecutivas del estandar de nitrito 0.1M con medio DMEM de
manera que la ultima dilucidon tuviera una concentracion de 100uM, se pusieron S0ulL de medio
DMEM en los pocillos de las filas B a H de las columnas 1 y 2, posteriormente se agregaron 100ul
de la solucion de nitrito 100uM a los 2 pocillos restantes de la fila A, se tomaron 50pL del pocillo A
de la columna 1 y se pasaron al pocillo B de la misma columna se homogenizo y se repitié el mismo
procedimiento has el pocillo G, se repitio el procedimiento para la columna 2 de manera que las
concentraciones de la curva fueron 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 ,1.56 y OuM. Para seguir con la
determinacion se agregaron 50 pL del sobrenadante de los pozos por triplicado, posteriormente
utilizando una pipeta multicanal, se agregaron 50ul de la solucién de sulfanilamida en todos los
pocillos, se dejaron incubar 10 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz. Pasado el tiempo
se agregaron 50ul de solucion NED a todos los pocillos, se incubaron a temperatura ambiente durante
10 minutos, protegido de la luz, por ultimo, se ley6é a una absorbancia de 540nm en un lector de
microplacas (iMark de BIO RAD). Para saber la concentraciéon de 6xido nitrico se sacaron los
promedios de las lecturas de las muestras, al igual de la curva de calibracion y mediante la formula

X= (y-b) /m se obtuvo la concentracion de NO.

Pagina | 16



RESULTADOS Y DISCUSION

La viabilidad de los macrofagos J774A.1 no se vio alterada por la presencia de concentraciones de
100 a 1000 pg/mL de MES con respecto a las células del grupo control (Figura 1) y la ICso fue de
1569 pg/mL. El efecto se repitié en los macrofagos RAW 264.7 (Figura 2); sin embargo, el ICso
aumento a 6851.8 pg/mL, Por lo tanto, para el experimento de oxido nitrico se eligieron las

concentraciones mas bajas de MES, hasta llegar a la concentracion optima de 800 pg/mL.
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Figura 1. Viabilidad celular de macréfagos J774A.1 con MES.
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Figura 2. Viabilidad celular de RAW 264.7 con MES.
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Se determind que las MES de C. marginatum tienen actividad antinflamatoria mediante la
disminucion de NO en macrofagos J774A.1 estimulados con 5pug de LPS, obteniendo una
disminucion de 72.8%, 72.2% y 74% de ON a una concentracion de MES de 800 pg, como se muestra
en las tablas 1-3, también se determiné la estimulacion de los macrofagos por medio de sus

caracteristicas morfologicas (Figura 3).
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Tabla 1. Experimento 1 de 6xido nitrico en macrofagos J774A.1.

ABS [ON] % LPS Disminucion de
promedio  (uM) Vs ON (%) con
Control  respecto al LPS
Control 0.0622 1.8 5.7 943
LPS [5 pg/mL] 0.2332 30.9 100 0
Diclofenaco [31 pM]+LPS [5 pg/mL] 0.1928 24 45.9 54.1
MES [800 pg/mL]+ LPS [5 png/mL] 0.1011 8.4 27.2 72.2

La actividad pro inflamatoria del LPS fue ideal al aumentar un 94.3 % con respecto al grupo control, por otro

lado, la actividad antiinflamatoria de las MES [800 pg/mL] fue de 72.81% resultando ser mejor que el

antinflamatorio comercial que solo disminuyo la concentracion de ON en un 54.1 %.

Tabla 2. Experimento 2 de 6xido nitrico en macrofagos J774A.1.

ABS [ON] % LPS  Disminucion
promedio (nM) Vs de ON (%)
Control con respecto
al LPS
Control 0.0767 2,7 18.2 81.2
LPS [5 pg/mL] 0.1630 15.1 100 0
MES [800 pg/mL]+ LPS [5 png/mL] 0.086 4.2 27.8 72.2

La actividad antiinflamatoria de las MES se ve representada con una disminucioén del 72.2 % con respecto al

LPS del cual la actividad pro inflamatoria fue ideal al aumentar la concentracion de ON en un 81.2 % con

respecto a los macrofagos control.

Tabla 3. Experimento 3 de 6xido nitrico en macrofagos J774A.1.

ABS [ON] % LPS  Disminucion
promedio (M) A\ de ON (%)
Control con respecto
al LPS
Control 0.0708 1.9 11.9 88.1
LPS [5 pg/mL] 0.1690 16.0 100 0
MES [800 pg/mL]+ LPS [5 ng/mL] 0.0865 4.2 26.0 74
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La actividad pro inflamatoria del LPS fue ideal al aumentar la concentracién de ON en un 88.1%, mientras

que la actividad antiinflamatoria quedo demostrada al disminuir en un 74% en comparacion con el grupo de
LPS.

Figura 3. En A se observan macrofagos J774A.1 si ningan estimulo (control) con una morfologia circular,
mientras que en B se muestra macréfagos estimulados con LPS (5pg/mL) con una morfologia alargada y
formacion de filopodios, en C se muestran macrofagos con Diclofenaco (31 pM)+LPS (5 pg/mL) la morfologia
es circular sin embargos muy pocos tienen formacion de filopodios y D) macrofagos estimulados con MES

(800 pg/mL)+ LPS (5pg/mL) con una morfologia parecida al grupo control.

El experimento de 6xido nitrico se repitié en macroéfagos RAW 264.7 estimulados con 1pg/mL de
LPS; sin embargo, se observo una disminuciéon menor que en macrofagos J774A.1, siendo estas de

42.7% y 23.2% como se muestra en las tablas 4-5.

Tabla 4. Experimento 1 de 6xido nitrico en macroéfagos RAW 264.7.

ABS [ON] % LPS  Disminucién de ON
promedio (M) Vs (%) con respecto al
Control LPS
Control 0.0985 3.8 4.8 95.2
LPS [1pg/mL] 0.5940 70.8 100 0
Diclofenaco [31 ptM]+LPS [1pg/mL] 0-3040 286 527 173
MES [800pg/mL]+ LPS [1pg/mL] 0.4730 54.4 76.8 23.2

La actividad pro inflamatoria aumentd la concentracion de ON en un 95.2 % con respecto al grupo control, por
otro lado, la actividad antinflamatoria de las MES se ve representada con una disminucion de 23.2 %, la cual

es mayor a la disminucion del antiinflamatorio comercial.
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Tabla 5. Experimento 2 de 6xido nitrico en macréfagos RAW 264.7.

ABS [ON] % LPS  Disminucion de ON (%)
promedio (nM) Vs con respecto al LPS
Control
Control 0.0950 3.8 5.8 94.2
LPS [1pg/mL] 0.6167 66 100 0
Diclofenaco [31 upM]+LPS 0.4373 46.8 70.9 29.1
[1pg/mL]
MES [800 pg/mL]+ LPS [1pg/mL] 0.3933 37.8 57.3 42.7

La actividad antinflamatoria de las MES fue del 42.7 % siendo mejor que la del antinflamatorio comercial, por

otra parte, la actividad pro inflamatoria del LPS fue optimo al incrementar en un 94.2 % en comparacion con el

grupo control.

Figura 4. En A se muestran macréfagos RAW 264.7 sin ninglin estimulo (control) con una morfologia
circular, B muestra macrofagos estimulados con LPS (1pg/mL) con una forma alargada y con formacion de
filopodios, en C se observan macréfagos con Diclofenaco (31 uM) +LPS (1 pg/mL) con una morfologia
alargada y con formacion de filopodios, sin embargo, algunos son circulares y D muestra macréfagos

estimulados con MES (800 pg/mL) + LPS (1pg/mL) con una morfologia similar al grupo de Diclofenaco +LPS.

La disminucion de ON de los macrofagos como resultado de la exposicion a las MES de C.
marginatum puede estar relacionado con lo descrito por Rolot y Dewals (2018), Steinfelder y
col.(2016) y Shi y col. (2022) , estos sefialan que los helmintos producen una respuesta inmune tipo
2 caracterizada por la produccion de citocinas como interleucina-(IL-) 4, IL-5, IL-6, 1L-10 e IL-13
que inhiben la producciéon de citocinas proinflamatorias, causando una activacion alternativa de
macrofagos M2 (respuesta anti-inflamatoria) y una reduccion en la produccion de oxido nitrico
sintasa antimicrobiana (iNOS) encargada de producir ON. Asimismo, De Abreu Cabral y col. (2018)
han reportado que la infeccion por Toxoplasma gondii inhibe la produccion de ON en macrofagos
J774-A1 y RAW 264.7 activados por la via clasica o M1 (respuesta proinflamatoria), por otro lado

Bao y col (2022) describen que la infeccion por Echinococcus granulosus revirtio la expresion de ON
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al disminuir los macrofagos activados M1, Su y col (2018) informaron que la infeccion por
Heligmosomoides polygyrus disminuye los niveles de expresion de la citocina proinflamatoria, TNF-
oy ON.

La actividad antinflamatoria también se pudo ver en la morfologia de los macréfagos ya que de ambas
lineas celulares en su grupo de control tenian una forma redonda caracteristicas de macrofagos MO
(células similares a M2), los grupos con LPS tenian una forma mas alargada, aplanada y con
formacion de filopodios (M1), mientras que los grupos con el antiinflamatorio y las MES muestran
una morfologia similar a las del grupo control (M2) esto coincide con lo descrito por Milyy
colaboradores en 2020. La razén por la que se ve una disminuciéon mayor de ON en macrofagos
J774A.1 que en RAW 264.7 se puede relacionar con lo reportado por De Abreu Cabral y col. (2018)
donde encontraron que los macrofagos J774-A1 no infectados por el pasito 7. gondii mostraban
niveles de iNOS bajas, sin embargo después de la infeccion, hubo mas células negativas para iNOS
durante las primeras 24 h, este comportamiento no fue igual para RAW 264.7 ya que la intensidad
de la senal de la expresion de iNOS fue mucho mayor y después de la infeccion no se observaron
diferencias en la expresion de iNOS entre macrofagos infectados y no infectados a las 24h. También
Lina y col. (1999) observaron que los macréfagos RAW 264.7 liberan PGE; con mayor extension que
los macrofagos J774 en respuesta al LPS, la prostaglandina E , es en parte responsable de la activacion
y liberacion de una isoforma inducible de 6xido nitrico sintasa (iNOS) por ende de ON (Ilari et
al.,2020), al abolir la liberacion de PGE ; inducida por LPS existié6 una inhibicién mayor de la
liberacion de NO de células J774 con respecto a la células RAW 264.7, esto explica por qué los
macréfagos RAW 264.7 tuvieron una mayor concentracion de ON en comparacion a los J774A.1; sin

embargo, la inhibicion de las MES y el antinflamatorio fueron menores.

CONCLUSION

Se lograron cultivar macrofagos y estandarizar los modelos in vitro con RAW 264.7 y J774A.1,
ademas se demostr6 la actividad antinflamatoria de las moléculas excrecion- secrecion de
Clinostomum marginatum en macrofagos J774A.1 mediante la disminucién de ON y la morfologia
de los macrofagos, también se demostrd que las MES no afecta la viabilidad celular en J774A.1 hasta
una concentracion de 1569 ug/ml, mientras que en RAW 264.7 el 1Csy fue de 6851.8 ug/mL. La
actividad antinflamatoria de las MES a 800 pg/ml fue mejor que la del antinflamatorio comercial
(diclofenaco [31 uM]), concluyendo asi que las MES de Clinostomum marginatum son una buena
alternativa para la inflamacion; sin embargo, se recomienda seguirlas estudiando en estudios

relacionados con Elisas y PCR.
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