4. Evaluacion histopatoiégica de tejido articular de ratones MRL/Ipr infectados
con hacterias o helmintos.

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

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

V),

Fig 8. Evaluacién clinica de la artritis en el ratén MRL//ipr

Ay B, tren posterior de ratones control sin lesién articular
C y D, edema y eritema de pata trasera de un ratén infectado
con Staphylococcus aureus
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embargo, en algunos de los grupos hubo ratones que no desarrollaron artritis como el
caso de los grupos de ratones infectados con helmintos y grupo control (Fig 8) La
inflamacion mas temprana ocurrié 5-6 dias posteriores al tratamiento y perduré hasta el
final del mismo, sin embargo algunos de los ratones de los grupos control e infectados
con helmintos no desarrollaron artritis (30%). El desarrollo de artritis se evalu6 por la
presencia de inflamacién de la sinovial, hiperplasia sinovial, pannus, erosién de

cartilago o destruccion de hueso (Fig. 9).

Articulacién normal Erosion de cartilago y hueso

e ::-—.JF—.-—!—: = e FIR T SRneREIEETLWTaAE
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articuiacion tibio-femoral en un raldn de la ceps MRUipr. A Aricuiacion sindafic, ©.

Articulacion  artritis. uestra erosion de cartilago (ec) y erosion de hueso {(eh).
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Fig 10 Microfotografia de la articulacion de un ratén de la cepa MRL//pr con artritis

A. Inflamacién de la sinovial; B. Hiperplasia sinovial con erosion d C. Erosion
de cartilago (ec) y destruccion de hueso (bd). Cortes de 5um, tincio(n Hy E
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Los grupos de ratones infectados con las bacterias Nocardia  brasiliensis,
Staphylococcus aureus, ly los inmunizados con ACF, incrementaron
significativamente el nimero de ratones que desarrollaron etapas avanzadas de daiio
articular, tales como erosién de cartilago y hueso (P< 0.009); mientras un menor.
nimera de ratones infectados con helmintos desarrollaron lesiones articulares severas
menos, como hiperplasia sinovial, pannus y (Fig. 10) erosion de cartflago sin llegar a
la etapa de destruccién de hueso incluso algunosno presentaron artritis (P< 0.042)

El 36% de los ratones MRL/ljpr infectados Nocardia brasiliensis desarrollaron
principalmente hiperplasia sinovial, 46% erosion de cartilago, mientras que solamente
el 9% desarroliaron destruccién de hueso. Por oftro lado, la mayoria de los ratones
infectados con Staphylococcus aureus mostraron etapas avanzadas de dafio
articular, 30% erosion de cartilago, 60% destruccién de hueso y solamente 10% de
los ratones desarrollaron pannus (10%). Una condicién semejante a lo anterior fue la
que se desarrollé en los ratones MRL/Jpr inmunizados con ACF, en donde la mayoria
de los ratones mostraron etapas avanzadas de la enfermedad; 50% erosion de
cartilago y 30% destruccién de hueso; en cambio en los ratones control un 40%
desarrollaron erosién de cartilago y 10% no desarrollo artritis. En cuanto a los grupos
de ratones infectados con los helmintos Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus
brasiliensis, es de notar que en ambos grupos, el 30% no desarrollaron artritis, el
40% de los infectados con Heligmosomoides polygyrus mostrd hiperplasia sinovial y el
10% destruccion de hueso, mientras que los infectados con Nipposfrongylus

brasiliensis, 40% desarrollaron erosién de cartilago y 10% erosion de hueso (Tabla 4).
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Tabla IV. Las bacterias y helmintos afectan la artritis

espontanea en el ratén MRL/ipr

AGENTE INFECCIOSO
BACTERIA HELMINTOS
Lesidén tisulan Control
IN. brasiliensis S. aureus H.p Nippos

{# de ratones

9/10 10/11 10/10 7110 710
fafectados
linflamacion

110 1711 0/10 0/10 0/10
[sinovial
[Hiperplasia

310 4/11 0/10 410 1110
fsinovial
IPannus 0/10 0/11 110 110 110
|[Erosion

4/10 5/11 310 110 410
[cartilago
Destruccion

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

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

brasiliensis, 40% desarrollaron erosion de cartilago y 10% erosion de hueso (Tabla 4).
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Discusién
Al infectar a un organismo, los agentes patdgenos inducen una respuesta inmune tipo
Th1 o Th2 al activar una subpoblacién particular de LT (Del Prete, 1991; Sartono, 1996)
Para evaluar el tipo de respuesta Th1 o Th2 inducida por la infeccién de ratones
MRU/ipr con bacterias o0 helmintos, se midieron las citocinas IL-4 e IFN-y asi como
las IgG1 e IgG2a. Se seleccioné IgG1 como indicador de una respuesta Th2, e [gG2a
para Th1; en cuanto a las citocinas, el IFN-y predomina en la respuesta Th1 mientras
que la IL-4 es caracteristica de Th2.
Las infecciones con helmintos se caracterizan principalmente por un
incremento en el nivel de Acs IgG1 (Th2). La infeccién con helmintos induce una
respuesta inmune que es polarizada hacia un fenotipo Th2, lo cual se refleja en la
produccion de citocinas, IgG1 e IgE (Lebrun, 1987; Maizels, 1993; Finkelman, 1997,
Locksley, 1994; Kamata, 1995Allen, 1996; Pritchard, 1997;) asi como activacién de
eosindfilos y células cebadas (Befus, 1979; Jarret, 1982; Finkelman, 1990). En este
trabajo, los ratones infectados con los helmintos Heligmosomoides polygyrus o
Nippostrongylus brasiliensis produjeron niveles significativos de Ac IgG1 en los dias
21 y 42 post-infeccién, lo que se asocia con una respuesta Th2 y concuerda con
reportes previos. Los parasitos 0 sus productos, como las proteasas de
Nippostrongylus brasiliensis (Kamata, 1995) o los Ag HES y NES poseen la capacidad
de inducir la sintesis de 1gG1 e IgE en ratones BALB/c (Holland, 2000)
La infeccion de los ratones MRL/Ipr con las bacterias Nocardia brasiliensis y
Staphylococcus aureus incrementa significativamente el nivel de los Acs IgG2a
(Th1). Los ratones infectados con Staphylococcus aureus mostraron niveles
elevados de 1gG2a en los dias 21 y 42 post-infeccion, no se observaron cambios en

los niveles de IgG1 como era de esperarse, ya que esta bacteria ha sido reportada
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como fuerte inductora de respuesta tipo Th1. En el presente estudio se utilizé la cepa
de Staphylococcus aureus Cowan |, cuya proteina A, es un excelente
superantigeno. Esta bien documentado que contribuye a su patogenicidad e induce
niveles elevados de IgG2a, caracteristicos de una respuesta tipo Thi.

Los niveles séricos de Ac 1gG2a en ratones MRL/pr infectados con Nocardia se
incrementaron significativamente en los dias 21 y 42 post-infeccién, mientras que los
Ac |gG1 se elevaron hasta el dia 42. En el dia 21 no se encontrd una diferencia
significativa en comparacion con el control. Lo anterior evidencia la capacidad de los
Ag inmunodominantes de Nocardia brasiliensis de generar una respuesta Th1 y Th2
durante la infeccién, lo que se corrobora con la determinacién de niveles elevados de
IgG1 e IgG2a. Resuliados similares habian sido reportado en el trabaje de tesis de
Pérez-Rivera (2005), al evaluar la produccién de IgG en respuesta a los Ag
inmunodominantes de Nocardia brasiliensis. En este estudio, los niveles de IgG total se
elevaron de manera significativa a los 45 dias post-inmunizacion, el Ag P24 indujo la
produccién de IgG1, mientras que P61 y proteasa estimularon la sintesis de
lgG2b/lgG1, e 1IgG2a/lgG3 respectivamente.

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

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

infectados con helmintos, sin embargo esto se presenté en una proporciéon menor que
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la observada en los grupos infectados con bacterias. Cabe remarcar que los ratones
MRL/pr tienden a presentar aun sin infeccion, un nivel basal de 1FN-y elevado, como
se puede observar en el control (Fig 6). Lo anterior habia sido previamente reportado
por Takahashi (1996). Las principales citocinas en la respuesta Th2 son IL4 e IL-13, y
la presencia de IFN-y sugiere una respuesta Th1. Clasicamente se admite que las
respuestas Th1/Th2 son mutuamente excluyentes (Seder, 1924), sin embargo existe
evidencia de respuesta no tan polarizada y que la infeccion por helmintos se
acompana de la produccidn de IL4, IL-5 IL-3, pero también IFN-y en baja
concentracion S (Street 1990; Svetic 1992).

Los ratones infectados con Nocardia brasiliensis y Staphylococcus aureus
inducen principalmente la sintesis de IFN-y. En este estudio, observamos que los
ratones infectados con bacterias, indujeron la produccién significativa de IFN-y. Es
importante sefialar que el grupo de ratones infectados con Staphylococcus aureus
indujo la mayor produccién de IFN-y. Este microorganismo promueve fuertemente
una respuesta tipo Th1 y se ha reportado su capacidad para inducir la sintesis de
citocinas tales como IFN«y, TNF-o e IL-6; (Nakane, 1995). Adicionalmente, se ha
descrito un incremento del IFN-y (hasta 10 veces su nivel basal) en ratones
infectados con Nocardia brasiliensis; adn que ésta se acompario en los primeros dias,
de la produccion de IL-4, IL-6 e IL-10 (Salinas-Carmona, 1999).

En este estudio, observamos que la produccion de [L-4 también se elevd en ambos
grupos de ratones infectados por bacterias, pero sin alcanzar el nivel del IFN-y.
Nuevamente, aunque existi6 un predominio de una respuesta de citocinas Th1, se
observé la produccidon concomitante de citocinas Th2, las cuales podrian tener un papel
inmunoregulador al limitar el exceso de la respuesta inflamatoria en la infeccién por

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

Los ratones infectados con Nocardia brasiliensis, también desarrollaron daiio del
tejido articular y cabe la posibilidad de que las proteasas de Nocardia juegen un papel
importante en estas lesiones (Vazquez 1998; Licon-Trillo, 2003). Por lo contrario, en el
grupo control, el 90% desarrollo artritis, pero de ellos, solamente el 10% presenté
erosion de hueso; mientras que el grupo testigo tratado con ACF presento erosion de
cartilago y hueso. Este ultimo resultado concuerda con los reportados por Ratkay
(1993) y Vazquez (1998).

La infeccién con helmintos disminuye el nimero de ratones que desarrollan
artritis. De los grupos de ratones MRL//pr infectados con los helmintos solo el 30% no
desarrollo artritis (P< 0.042), el 70% que si la desarrollaron, maostraron en su mayoria
lesiones leves de dano articular. Este resuitado fue méas notable en el grupo de
ratones infectados con Heligmosomoides polygyrus en los que 40% de los ratones
desarrollaron hiperplasia sinovial sin llegar a un grado avanzado de lesion articuiar,
solamente un 10% desarrollaron destruccion de hueso. El efecto inmunomodulador
anti-inflamatorio inducido por parasitos o0 sus productos (huevos o proteinas) ha sido
ampliamente demostrado, como es el caso de la glicoproteina ES-62 derivada de las
filarias y se ha determinado que incluso es capaz de suprimir el inicio de AIC y la

progresion de la artritis (Harnett: 2004).
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De acuerdo a estudios recientes y a nuestros resultados, parece ser que la infecci6n
con Heligmosomoides polygyrus tiene la capacidad de limitar la aparicion de la
artritis o bien la progresion de la enfermedad en ratones MRUIpr genéticamente
predispuestos a desarroilarla.

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

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

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

artritis y su posible aplicacion uso con potencial terapéutico.
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CONCLUSIONES

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

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

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

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

B Los helmintos Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus brasiliensis,
disminuyen la frecuencia de aparicién de la artritis en el rat6n MRL/jpr. En el
caso especifico de Heligmosomoides polygyrus disminuye también el grado

de dafo tisular

¥ En cambio, 13 infeccion de los ratones con Staphylococcus aureus Y

Nocardia brasiliensis, incremento el grado de lesién articular.
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PERSPECTIVAS

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

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

I Esto nos pemmitiria realizar reinmunizaciones con dichos antigenos de los
helmintos, con el propésito de inducir etapas de remision de la enfermedad, incluso

implementar el desarrollo de una vacuna para el tratamiento de la artritis
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