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Abreviaturas

IL: interleuquina

IFN-y: interferon gamma

TNF-a: factor de necrosis tumoral

TLA: antigenos totales de T. gondii

OLA: antigenos de ooquistes de T. gondii

DA: dermatitis atopica

N: naive

TDA: ratones DA a los cuales se les aplicd TLA in vivo
OVA: ovoalbimina

ConA: Concanavalina A

Alum: Hidréxido de Aluminio

SE: sin estimular

IgE: inmunoglobulina E

IgG1: inmunoglobulina G1

IgG2a: inmunoglobulina G2a

T,: T helper

Tx: T requlatoria

TSLP: linfopoyetina estromal timica

ILC: células linfoides innatas

FLG: filagrina

DCs: células dendriticas

DECs: células dendriticas epidérmicas

LC: célula de Langerhans

OXZ: oxazolona

TNCB: trinitroclorobenceno

HDM: House Dust Mite

TGF-0: factor de crecimiento transformante O
MHC: complejo mayor de histocompatibilidad
TLR: receptor de tipo Toll

BMDC: células dendriticas derivadas de médula dsea
MDSCs: células supresoras granulociticas mieloides
MC: mastocito

E: eosinofilo



N: neutrofilo

ELISA: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
TMB: tetrametilbenzidina

HRP: peroxidasa de rabano

IP: intraperitoneal

DO: densidad optica

CLA: antigeno linfocitario cutaneo

TCR: receptor de célula T

APC: célula presentadora de antigeno

BAL: lavado broncoalveolar

T. gondii: Toxoplasma gondii



1. Resumen

Las enfermedades alérgicas son desordenes inflamatorios originados por complejas interacciones
entre genes y medio ambiente. La dermatitis atopica (DA), una enfermedad cronica inflamatoria de la piel,
es una de las patologias inflamatorias dérmicas mas habituales, afectando entre el 1y el 20% de la
poblacion total y entre el 8 al 30% de los ninos alrededor del mundo. Dado el aumento sostenido de su
incidencia y los altos costos de los tratamientos, sumado al empobrecimiento en la calidad de vida de los
pacientes, el desarrollo de terapias para esta patologia que combinen eficiencia con seguridad y
accesibilidad, sigue siendo un desafio.

Al igual que el resto de los desordenes atopicos, la DA esta orquestada por una fuerte respuesta
de tipo 2 caracterizada por la secrecién de citoquinas provenientes de las células adaptativas CD4" T2y
células linfoides innatas (ILC2), sumado a altos niveles de anticuerpos IgE alérgeno-especificos en suero.

A nivel histopatologico se observa espongiosis (edema epidérmico intercelular),
para/hiperqueratosis y engrosamiento epidérmico (acantosis) junto con un aumento de infiltrado
leucocitario y de mastocitos.

La teoria higiénica postula que una reduccion o alteracion a exposiciones microbianas causa una
maduracion desbalanceada del sistema inmune, predisponiéndolo al desarrollo de desérdenes alérgicos.
En este contexto, datos epidemioldgicos indican que la seropositividad para Toxoplasma gondii, un
parasito intracelular obligado, estd inversamente relacionada con la sensibilizacion alérgica y sus
manifestaciones sintomaticas, en humanos. Apoyando estas observaciones, en nuestro laboratorio hemos
demostrado que la infeccion con T. gondii disminuye el posterior desarrollo de inflamaciones alérgicas
pulmonares. Los mecanismos inmunologicos involucran, dependiendo del momento de la sensibilizacion
(etapa aguda o cronica de la infeccion), el desvio de la respuesta hacia un perfil T,1 o la induccion de
células con actividad supresora. Posteriormente, también observamos que la infeccion cronica con T.
gondii previa a la sensibilizacion alérgica bloquea completamente el desarrollo de la DA.

Hipotetizamos que moléculas de T. gondii con propiedades inmunomoduladoras serian
responsables de la capacidad del parasito de proteger frente al desarrollo de la DA. En este contexto,
recientemente se demostrd en un modelo de asma experimental que la administracién de antigenos
totales de T. gondii (TLA) en conjunto con el alérgeno durante la sensibilizacion disminuye la
susceptibilidad a desarrollar una inflamacion alérgica pulmonar.

En base a lo mencionado, en este trabajo nos propusimos estudiar en un modelo murino de DA la
capacidad del TLA de modular el desarrollo de esta patologia dérmica.

En paralelo a la puesta a punto del modelo murino de DA, se comenzo con el estudio del efecto
modulador del TLA in vitro utilizando células del ganglio y del bazo de ratones alérgicos, sensibilizados

con un protocolo de asma experimental ya establecido en el laboratorio. Para tal fin, se hizo uso no sélo
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del TLA derivado de taquizoitos de T. gondii (TLA) sino también de quistes provenientes de cerebros de
ratones cronicamente infectados (TLAQ). Se pudo observar una disminucion de IL-4 con la estimulacion in
vitro con el TLA proveniente de los quistes cuando éste se aplico sobre las células provenientes de
ratones alérgicos una hora antes de la estimulacion con Concanavalina A (ConA) y con la mayor
concentracion estudiada.

En la segunda parte del trabajo se puso a punto un modelo murino de DA. Para ello se
desarrollaron tres protocolos de sensibilizacion diferentes. En todos ellos, con mayor o menor severidad,
se lograron reproducir los parametros histopatologicos caracteristicos de la dermatitis que incluyen
engrosamiento de la epidermis y de la capa de queratina de la piel junto con un incremento de los niveles
de eosinofilos y mastocitos infiltrados en la dermis de los ratones. Asimismo, se detectaron altos niveles
de IgE e IgG1 en el suero de los ratones, lo que comprobd su estado alérgico. Por Ultimo, también se
observaron mayores niveles de IL-4 comparando con ratones naive, lo que da indicio del contexto T2
desencadenado.

Para finalizar, el Gltimo objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto in vivo del TLA sobre la DA. Para
ello se utilizaron el sequndo y el tercer protocolo de sensibilizacion alérgica.

En cuanto a la aplicacion del TLA utilizando el tercer protocolo de sensibilizacién, no se
observaron cambios en cuanto al nivel de anticuerpos alérgeno-especificos en el suero de los ratones ni
diferencias en la respuesta celular de citoquinas secretadas. Paralelamente, se observo un incremento en
la infiltracion de neutrdfilos en los cortes histologicos y un aumento del porcentaje de esta poblacion
celular en frotis de sangre. En cuanto al engrosamiento de la epidermis, se detectd un incremento de la
misma en la piel de los ratones que recibieron las aplicaciones de TLA.

Sin embargo, cuando se administré el TLA con el sequndo protocolo de DA, se pudo observar una
disminucion, aunque no significativa, de los niveles de IgE comparando con los ratones que no recibieron
las aplicaciones de TLA. Adicionalmente, se detectdé un aumento de anticuerpos IgG2a (anticuerpos de
tipo 1) y mayores niveles de IFN-y, lo que senala un posible switch de la respuesta hacia un perfil de tipo 1,
como era de esperarse por los antecedentes mencionados sobre la inmunomodulacion ejercida por T.
gondii. En cuanto a los parametros histopatoldgicos, se detectdé un aumento de la infiltracion de
neutrdfilos y una disminucion, aunque no significativa, del nivel de eosinofilos en la dermis en
comparacion con los ratones que no recibieron el TLA. Estos cambios en los niveles de IgE y el infiltrado
de eosindfilos en la piel fueron tales que los valores alcanzados no presentaron diferencias significativas

en comparacion con los ratones naive.

Los hallazgos de este trabajo contribuyen no solo al desarrollo de un modelo de DA apropiado

para estudiar los mecanismos inmunologicos que desencadenan la patologia dérmica, sino que también



ofrecen una contribucion significativa a la comprension de los efectos de los antigenos totales de T. gondii

sobre las respuestas inmunes en contextos alérgicos complejos como lo es la DA.
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2. Introduccion

2.1 Desordenes alérgicos

Las enfermedades alérgicas son desordenes inflamatorios que se desarrollan por complejas
interacciones entre genes y el medio ambiente'. EI marcado incremento en la incidencia y prevalencia de
estos desérdenes en las Gltimas décadas hizo de su estudio una urgente necesidad”“. Este fenomeno se
atribuye a diversos factores relacionados con sociedades mas urbanizadas, como cambios en la
alimentacion, una mayor exposicion a alérgenos y contaminantes ambientales como el humo de tabaco, el
frecuente uso de antibioticos y la reduccion de exposicion a agentes infecciosos®”.

Las alergias se caracterizan por una activacion inapropiada del sistema inmune hacia uno o varios
antigenos inocuos, denominados alérgenos. Esta respuesta, puede dar lugar a condiciones tales como el
asma bronquial, rinoconjuntivitis o dermatitis atépica (DA)*’. La sensibilizacion puede darse por exposicion
al alérgeno tanto por via inhalatoria, como por ingestién o por contacto con la piel®. Todas ellas son
desencadenadas por respuestas hiperreactivas del tipo 2. Este tipo de respuesta se caracteriza por
elevados niveles de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, citoquinas asociadas tanto con la respuesta inmune adaptativa
de células CD4" T,2 como con la respuesta innata de células linfoides tipo 2 (ILC2). A su vez, este tipo de
desérdenes se caracterizan por la presencia en suero de anticuerpos IgE especificos para el alérgeno
involucrado en la sensibilizacion alérgica® ™.

En contraste con el desencadenamiento de una respuesta alérgica, puede ocurrir una tolerancia
local o sistémica hacia los potenciales alérgenos. Esta tolerancia puede darse mediante un efecto anérgico
en los linfocitos o por acciones supresoras provenientes de células T regulatorias, siendo las mejor
caracterizadas las células T CD4'Foxp3” y las células T CD4'Foxp3™ productoras de IL-10 (Tg1). Por lo
general, las enfermedades alérgicas se caracterizan por defectos en la generacién de tolerancia hacia
alérgenos especificos”.

Estudios genomicos identificaron la existencia de /oci de susceptibilidad en asma, DA y rinitis
alérgica, en regiones génicas asociadas a funciones de la barrera epidérmica, a células T regulatorias, a las
senales de activacion de las ILC2 (TSLP e IL-33), a la produccion de citoquinas por parte de las ILC2 y a los
factores de transcripcion que definen a esta poblacién celular (GATA3, RORA)™™.

La DA es uno de los desordenes inflamatorios dérmicos mas comunes, afectando entre el 1y el

6,
. Dado el aumento

20% de la poblacion total y entre el 8 al 30% de los nifios alrededor del mundo
sostenido de su incidencia y los altos costos de los tratamientos, sumado a la naturaleza de los sintomas
de esta enfermedad que conducen a un empobrecimiento en la calidad de vida de los pacientes, el
desarrollo de terapias para esta patologia que combinen eficiencia con seguridad y accesibilidad, sigue
718,19

siendo un desafio
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2.2 Dermatitis atopica

La DA es una enfermedad crdnica inflamatoria de la piel caracterizada por hiperreactividad
cutanea, erupcion con prurito intenso y epidermis engrosada (liquenificacion) y apergaminada (eczema),
que se observa tipicamente en los pliegues de la piel, cara y cuello. Esta patologia frecuentemente
comienza a temprana edad, con un 45% de los casos observados entre los primeros 6 meses, tendiendo a
revertir alrededor de los 5 afios de edad pero pudiendo persistir en la adultez en un 15% de los casos™”.
En Argentina, entre el 30% y 40% de los ninos menores de 5 anos presentan DA, superando ampliamente
el promedio del resto del mundo®*.

Existen tres fases de la enfermedad segun la edad de los pacientes y la distribucion de las lesiones
caracteristicas de la DA. En infantes las lesiones cutaneas estan localizadas en la piel de las mejillas, la
frente y el cuero cabelludo. En ninos se localizan en pliegues, cuello y en zonas dorsales de extremidades.
En adolescentes y adultos se observan zonas liquenificadas en los pliegues, cabeza, manos y cuello,
mostrando una dermatitis cronica’™.

La DA es una enfermedad compleja y heterogénea que se cree desencadenada por interaccion de
factores ambientales en individuos genéticamente susceptibles a montar una respuesta inmune T,2/IgE.
El mayor factor de riesgo es poseer una historia familiar con enfermedades atopicas, sumado a

7.20,23,24
. Los

exposiciones a alérgenos y falta de exposicion a agentes infecciosos en edades tempranas
factores clave que contribuyen al desarrollo de la DA incluyen una deficiencia en la barrera epidérmica
junto con una respuesta inmune mediada por anticuerpos IgE y una respuesta exagerada de tipo T,2 que
desencadena una inflamacion cutanea. También se atribuyen consecuencias provenientes de un
desbalance de la microbiota comensal de la piel y una funcién antimicrobiana defectuosa®.

Se ha observado que, durante el transcurso de la vida, pacientes con DA tienen una marcada
tendencia a desarrollar otras enfermedades atopicas como la rinitis alérgica, el asma y alergias
alimenticias. Este fenomeno es conocido como marcha atopica y sugiere que al prevenir o tratar la DA se
frenaria el desarrollo de otras enfermedades alérgicas’”. Se vié que defectos en la funcién barrera de la
piel estan asociados con respuestas sistémicas como un aumento de la IgE total y una hiperreactividad

. 25,26
aerea

. La sensibilizacion cutanea precede a la sensibilizacion aérea para el mismo alérgeno, siendo éste
el principal predictor para el desarrollo de asma o rinitis alérgica en nifios”. Este aumento del riesgo de
contraer otras patologias atopicas se atribuye a una herencia compartida de factores de susceptibilidad™.
Como se menciond previamente, existe una susceptibilidad genética en los individuos que
padecen DA. Los loci de DA se ven enriquecidos con genes involucrados en el mantenimiento de la
integridad de la barrera epidérmica asi como genes que contribuyen a anormalidades inmunes, en

particular con la regulacion del sistema inmune innato y la activacion de las células T. El factor de riesgo

genético mas fuerte se trata de mutaciones en FLG, gen que codifica para una proteina epidérmica
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denominada filagrina. Esta proteina se ve reducida en su expresion, causando principalmente un desorden
en la cornificacion en donde se da una diferenciacion anormal de los queratinocitos resultando en una piel

seca, descamada y engrosada™”'

2.2.1La piel: Estructura y Fisiologia

La principal funcion de la piel es ofrecer una barrera fisico-mecanica entre el organismo y el medio
ambiente, evitando la entrada de materiales foraneos potencialmente dafinos como los irritantes,
alérgenos y patdgenos, y regulando a su vez la pérdida de agua. Sumado a esto, la piel es la primera linea
de defensa inmunoldgica hacia posibles agentes infecciosos. Esta defensa involucra la respuesta tanto de
las células epiteliales, como las del estroma y las células inmunes en la piel*>.

La piel esta conformada por tres capas esenciales: la epidermis, la dermis y la hipodermis (Fig. 1).
La epidermis esta constituida principalmente por células epiteliales estratificadas (queratinocitos),
organizados en una capa basal, una espinosa, una granular y un estrato corneo, el cual consta de
queratinocitos terminalmente diferenciados (corneocitos). A su vez, incluye células de Langerhans
presentadoras de antigenos (LCs) y células dendriticas epidérmicas (DECs). La dermis, por otro lado, es una
capa de tejido conectivo conformada por fibras de colageno y elastina, conteniendo células del estroma
como fibroblastos, fibrocitos y células estructurales de los vasos sanguineos y linfaticos. A su vez esta
poblada por células del sistema inmune como células dendriticas, ILCs, mastocitos, macrofagos y linfocitos
T. Por ultimo, la hipodermis consta de células adiposas y tejido conectivo en contacto con una capa

. . 20,32
muscular inferior™ ",
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Figura 1. Estructura de la piel normal y células que la conforman.
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La funcion de barrera en la piel se da principalmente por la epidermis y particularmente por el
estrato corneo, formado por una capa lipidica de ceramidas, acidos grasos libres y colesterol. Esta funcion
barrera también esta determinada por proteinas estructurales, proteasas e inhibidores de proteasas.

En la DA, esta barrera se encuentra alterada probablemente como resultado de la reduccion en las
concentraciones de ceramidas junto con la presencia de sequedad cutanea (xerosis) y el incremento de la
pérdida de agua transepidermal®. Sumado a esto, se observan otros cambios epidérmicos que incluyen
irritabilidad® y aumento de la permeabilidad a agentes exdgenos™ y de la susceptibilidad a infecciones”.
La alteracion de la barrera cutanea lleva a su vez hacia una respuesta neuroinmune-inflamatoria con
consecuentes sintomas como la picazon®.

A nivel molecular, se observa un desbalance de las interacciones proteasa-inhibidores de
proteasas previamente mencionados®, lo cual afecta el mantenimiento de la homeostasis de la piel.
Sumado a la composicién alterada de los lipidos y ceramidas de la epidermis™, también hay reduccion en
las proteinas de uniones estrechas™ y un patron alterado de la microbiota que coloniza la superficie
cutanea, con una mayor abundancia de Staphylococcus aureus™. Esta disfuncion también puede ser por
causa de mutaciones, como la reduccion en la expresion en proteinas estructurales cruciales®.

Se observo que en la DA, el dano de la piel persiste debido a un ciclo inflamatorio dificil de romper:
los desordenes cutaneos aumentan la pérdida de agua transepidermal y la inflamacion que a su vez
estimulan la picazon y el rascado, incrementando el dano en la piel y la inflamacion que en consecuencia
causan mas xerosis (sequedad cutanea). Esta sequedad cutanea caracteristica de la DA se da por una
reduccion en la hidratacion del estrato corneo y en el contenido de lipidos de la superficie de la piel™*.

El desarrollo de DA se da en dos etapas, una aguda y una crdnica. Las lesiones agudas se
caracterizan por parches eritematosos y con prurito intenso asociados con excoriacion y sudoracion. A
nivel histopatologico se observa espongiosis (edema epidérmico intercelular), para/hiperqueratosis,
caracterizada por una engrosamiento del estrato corneo e hiperplasia y engrosamiento epidérmico
(acantosis). A su vez hay una marcada infiltracion de eosindfilos, mastocitos, células T CD4" de memoria y
células presentadoras de antigenos (APCs) las cuales incluyen las células de Langerhans (LCs), células

%44 Las lesiones cronicas se caracterizan por zonas secas y

dendriticas epidérmicas y macrofagos
engrosadas con un aumento de liquenificacion, resultado de una fibrosis y un incremento de la deposicion
de colageno en la piel. A nivel histologico se observa un incremento de la acantosis, paraqueratosis e
infiltracion de células mononucleares en la dermis, principalmente macrofagos, junto con acumulacion
perivascular de linfocitos**,

2.2.2 Patologia y respuesta inmune

Al igual que el resto de los desordenes atopicos, la DA esta orquestada por una fuerte respuesta

de tipo 2 caracterizada por la secrecion de citoquinas provenientes de las células adaptativas CD4" T,2 e
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innatas 1LC2, como se menciond anteriormente”. La relacion de células T,2/T,1 se ve incrementado en la
piel y sangre periférica de pacientes con DA “.

La picazén es una de las caracteristicas principales de la DA, dada por una variedad de
pruritdgenos™. El rascado de la piel seca causa dafio mecanico que activa a los queratinocitos para liberar
citoquinas proinflamatorias y quimoquinas que inducen la expresion de moléculas de adhesion en el
endotelio vascular lo que facilita la extravasacion de células inflamatorias en la piel. A su vez, este dano
ocasionado por el rascado promueve la entrada de alérgenos y agentes infecciosos. Los mediadores
asociados a la picazéon en DA son la histamina, IL-31, neuropéptidos, opioides y serinproteasas™. La
histamina, secretada por basofilos y mastocitos, y la linfopoyetina estromal timica (TSLP), secretada por
queratinocitos, activan neuronas sensoriales epidérmicas® que se observan aumentadas en densidad y
grosor, en modelos animales de DA”, lo que también explica la picazén intensa generada. La IL-31,
secretada por células T CLA", actta sobre los queratinocitos induciendo la expresion de quimioquinas para
reclutar mas células T inflamatorias™.

La disrupcion de la barrera epidérmica mencionada previamente promueve una reaccion
inflamatoria a través de la desregulacion de proteinas inmunomoduladoras y la liberacion por parte de los
queratinocitos de quimioquinas y de moléculas asociadas a dafnos que incluyen alarminas como IL-1B3,
IL-25, 1L-33 y TSLP®. Estos mediadores se expandiran y activaran a las ILC2, incrementadas en pacientes
con DA", las células de Langerhans de la epidermis (LCs) y las DCs de la dermis y de la epidermis,
favoreciendo la respuesta inflamatoria. El efecto del dano cutaneo y la liberacion de citoquinas como
TSLP, IL-6, IL-1 y TNF-q, por parte de los queratinocitos, tenderan a polarizar a las DCs de la piel

predominantemente hacia una respuesta del tipo 2°>*

. Esto a su vez permitira la conversion de DCs
inmaduras a DCs maduras profesionales presentadoras de antigenos (APCs) debido a la sobreexpresion de
moléculas MHC de clase Il y moléculas coestimuladoras CD80 y CD86™. Las APCs que capturaron el
antigeno en la piel expresaran el receptor CCR7 y migraran a los ganglios linfaticos, que expresan las
quimioquinas CCL19 y CCL21™. Alli presentaran los alérgenos de la piel a linfocitos T inmaduros (tanto a los
CD4" como a los CD8"), provocando su activacion y maduracion hacia células T especificas del alérgeno
que, predominantemente, tendran un perfil T,2***. Los linfocitos diferenciados, tanto efectores como de
memoria, expresaran receptores para volver a localizarse en la piel, como el antigeno leucocitario cutaneo
(CLA), CCR4 y CCR10™. Los linfocitos T, 2 secretaran IL-4 e IL-13, que estimularan la activacién de linfocitos
B promoviendo un cambio de clase de anticuerpos hacia la generacién de inmunoglobulina E (IgE)*®.
También secretaran IL-5, la cual posee un rol fundamental en el reclutamiento y supervivencia de
eosindfilos™. La IgE sera capaz de unirse a receptores de alta afinidad (FceRI) expuestos en la membrana
de diversas células inmunes de la piel, como los basofilos y los mastocitos, pudiendo unirse también a

eosindfilos en la circulacion periférica™. La unién alérgeno-IgE-receptor provocara la degranulacion de las

células anteriormente mencionadas, liberando histamina, eicosanoides y citoquinas proinflamatorias, junto
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con la producciéon de quimioquinas que promueven la inflamacion y migracion de nuevos linfocitos T
maduros”®*. Los receptores FceRI en la superficie de las LCs y las DCs epidérmicas también contribuyen a
la captacion e internalizacion de los antigenos para su posterior presentacion a las células T de la piel

"> Junto con los elevados niveles de IgE en suero, se observa presencia de eosinofilia en sangre™.

atopica
Las ILC2s también contribuyen a la liberacién de IL-5 e IL-13, amplificando la respuesta inmune™.
Paralelamente, la respuesta inflamatoria puede exacerbar la disrupcion de la barrera epidérmica
reduciendo la expresion de proteinas del estrato corneo y de uniones estrechas®.

La respuesta inmune desarrollada durante la enfermedad alérgica comprende dos fases (Fig. 2).
Las lesiones de la DA aguda presentan una inflamacién dominada por una respuesta T,2, caracterizada
por la infiltracion dérmica de células T y eosindfilos junto con una aumentada expresion de citoquinas de
tipo T,22, (IL-4, IL-5 e IL-13), y de tipo T,22 (IL-22), y baja expresion de tipo T,1 (IFN-y). A su vez, se observo
que las citoquinas de tipo T,2 y T,22 suprimen la expresion de proteinas de diferenciacion como la
filagrina, sumado a la induccion de hiperplasia epidérmica resultante de una respuesta de los
queratinocitos a la IL-22*. Cuando estas lesiones se vuelven cronicas, se observa un cambio hacia una
respuesta inmune del tipo T,1 con aumento de la expresion de IFN-y, IL-12 y GM-CSF, junto con una
remodelacion del tejido con un aumento de la deposicion de colageno y engrosamiento de la epidermis y

,45,56 . . . . . Y . ’
0455 | a sobreexpresion de IFN-y induce la apoptosis de los queratinocitos epidérmicos a través

la dermis
de la sobreexpresion de Fas (CD95) en los queratinocitos™. Existe entonces una regulacidn progresiva,
dependiente de la etapa de la enfermedad, de las citoquinas T2, T,22 y T,1, desde la piel no lesionada

hasta las lesiones agudas y cronicas™.
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Figura 2. Mecanismos inmunoldgicos desencadenados en la piel durante la dermatitis atopica.

Los defectos en la barrera epidérmica permiten el ingreso de alérgenos y a su vez estimulan a los queratinocitos a
expresar quimiocinas como la TSLP, IL-16, IL-33 e IL-25. Estos mediadores amplifican y activan la respuesta inmune.
Las células dendriticas inflamatorias epidérmicas (DECs) asi como las células dendriticas dérmicas captan los
alérgenos promoviendo la respuesta inmune de tipo 2 y reclutando mas células inflamatorias. El aumento de células
T2 en la etapa aguda conduce a un aumento en la secrecion de citoquinas, principalmente IL-4 e IL-5 que
promueven el cambio de clase hacia IgE (producida por las células B). Estas citoquinas también alteran la barrera
cutanea al disminuir la expresion de proteinas epidérmicas de diferenciacion como la filagrina. Las IL(2s son una
fuente potente de IL-5 e IL-13 y pueden amplificar ain mdas la inmunidad de tipo 2 y, junto con los eosindfilos y
basdfilos reclutados, aumentan la produccion de IgE. En contraste con la piel sana, la piel de individuos con DA tiene
un numero incrementado de subtipos de DCs, incluidas las células de Langerhans, que expresan receptores de alta
afinidad para la inmunoglobulina-& (FcERI). Los anticuerpos IgE unidos a las DCs por FceRI pueden facilitar la
captacion de alérgenos. Por otro lado, los eosindfilos, basdfilos y los mastocitos activados también se unen a IgE y
liberan mediadores proinflamatorios, potenciando aun mas la respuesta. IL-33, IL-31, TSLP y las citoquinas T,2 se
comunican directamente con las neuronas sensoriales cutaneas para exacerbar el prurito y la picazon. A su vez, con
la aparicion de la enfermedad aguda, las células T,22 liberan IL-22, lo cual induce la hiperplasia epidérmica. En la
etapa cronica de la enfermedad hay una respuesta sesgada de células T,1, lo que conduce a una mayor inflamacion y
activacion inmune, produciendo liquenificacion de la piel. Las citoquinas de tipo 2 también afectan las respuestas de
péptidos antimicrobianos lo que, en combinacion con la alteracion de la barrera cutanea, aumentan el riesgo de
colonizacion y penetracion de patogenos (principalmente S aureus). TSLP = linfopoyetina estromal timica. DC = célula
dendritica. IL = interleuquina. LC = célula de Langerhans. S aureus = Staphylococcus aureus. T, = célula T-helper. ILCs
= células linfoides innatas. IgE = Inmunoglobulina E.

Por otro lado, ante dafos o inflamacion cutanea, hay secrecién de péptidos antimicrobianos
(AMPs), como defensinas y catelicidinas, por parte de los queratinocitos residentes de la piel, mastocitos y
células reclutadas hacia el tejido, como las NK. Estos péptidos tienen actividad antibiética y las defensinas,

aparte de tener funcion antimicrobiana, actlan como quimioatractantes para DCs inmaduras y células T
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de memoria, estimulando a su vez la respuesta inmune innata en la epidermis por aumento de la

%" Se ha descrito una

expresion de moléculas co-estimuladoras y maduracion de DCs inmaduras
reduccion en los niveles de estos AMPs en las lesiones de DA, lo que puede explicarse por la presencia de
altos niveles de citoquinas T,2. Esto sugiere que la deficiencia en AMPs podria contribuir a la

susceptibilidad de pacientes atdpicos a infecciones cutaneas >

. Esta susceptibilidad a infecciones
también se atribuye a alteraciones en el reconocimiento de antigenos microbianos por polimorfismos en

los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs)”.

2.2.3 Tratamientos actuales para la dermatitis atopica

Debido a la complejidad de los procesos inflamatorios implicados en la DA, se requieren
tratamientos multidimensionales, es decir, que aborden varios aspectos asi como los factores ambientales
y de estilo de vida y las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Estos tratamientos para la DA incluyen hidratacion cutanea, el uso de corticosteroides topicos
para reducir la inflamacion, y la identificacion y eliminacion de factores exacerbantes como irritantes,
alérgenos, factores de estrés emocional y agentes infecciosos™. Los tratamientos se dividen en tres

categorias: tratamientos basicos, tratamientos médicos estandar y tratamientos adyuvantes’ (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos actuales para la dermatitis atopica.

Tratamientos basicos Tratamientos médicos estandar Tratamientos adyuvantes

e Hidratacion cutanea
e Eliminacion de factores

agravantes

Tratamientos topicos:
glucocorticoides e
inhibidores de
calcineurina
Antihistaminicos
Bioldgicos

Terapias sistémicas:
Glucocorticoides y
ciclosporina

Fototerapia

Probidticos y prebiodticos
Omega-3
Suplementacion con

Vitamina D

2.2.3.1 Tratamientos basicos

Este tipo de tratamiento se enfoca en reducir la sequedad de la piel y eliminar factores

exacerbantes como los irritantes o alérgenos.
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Reducir sequedad de la piel es fundamental controlar la hidratacion de la piel dado que la DA se
caracteriza por una barrera cutanea deteriorada con xerosis. Para controlar la hidratacion cutanea
se utilizan emolientes e hidratantes mas de una vez al dia, junto con barios cortos con agua tibia
evitando el uso de productos con perfumes®”. Esto ayuda a la piel a retener agua, mejorar la
funcion de barrera, aliviar las sensaciones de picazon y remover irritantes y alérgenos de la piel™®.
Remocion de factores excerbantes: se debe evitar el uso frecuente de jabones o detergentes,
productos quimicos, ropa de lana o nylon asi como los cambios bruscos de

temperatura/humedad. Paralelamente, los alérgenos alimenticios y aéreos son considerados otro

factor agravante”.

2.2.3.1 Tratamientos médicos estandar

Medicamentos tOpicos: son el primer tratamiento que se da a un paciente con DA. Dentro de ellos,
se encuentran los glucocorticoides y los inhibidores de calcineurina. Los primeros son uno de los
farmacos mas efectivos para controlar los sintomas de la DA, como la picazon y la inflamacion,
aunque su aplicacion puede ir acompanada de varios efectos secundarios como atrofia cutanea,
desarrollo de estrias, dermatitis perioral, rosacea acneica y supresion adrenal®. Los inhibidores de
calcineurina son inmunomoduladores no-esteroides. Los farmacos mas utilizados son tacrolimus y
pimecrolimus®?. Las reacciones adversas son sensaciones de ardor o picazon transitorias pero no
se asocian complicaciones como la atrofia cutanea con su uso a largo plazo®.

Antihistaminicos: el tratamiento con antihistaminicos orales, como la loratadina o la cetirizina, es
usado para reducir la picazon inducida por la histamina. Dado a que la picazon es provocada por
otros mediadores aparte de la histamina, como IL-31, hay pacientes donde este tratamiento no es
efectivo’.

Tratamientos sistémicos: Se utilizan cuando los tratamientos basicos sumados a los
medicamentos topicos no dan resultado. Entre estos tratamientos se encuentra el uso de
glucocorticoides y ciclosporina. Estos tratamientos suprimen temporalmente los sintomas de DA,
con una rapida reaparicion con su descontinuacion. El frecuente uso de ciclosporina conlleva
efectos adversos como deterioro de la funcion hepatica y renal e hipertension’, mientras que el
uso de glucocorticoides también posee diversos efectos secundarios relacionados con los
sistemas musculoesquelético, endocrino, cardiovascular y nervioso central®. Sumado a estos dos
tratamientos mencionados, también existe la aplicacion sistémica de IFN-y**.

Bioldgicos: entre ellos se encuentra la aplicacion de anti-IL-4R, anti-IgE, anti-TSLP, anti-IL-31,
anti-IL-5, entre otros.

Fototerapia
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Desde los Ultimos afios, se estan desarrollando avances en el uso de farmacos dirigidos
modificadores de la enfermedad. Dentro de ellos, se ha demostrado la eficacia y seguridad de la
inmunoterapia con alérgenos (SIT) en informes de casos, estudios de cohortes pequerios y algunos
ensayos multicéntricos mas grandes®*. Mas aun, la Academia Europea de Dermatologia sugiere que los
médicos podrian considerar el tratamiento con SIT en pacientes con DA grave, sensibilizados a

) . . , . e . 65,66
aeroalérgenos y con exacerbacion clinica después de la exposicion al alérgeno causante®.

2.2.3.1 Tratamientos adyuvantes
Estos tratamientos son considerados Unicamente si los tratamientos basicos no dieron resultado.

Entre éstos se encuentra el uso de:

e Probicticos y prebidticos
e Omega-3
e Vitamina D oraP?

2.2.4 Modelos Animales
El alto numero de individuos que padecen DA, sumado al constante aumento en la incidencia de
este desorden, muestran la necesidad de establecer un modelo de estudio adecuado, que permita
dilucidar los mecanismos inmunoldgicos involucrados en su desarrollo, asi como también la generacion y
evaluacion de nuevas terapias.
Los modelos animales existentes se pueden distribuir en cuatro grupos:
1) Ratones que espontaneamente desarrollan lesiones de la piel con las caracteristicas de la DA.
2) Ratones transgénicos que expresan diferencialmente determinadas citoquinas.
3) Modelos genéticamente modificados en donde se alteran genes relacionados con la DA.
4) Modelos en los que la DA es inducida por la aplicacion epicutanea de agentes sensibilizantes™®.
Dentro de este modelo, la sensibilizacion se puede lograr por la aplicacion de alérgenos, de

’ N . 67,68
haptenos o de analogos de la vitamina D***".

2.2.4.1 Modelos murinos inducidos por sensibilizacion epicutanea con alérgenos
En modelos en donde se sensibiliza con alérgenos, se utiliza principalmente ovoalbumina (OVA) o

2657° Basados en el trabajo de Spergel et al* en

acaros de polvo doméstico (HDM, House Dust Mite)
nuestro laboratorio se desarrollo previamente un modelo murino de sensibilizacion por via epicutanea con
OVA, utilizando parches embebidos con el alérgeno”. Cada ratdn tuvo un total de tres exposiciones de una
semana al parche con OVA, separadas entre si por intervalos de dos semanas. Con este protocolo se logro
reproducir la histopatologia tipica de DA, caracterizada por engrosamiento de la epidermis, infiltracion de
mastocitos, de células T CD4"y eosindfilos y una expresion incrementada de citoquinas tipo T,,2 (IL-4, IL-5

e IL-13), sin observar cambios en las citoquinas tipo T,1 (IFN-y). A nivel sistémico, se observaron niveles
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elevados de anticuerpos IgG1, Ig2a e IgE especificos para OVA en suero y aumento del nivel de citoquinas
de tipo T2 junto con IFN-y en la re-estimulacion con OVA de esplenocitos de ratones sensibilizados.

La disminucion de los ciclos de sensibilizacion de tres a dos semanas o el acortamiento de la
duracion del protocolo de sensibilizacion epicutanea puede llevar a un desarrollo suboptimo de la

inflamacion alérgica de la piel™.

2.2.4.2 Modelos murinos inducidos por haptenos

En los modelos en los que la induccion de dermatitis se da a través de la aplicacion de haptenos,
se utiliza principalmente oxazolona (OXZ) o trinitroclorobenceno (TNCB). Los haptenos son moléculas
pequenas irritantes que generalmente son utilizados para el estudio de la dermatitis de contacto, en

. . ,68
donde se desencadena una respuesta inmune del tipo T,1*

. Aln asi, se observd que una exposicion
multiple, en una zona sin pelo del raton, con OXZ o TNCB durante un periodo extendido causa una
inflamacién cutanea cronica con un cambio de la respuesta hacia un perfil tipo T,2 y con lesiones
cutaneas similares a la dermatitis caracteristica de los humanos®. A pesar de la reproducibilidad,
predictibilidad y bajo costo de este tipo de modelos”, las desventajas son el largo tiempo en la induccién

I . . e TR . 68
de la respuesta alergica sumado a la alta variabilidad en los resultados de las sensibilizaciones ™.

2.2.4.3 Modelos murinos inducidos por Calcipotriol (MC903)

La sensibilizacion por la aplicacion de Calcipotriol, un analogo de la vitamina D, es dependiente de
la induccion de la expresion de TSLP a nivel epidérmico™ EI TSLP promueve que las ILC2, potentes
reguladoras de la respuesta inmune en la DA, secreten citoquinas del tipo T,2”. La aplicacion topica de
MC903 no solo activa a las ILC2 sino que también causa eosinofilia y lesiones cutaneas con sequedad y
prurito asociadas a una inflamacion de tipo 2 con un infiltrado dérmico principalmente de linfocitos T CD4,
acompanados de eosindfilos, mastocitos y DCs. A su vez se observa un aumento cutaneo de citoquinas de

tipo T,2 y elevados niveles de IgE e IgG en suero™”.

2.3 Toxoplasma gondiiy desordenes alérgicos

2.3.1 Teoria higiénica

A partir de datos epidemiologicos que permitieron establecer una relacion entre la disminucion de
determinadas infecciones durante la nifiez y un aumento de desoérdenes alérgicos en paises desarrollados
se elabord la “teoria higiénica”. Esta teoria postula que una reduccidén o alteracién a exposiciones
microbianas en edades tempranas, causan una maduracion desbalanceada del sistema inmune,
predisponiéndolo al desarrollo de desordenes alérgicos, lo cual podria explicar el marcado incremento en

23,57

la prevalencia y severidad de las enfermedades atopicas en las Ultimas décadas™". La reduccion en la
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exposicion a infecciones se debe a factores como el frecuente uso de antibidticos, la reduccion en el
tamafio de los grupos familiares, cambios en el ambiente y a un aumento en las practicas higiénicas™.

Se ha propuesto que la falta de una induccién de respuestas estimuladas por antigenos
microbianos llevaria hacia el descenso de células T,1 y, consecuentemente, un incremento en células
inmunes T,.2, alterando el balance de las respuestas de tipo 1y de tipo 2”. A su vez, se hipotetiza que el
incremento en las células inmunes T,2 se da por una pérdida de células T regulatorias o células B

productoras de IL-10"°.

2.3.2 Toxoplasma gondii

La teoria higiénica se construye primero a partir de datos epidemioldgicos y luego a partir de
datos experimentales que muestran la capacidad de ciertos microorganismos de otorgar proteccion frente
al desarrollo de desordenes alérgicos. En este contexto, datos epidemioldgicos indican que la
seropositividad para 7. gondii estd inversamente relacionada con la sensibilizacion alérgica y sus
manifestaciones sintomaticas, en humanos’”.

T. gondii es un parasito intracelular obligado que durante su ciclo infectivo atraviesa dos fases. La
fase aguda de la infeccion inicia en la primer semanay se caracteriza por la presencia taquizoitos, estadio
asexual de rapida division del parasito. Alrededor de la tercer semana de infeccion se da la fase cronica de
la misma, en donde el parasito se encuentra en un estadio de division mas lenta denominado bradizoito
contenido dentro de quistes tisulares, que son estructuras de resistencia que se alojan principalmente en
el cerebro y el misculo esquelético”. La infeccion cronica establecida es asintomatica en individuos
inmunocompetentes”.

T.gondii tiene caracteristicas particulares que lo hacen un potencial patdbgeno modulador de
alergias: i) es un protozoo intracelular obligado que se distribuye globalmente; i) la infeccion lleva a la
induccion de una fuerte respuesta inmune del tipo T,1 en las etapas tempranas de la infeccion, respuesta
que se mantiene también durante la etapa crénica de la misma’** ;i) la infeccion con T.gondii estimula la
produccion de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-B * que inhiben la produccion de IFN-y*y
la activacion de macrofagos™.

En nuestro laboratorio se demostro previamente que la infeccion con T. gondii, tanto en la etapa
aguda como cronica de la infeccion, disminuye el posterior desarrollo de inflamaciones alérgicas
pulmonares en ratones adultos BALB/c. Se observd una disminucion en la eosinofilia del lavado
bronquioalveolar (BAL), en la infiltracion de eosindfilos y células mononucleares alrededor de las vias
aéreas y una reduccion en la hiperplasia de las células productoras de mucus de pulmon. A su vez se
detectaron bajos niveles de anticuerpos IgE e IgG1y altos niveles de IgG2a especificos para el alérgeno, asi

. . . . N . ‘. . 8.
como una disminucién en la secrecion de IL-4 e IL-5 en ganglios linfaticos en respuesta al alérgeno™.
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Los mecanismos inmunoldgicos por los cuales T. gondii modula las alergias involucran,
dependiendo del momento de la sensibilizacion (etapa aguda o cronica de la infeccion) el desvio de la
respuesta hacia un perfil T,;1 (etapa aguda) o la induccion de células con actividad supresora (tanto en la
infeccion aguda como crénica). Esta actividad supresora se demostro in vitro e in vivo, comprobando que
las células de los ganglios linfaticos toracicos tanto de ratones infectados y sensibilizados como ratones
Unicamente infectados, disminuyeron los sintomas de inflamacion alérgica pulmonar y la proliferacion de
células T efectoras alérgeno-especificas de ratones alérgicos. Se demostro a su vez que esta habilidad
supresora es independiente de contacto y correlaciona con altos niveles de TGF-B y de células
requlatorias CD4'Foxp3'. Por otro lado, se vi6 que la IL-10 no estaria involucrada en la supresion alérgica
ya que ratones deficientes en esta citoquina mostraron comportamientos similares (ante la infeccion y
sensibilizacién) que ratones wild type™®.

Posteriormente se demostré que la modulacion ejercida por el parasito no sélo opera a nivel local
sino también a nivel sistémico. La sensibilizacion, durante tanto la etapa aguda como cronica de la
infeccion, resulto en una disminucion de una reaccion de anafilaxia comparado con ratones alérgicos sin
infectar. A su vez, se detectd una reversion de la respuesta de tipo 2 en esplenocitos de ratones alérgicos
previamente infectados, en la etapa aguda y la cronica. Estos resultados sugieren la posibilidad de que la
infeccion con T. gondii pueda modular otros desérdenes alérgicos, aparte de las inflamaciones alérgicas
pulmonares, como la DAY,

En base a estos antecedentes, y considerando que la gran mayoria de los trabajos publicados
donde se estudia la modulacion de alergias por microorganismos se basan en modelos de alergias
respiratorias, y son pocos los que utilizan modelos de DA, se estudio si la infeccion cronica con T. gondiies
también capaz de modular el desarrollo de esta enfermedad dérmica. Para ello, se desarrolld6 un modelo
de sensibilizacion por via epicutanea con OVA como alérgeno en ratones BALB/c a partir del cual se
observé que la infeccion cronica previa a la sensibilizacion alérgica bloquea completamente el desarrollo
de la DA. Se vi6 una marcada reducciéon del grosor de la epidermis y del infiltrado celular en la dermis
junto con una reduccion de la cantidad de mastocitos. Esto se vio correlacionado con una disminucion en
la respuesta T,1y T,2 alérgeno-especifica, con reduccion de citoquinas de tipo 2, IL-4 e IL-5, en ganglios
drenantes y en esplenocitos y menor cantidad de ILC2 en los ganglios linfaticos drenantes’’

En conclusion, la infeccion con T. gondii posee dos fases, con una respuesta innata y del tipo T 1,
con alta produccion de IFN-y, IL-6 y TNF-a, durante la fase aguda, y un aumento de la respuesta inmune
regulatoria a nivel sistémico, con incremento de células T regulatorias y mayores niveles de IL-10 y TGF-(3,
durante la fase cronica™.

Una mejor comprension de los mecanismos inmunologicos involucrados en la regulacion de las
respuestas alérgicas por parte de diferentes microorganismos puede resultar de gran ayuda no solo para

entender el aumento de la incidencia de desérdenes atopicos observada en las Ultimas décadas sino

23



particularmente para encontrar herramientas que permitan intervenir en dichos procesos con menos

efectos secundarios que las terapias convencionales.

2.4 Antigenos del lisado de taquizoitos de Toxoplasma gondii (TLA)

Debido a los riesgos asociados con la infeccion, los patdgenos vivos no son adecuados para el
desarrollo de nuevas estrategias para reducir las alergias en humanos. Por ello, el uso de moléculas
derivadas de los parasitos muestran un mayor potencial para el desarrollo de estrategias profilacticas y
terapéuticas para los desérdenes atopicos™.

Diversos trabajos han demostrado previamente que los antigenos solubles de taquizoitos de T.
gondii (TLA) modulan la produccion de citoquinas, la capacidad de respuesta de distintos tipos celulares y
la expresion de MHC. Particularmente, se observo que el tratamiento de una linea celular mielomonocitica
humana con el lisado de T. gondii inhibio6 la secrecion de IL-12, TNF-a e IL-8 inducidas por LPS, mientras
que aumentaron los niveles de IL-10. Se propuso que esta inmunosupresion inducida por el tratamiento
con el lisado del parasito actia mediante la activacion de NF-kB via TLR2”. Paralelamente, se demostréd
que el TLA inhibe la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il (MHC-I1), inducido por
IFN-v, en la superficie de macrofagos infectados, interfiriendo con la presentacion antigénica y activacion
de linfocitos T. Sumado a esto, los antigenos secretados por taquizoitos extracelulares también presentan
propiedades inmunomoduladoras interfiriendo con vias de senalizacion y transcripcion de genes ligados a
la inhibicion de la expresion de MHC-Il y la secrecion de la citoquina TNF-q, la cual se sabe que es
importante al montar una respuesta inmune frente al parasito™.

Asimismo, mas recientemente se ha demostrado que antigenos provenientes del lisado de los
esporozoitos contenidos en los ooquistes de 7. gondii (OLA) tienen actividad inmunomoduladora,
comparable con lo observado en la infeccion con el parasito, en un modelo de inflamacion alérgica
pulmonar. La estimulacion in vitro de esplenocitos y células dendriticas derivadas de médula ésea (BMDCQ)
de ratones naive con OLA mostro altos niveles de IFN-y, IL-6 e IL-10. El pretratamiento con OLA previo a la
sensibilizacion alérgica mostro una reduccion de la inflamacién pulmonar asi como de la sensibilizacion
alérgica, viéndose reducidas las respuestas celulares y humorales alérgeno-especificas. Esta reduccion en
la respuesta inmune de tipo alérgica se vio correlacionada con un incremento de las células T regulatorias

high

CD4'CD25""Foxp3" en bazo asi como de células supresoras granulociticas mieloides (MDSCs) en
+ 88
pulmon™.

La administracion de antigenos derivados del lisado de taquizoitos de 7. gondii (TLA) en lugar de

ooquistes, en conjunto con el alérgeno durante la sensibilizacion disminuyd también la susceptibilidad a

desarrollar una inflamacion alérgica pulmonar. La estimulacion in vitro de esplenocitos de ratones naive
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con TLA indujo niveles significativos de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6, IFN-y y TNF-a asi como
IL-10 (requlatoria)’".
Estos antecedentes muestran que el TLA posee propiedades inmunomoduladoras tanto in vitro

como in vivo.
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3. Hipotesis y Objetivos

3.1 Construccion de la Hipotesis

Utilizando un modelo murino de DA observamos previamente que la infeccion cronica de T. gondii
previa a una sensibilizacién epicutanea bloquea completamente el desarrollo de la patologia”. La
disminucion de la patologia dérmica correlaciona con menores niveles de anticuerpos
alérgeno-especificos IgG1 e IgE y una secrecion disminuida de citoquinas de tipo T,2 y T,,1 a nivel sistémico
y local al finalizar las tres semanas de sensibilizacion.

A partir de esto, hipotetizamos que moléculas de T. gondii con propiedades inmunomoduladoras
serian responsables de la capacidad del parasito de proteger frente al desarrollo de desordenes alérgicos.
Reforzando nuestra hipotesis, diversos trabajos han demostrado previamente que los antigenos solubles
de taquizoitos de T. gondii (TLA) modulan la produccion de citoquinas, la capacidad de respuesta de
distintos tipos celulares™ y la expresion de MHC™.

El uso de moléculas derivadas de los parasitos podria ser una estrategia mas adecuada para la
prevencion y el tratamiento de afecciones alérgicas, siempre y cuando estos extractos/moléculas posean
propiedades inmunomoduladoras comparables al parasito vivo. En efecto, se ha demostrado en un
modelo de asma experimental, que la administracion de TLA en conjunto con el alérgeno durante la

sensibilizacion disminuye la susceptibilidad a desarrollar una inflamacion alérgica pulmonar™.

3.2 Objetivo general

Estudiar en un modelo murino de dermatitis atopica (DA) la capacidad de los antigenos totales de

T. gondii (TLA) de modular el desarrollo de la patologia dérmica.

3.3 Objetivos especificos

1. Evaluacion in vitro del efecto del TLA, proveniente tanto de taquizoitos cultivados in vitro como de
quistes de cerebro, sobre respuestas T 2.

2. Desarrollo de un protocolo corto de DA que reproduzca la histopatologia, respuesta humoral y
sintomatologia observada en pacientes alérgicos.

3. Estudio del TLA como tratamiento de la DA: evaluacion del efecto del TLA sobre la histopatologia,

las lesiones cutaneas y la respuesta humoral y celular.
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4. Resultados

4.1 Evaluacion in vitro del efecto del TLA sobre respuestas T2

Dado que hasta el momento son nulos los trabajos que analizan in vitro el efecto del TLA sobre
una respuesta efectora de tipo T,22, se comenzo con la evaluacion in vitro de la capacidad modulatoria del
TLA sobre una respuesta alérgica. Se analizd tanto el TLA obtenido de taquizoitos cultivados in vitro como

el obtenido a partir de quistes purificados de cerebros de ratones cronicamente infectados con el parasito.

4.1.1 Cultivo de taquizoitos in vitro

Con el objetivo de obtener taquizoitos de 7. gondii in vitro para la posterior obtencion del TLA, se
puso a punto el cultivo de células hospedadoras del parasito. Primeramente se inicid con la linea celular
A549 que son células humanas provenientes de carcinoma de epitelio alveolar basal. Dado que las células
mencionadas dejaban mucho debris celular remanente y se buscaba obtener los taquizoitos lo mas puros
posible, se prosiguié probando con células HFF (human foreskin fibroblasts) provenientes de tejido del
prepucio humano. Este cultivo se puso a punto para su optimo crecimiento. Una vez que las células
llegaron a confluencia se infectaron afadiendo taquizoitos de T. gondii. Aproximadamente 5 dias después,
cuando se llegd a la eclosion de los parasitos, los mismos fueron cosechados y lisados por sonicacion para
la posterior obtencion del TLA. Se cuantificd por el método de Bradford la concentracion de proteina total
obtenida. La siguiente figura muestra el cultivo in vitro de células HFF (Fig. 3a) y las mismas células una vez

que fueron infectadas y los taquizoitos se liberaron al medio extracelular (Fig. 3b).

a

Figura 3. a) Células HFF sin infectar. b) Células HFF infectadas. Se visualizan los taquizoitos de T. gondii en el medio
extracelular luego de haber lisado la monocapa de células.
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4.1.2 Evaluacion del efecto del TLA de taquizoitos

Con el objetivo de estudiar el efecto in vitro del TLA proveniente de los taquizoitos sobre una
respuesta efectora de tipo T,2, en paralelo a |a puesta a punto del modelo murino de DA, se comenzd con
el estudio del efecto modulador utilizando células del ganglio y del bazo de ratones alérgicos,
sensibilizados con un protocolo de asma experimental ya establecido en el laboratorio.

A fin de corroborar el estado alérgico de los ratones, se midieron los niveles de anticuerpos IgE,
IgG1 e IgG2a especificos para OVA, el alérgeno con el cual fueron sensibilizados. Se observo un aumento
de IgE en los ratones sensibilizados (OVA) vs los naive (N). A su vez se detectaron mayores niveles de 1gG1
(anticuerpo de tipo 2) que de IgG2a (anticuerpo de tipo 1) en los ratones OVA comparando con los N (Fig.
4). A partir de estos resultados, que confirmaron el estado alérgico de los ratones, se decidio evaluar el

efecto modulador de TLA sobre cultivos de células de ganglio toracico y esplenocitos de estos animales.

IgE 19G1 vs IgG2a 19G2a 1gG1
1.0 1.5 0.5 1.5+
L
- ok dekkk
0.8 — 0.4 "
0.6 104 ¢ 1.0 .
& o | F XS o i
a 041 a o a a .
0.2-]
0.2 0.5 . 0.5
0.0 - % 044 =
. m oo
02— X e ool———= 0.0-1—oepoe————
N OVA 1gG1 IgG2a N OVA N OVA
1/40 1/1000

Figura 4. Presencia de anticuerpos séricos alérgeno-especificos de tipo Igk, IgG2a e IgG1 en los ratones sensibilizados

con el protocolo de asma alérgica (OVA) vs ratones naive (N). Se extrajo sangre de los ratones por puncion cardiaca,

se obtuvo el suero y se midieron niveles de anticuerpos especificos para OVA mediante el ensayo de ELISA. Dilucion
de suero: 1/40 para IgE; 1/1000 para IgG1 e IgG2a. Los datos se representan como la media + error estandar (SEM).

Anélisis estadistico: t-test. p< 0,01 ™**p< 0,0001.

Las células del ganglio se estimularon ex vivo con OVA, OVA+TLA y TLA solo, mientras que las
células provenientes del bazo se estimularon ex vivo tanto con OVA como con un mitogeno T
(Concanavalina, ConA). Se probaron dos concentraciones diferentes de TLA, 0,75 pg/well y 1,5 pg/well.

En un primer experimento, al analizar el perfil de citoquinas de tipo 1 y de tipo 2 en el
sobrenadante de las células provenientes del ganglio toracico, como era esperable, se observo un
aumento de IL-4 (p=0,054) que no resulto significativo, en las células estimuladas con OVA vs las sin
estimular (SE). No se observaron diferencias en los niveles de IFN-y entre los dos grupos mencionados. En
cuanto a la estimulacion con OVA+TLA (0,75 pg/well), no se visualizaron diferencias significativas en los
niveles de las dos citoquinas mencionadas, comparando con las células Unicamente estimuladas con OVA
(Fig. 5a).

En un segundo experimento se evalud una mayor concentracion de TLA (1,5 pg/well). Se observo

un aumento significativo de IL-4 e IL-5 en las células estimuladas con OVA vs las SE. Asimismo, también
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se observdo un aumento de IFN-y entre los dos grupos mencionados. Al estimular las células con
OVA+TLA, no se observaron diferencias significativas en los niveles de ninguna de las tres citoquinas
evaluadas, con respecto a las estimuladas con OVA sola (Fig. 5b).

Paralelamente, no se detectd secrecion de citoquinas con la estimulacion con TLA solo, en

ninguna de las dos concentraciones ensayadas.
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Figura 5. Perfil de respuesta T,;1/T,2. Se extrajeron los ganglios toracicos de los ratones sensibilizados con el
protocolo de asma y se realizaron cultivos ex vivo. a) Se estimuld con OVA (40 pg/well), OVA (40 pig/well)+TLA (0,75
ug/well) y tinicamente TLA (0,75 pg/well). b) Se estimuld con OVA (40 pig/well), OVA (40 pg/well)+TLA (1.5 ug/well) y
Unicamente TLA (1.5 ug/well). También se incluyeron células sin estimular (SE). Se colectaron los sobrenadantes y se

midieron los niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Los datos se representan
como la media #+ error estandar (SEM). Andlisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak como post test."p< 0,05;

*p< 0,01, ™p< 0,001, **p< 0,0001. Se compara con SE.

Al analizar el perfil de citoquinas de tipo 1y de tipo 2 secretadas por las células provenientes del
bazo en respuesta a la estimulacion con OVA, no se detectd un aumento significativo en ninguna de las
citoquinas respecto de los esplenocitos sin estimular (datos no mostrados). Estos resultados
probablemente sean consecuencia de que la respuesta alérgeno-especifica se direcciono hacia el ganglio
drenante al pulmon (respuesta inmune local) luego del desafio por via aérea (protocolo de asma alérgica
mostrado en Materiales y Métodos). Sin embargo, si se observé un aumento significativo de IL-4 e IL-5,
citoquinas correspondientes a una respuesta alérgica, en las células estimuladas con ConA vs las SE.
Paralelamente, los niveles de IFN-y también aumentaron significativamente entre los dos grupos
mencionados. Esto era de esperarse dado que la ConA, un mitdgeno independiente de antigeno, funciona

. . ~ ’ . . . 92 .
como inductor de la primera sefal, lo que lleva a las celulas T a una proliferacion policlonal™, conduciendo
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a su activacién y provocando un aumento en la produccién de citoquinas™. La ConA se une a las
glicoproteinas del receptor de las células T (TCR) constituido por el complejo T3/heterodimero Ti (T3/Ti)
estimulando el crecimiento y proliferacion de los linfocitos T y estimulando una via autocrina que induce la
produccién endégena de IL-2 junto con su posterior liberacion y unién a los receptores de IL-2"*.

En cuanto a la estimulacion con ConA en presencia de TLA (0,75 pg/well), no se observaron
diferencias significativas en los niveles de IL-4 e IFN-y con respecto a las células estimuladas Unicamente
con ConA (Fig. 6a), sin embargo, al aumentar la concentracion de TLA a 1,5 pg/well, se observd un

aumento de las tres citoquinas analizadas en comparacion con las células estimuladas Unicamente con

ConA (Fig. 6b).

a IL-4 Bazo IFN-y Bazo
201 200

P Rk

1.5 s

Q 4.0- 9 104
810 Q10

0.5+

0.0-

L F A
2 o°° o
vj\
b <
IL-4 Bazo IFN-y Bazo
4 *x 4 s
— —
s 0.8 -
3 —
0.6
0 5]
a? -
Q 0.4
1+
0.2
0_
& & R 0.0-
¢ v;\\}" & c,°°\> R
& ,“\3'

o°°v

Figura 6. Perfil de respuesta T,1/T,2. Se extrajo el bazo de los ratones sensibilizados con el protocolo de asma y se
realizaron cultivos ex vivo. a) Se estimuld con ConA (0,5 ug/well) y ConA (0,5 ug/well)+TLA (0,75 ug/well). b) Se
estimulo con ConA (0,5 ug/well) y ConA (0,5 ug/well)+TLA (1,5 pg/well). También se incluyeron células sin estimular
(SE). Se colectaron los sobrenadantes y se midieron los niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el
ensayo de ELISA. Los datos se representan como la media + error estandar (SEM). Analisis estadistico: ANOVA con el

AAAA

meétodo de Sidak como post test. “p< 0,05; *p< 0,01, ***p< 0,0001. Se compara con SE.

4.1.3 Evaluacion del efecto del TLA proveniente de quistes

El efecto in vitro del TLA proveniente de los quistes extraidos del cerebro de ratones
cronicamente infectados con T.gondii (TLAQ) también se evalud sobre células de ganglio toracico y bazo
de ratones alérgicos. Las células del ganglio toracico se estimularon ex vivo con OVA, OVA+TLAQ, ConAy

ConA+TLAQ. Las células provenientes del bazo se estimularon ex vivo con ConA 'y ConA+TLAQ.
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Al evaluar la secrecion de citoquinas por parte del ganglio, se observé un aumento significativo de
IL-5 (citoquina de tipo T,2) en las células estimuladas con OVA vs las SE. Asimismo, se detecto una
tendencia a niveles incrementados de IL-4 que no resultaron significativamente diferentes. El IFN-y no
mostro diferencias entre los wells estimulados con OVA y los SE. En cuanto a la estimulacion con
OVA+TLAQ, no se observaron diferencias entre los niveles de las citoquinas de tipo 1y tipo 2 evaluadas, en
ninguna de las dos concentraciones aplicadas (0,75 pg/well y 1,5 pg/well), comparando con las células

Unicamente estimuladas con OVA (Fig. 7).
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Figura 7. Perfil de respuesta celular T,1/T,2. Se extrajeron los ganglios toracicos de los ratones sensibilizados con el
protocolo de asma y se realizaron cultivos ex vivo empleando OVA (40 ug/well), OVA (40 pg/well)+TLAQ (0,75
1g/well)/TLAQ (1.5 pg/well) como estimulo. También se incluyeron células sin estimular (SE). Se colectaron los

sobrenadantes y se midieron los niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Los datos

se representan como la media + error estandar (SEM). Analisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak como
FAA

post test.”p< 0,05; *p< 0,01 *p< 0,001. Se compara con SE.

En cuanto al nivel de secrecion de citoquinas de las células del bazo, se observo un aumento
significativo de IL-4 e IFN-y en las células estimuladas con ConA vs las SE. Esta diferencia no resultd
significativa para IL-5. Al estimular con ConA+TLAQ (0,75 pg/well), no se detectaron diferencias con
respecto a las células Unicamente estimuladas con ConA, para ninguna de las tres citoquinas evaluadas

(Fig. 8).
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Figura 8. Perfil de respuesta T,1/T,2. Se extrajo el bazo de los ratones sensibilizados con el protocolo de asma y
se realizaron cultivos ex vivo empleando ConA (0,5 pg/well) y ConA (0,5 ug/well)+TLAQ (0,75 ug/well) como
estimulo. También se incluyeron células sin estimular (SE). Se colectaron los sobrenadantes y se midieron
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los niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Los datos se representan como
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la media + error estandar (SEM). Anélisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak como post test. **p<
0,0001. Se compara con SE.

Dado que con las condiciones ensayadas no se logro una modulacion por parte del TLAQ de la
respuesta alérgeno-especifica ni tampoco de la respuesta inespecifica estimulada con ConA, se decidio
modificar el protocolo de estimulacion. Las células de ganglio y bazo de ratones alérgicos fueron
incubadas con el TLAQ durante una hora antes de la estimulacion con OVA o ConA, utilizando a su vez
una concentracion mas alta de TLAQ (10 pg/well).

En este caso, ademas de las citoquinas T1y T,2 también incluimos la evaluacion de la citoquina
regulatoria IL-10.

En el ganglio, al modular con OVA+TLAQ no se modificaron los niveles de ninguna de las
citoquinas evaluadas (IL-4, IL-5, IFN-y e IL-10), comparando con las células Unicamente estimuladas con

OVA. Esto indica que en estas condiciones, el TLAQ no moduld la respuesta inmune establecida (Fig. 9).
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Figura 9. Perfil de respuesta celular. Se extrajeron los ganglios toracicos de los ratones sensibilizados con el
protocolo de asma y se realizaron cultivos ex vivo empleando OVA (40 ug/well) y OVA (40 ug/well)+TLAQ (10
g/well) como estimulo. También se incluyeron células sin estimular (SE). Se colectaron los sobrenadantes y se
midieron los niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Los datos se representan
como la media # error estandar (SEM). Andlisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak como post test."p< 0,05;
*p< 0,01. Se compara con SE.

Posteriormente, se evalu6é también la secrecion de citoquinas de las células del ganglio toracico
estimuladas con ConA y ConA+TLAQ (10 pg/well). Se observo un aumento significativo de las cuatro
citoquinas evaluadas en las células estimuladas con ConA vs las SE, lo cual era esperado por la actividad
mitdgena del ConA ante la respuesta inmune previamente establecida.

Al modular con TLAQ, no se detectaron diferencias en los niveles de IL-5, IFN-y e IL-10. Sin
embargo e interesantemente, si se registrd una disminucion significativa de I1L-4 comparando con las
células Unicamente estimuladas con ConA. Esto podria indicar un potencial efecto modulador por parte

del TLAQ sobre la secrecion de esta citoquina (Fig. 10).
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Figura 10. Perfil de respuesta celular. Se extrajeron los ganglios tordcicos de los ratones sensibilizados con el
protocolo de asma y se realizaron cultivos ex vivo empleando ConA (0,5 pg/well), ConA (0,5 Lg/well)+TLAQ (10
g/well) como estimulo. También se incluyeron células sin estimular (SE). Se colectaron los sobrenadantes y se
midieron los niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Los datos se representan

como la media #+ error estandar (SEM). Andlisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak como post test."p< 0,05;

*b< 0,01; *p< 0,001, p< 0,0001. Se compara con SE.

Finalmente, al analizar la respuesta de esplenocitos de los ratones sensibilizados, se detecto un
aumento significativo de IL-4, IL-5, IFN-y e IL-10 en las células estimualdas con ConA vs las SE.

En cuanto al efecto del TLAQ, al igual que en el ganglio, se logré observar una disminucion
significativa de los niveles de IL-4 en las células estimuladas con ConA+TLAQ comparando con las células
Unicamente estimuladas con ConA. Estos niveles diferenciales entre ambas condiciones no se observaron

para el caso de IL-5, IFN-y e IL-10 (Fig. 1).
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Figura 11. Perfil de respuesta celular. Se extrajo el bazo de los ratones sensibilizados con el protocolo de asma y se
realizaron cultivos ex vivo empleando ConA (0,5 ug/well) y ConA (0,5 ug/well)+TLAQ (10 ug/well) como estimulo.
También se incluyeron células sin estimular (SE). Se colectaron los sobrenadantes y se midieron los niveles de
citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Los datos se representan como la media + error
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estandar (SEM). Anélisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak cormo post test. *p< 0,01; **p< 0,0001. Se
compara con SE.

Los resultados obtenidos en esta primera parte muestran que el TLA obtenido tanto de
taquizoitos como de quistes no fue capaz de modular in vitro una respuesta T alérgeno-especifica

(estimulacion con OVA). Sin embargo, interesantemente, cuando las células se incubaron con el TLA
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provenientes de quistes, una hora antes de la estimulacion con ConA y con una mayor dosis, tanto las
células del ganglio (respuesta inmune local) como en las células del bazo (respuesta inmune sistémica)

mostraron una reduccion significativa en la secrecion de IL-4.

4.2 Desarrollo de un protocolo corto de dermatitis

En nuestro laboratorio se establecio previamente un modelo murino de DA que consistia en la
sensibilizacion de los ratones por via epicutanea con OVA como alérgeno. Los ratones sensibilizados
presentaban en la piel un cuadro histopatologico tipico de pacientes con DA y niveles elevados de IgE
alérgeno-especificos. Sin embargo, no se registraban lesiones cutaneas macroscopicas y la duracion del
protocolo era muy extensa (7 semanas). Nos propusimos entonces desarrollar un nuevo protocolo de DA
con el objetivo no sélo de acortar los tiempos de sensibilizacion sino también de replicar la sintomatologia

observada en pacientes con DA, incluyendo lesiones macroscopicas en la piel de los ratones.

4.2.1 Primer protocolo

El protocolo de DA desarrollado se basé en una modificacion de un protocolo previamente
descrito por Rie Yatsuzuka y col”. Los ratones se sensibilizan por via sistémica (i.p) con el alérgeno OVA
(100 pg) utilizando como adyuvante aluminio (2 mq), a diferencia del protocolo original que incluye
también la toxina Pertussis. Seis dias después se aplica OVA (50 pg en PBS) por via subcutanea.
Posteriormente se efectla un desafio por via epicutanea, desde el dia 18 al 33 desde la primera
inmunizacion sistémica, aplicando parches con OVA (150 pg/100 pl) (grupo DA) (Fig. 12). Los controles
negativos (N) recibieron las mismas aplicaciones intraperitoneal y subcutanea, asi como los parches, pero

unicamente con PBS.

0 6 18 33
; } l E { Andlisis dia 34 |
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Figura 12. Primer protocolo experimental de dermatitis atopica.

4.2.1.1 Anticuerpos en suero
Como se menciond previamente, los individuos con DA presentan altos niveles de IgE.
Comenzamos entonces evaluando el nivel de estos anticuerpos en el suero de los ratones, asi como
también los niveles de IgG1 e 1gG2a, caracteristicos de una respuesta de tipo 2 y de tipo 1, respectivamente.
Se pudo visualizar un aumento significativo de los anticuerpos IgE alérgeno-especificos en los

ratones sensibilizados (DA) en comparacion con los naive (N) y, a su vez, se detectd un mayor nivel de
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anticuerpos IgG1 en comparacion con los IgG2a en los ratones DA. Este resultado era esperable ya que,
como se mencion6 anteriormente, la subclase de anticuerpos IgG1 es la involucrada en respuestas

alérgicas (Fig. 13).
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Figura 13. Presencia de anticuerpos séricos alérgeno-especificos de tipo Igk, IgG2a e IgG1 en los ratones
sensibilizados (DA) vs ratones naive (N). Se extrajo sangre de los ratones por puncion cardiaca, se obtuvo el suero y
se midieron niveles de anticuerpos especificos para OVA mediante el ensayo de ELISA. Dilucion de suero: 1/40 para
IgE; 1/1000 para IgG1 e IgG2a. Los datos se representan como la media + error estandar (SEM). Analisis estadistico:

t-test. "p< 0,05; *"p<0,001.

4.2.1.2 Histopatologia y lesiones cutaneas

Los ratones tratados no mostraron lesiones cutaneas macroscopicas como se esperaba, sin
embargo, a nivel histoldgico se observaron marcadas diferencias en las secciones de piel del dorso de
ratones sometidos al protocolo de DA respecto de los N. Los parametros histopatologicos analizados
incluyeron la evaluacion del grado de infiltracion y desgranulacion de los mastocitos, del espesor de la
epidermis y la capa cornea asi como del nivel de infiltracion leucocitaria. Para ello, luego de la eutanasia de
los ratones, las secciones de piel se fijaron con una solucion de formalina, se incluyeron en parafina y se
realizaron cortes para microscopia.

Un parametro clave para evaluar el desarrollo de la DA es el aumento del infiltrado de mastocitos
(MO en la dermis. En este caso se analizo también el estado de degranulacion de los mismos
categorizando entre MC intactos, MC parcialmente degranulados y totalmente degranulados (Fig. 14b). Los
intactos presentan una forma de redonda a ovalada, con una membrana celular claramente definida y
estaban asociados con ninguno o menos de 10 granulos en el espacio extracelular inmediato. Los
parcialmente degranulados tenian una forma ovalada o irregular, y su membrana celular estaba
oscurecida por numerosos granulos tanto en el citoplasma como en el espacio extracelular. Los
totalmente degranulados presentaban un borde delgado de granulos alrededor de la membrana celular,
pero no habia granulos en el citoplasma central restante”’

A pesar de no haberse observado diferencias en la cantidad de MC totales entre los ratones DAy

los N, al analizar la morfologia de los MC como indicador del estado de activacion, si se visualizd un
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aumento significativo de MC parcialmente degranulados en los primeros en comparacion con los

segundos (Fig14 ay o).
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Figura 14. a) Nivel de infiltracion de mastocitos (MC) y su estado de degranulacion en ratones sensibilizados (DA)
vs ratones naive (N). El recuento de MC se llevo a cabo mediante la cuantificacion de 10 campos aleatorios
en cada muestra. b) Imagen representativa de MC intactos, parcialmente degranulados y totalmente
degranulados (aumento original 1000X). c) Imagen representativa de la infiltracion de MC en un corte
histolégico de un raton N a la izquierda y DA a la derecha (aumento original de 400X). Se utilizé la tincion de
Giemsa, la cual permite identificar los MC en los campos por su color purpura intenso. Se observa la
presencia de MC indicados con circulos negros. Los datos se representan como la media + error estandar

(SEM). Andlisis estadistico: t-test. “p< 0,05.

Al analizar el nivel y tipo de infiltrado leucocitario se pudo ver un aumento del nimero de
eosinofilos, caracteristico de un proceso inflamatorio alérgico, en los ratones DA en comparacion con los

N (Fig. 15a). Para respaldar estas observaciones, se realizo una cuantificacion de eosindfilos, neutrdfilos y
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linfocitos. Se observd un incremento significativo en la infiltracion de eosindfilos en la dermis de

ratones DA vs los N, sin haber detectado diferencias en el nivel de linfocitos ni de neutrdfilos (Fig. 15b).
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Figura 15. a) Imagen representativa del infiltrado de eosindfilos (E) en un corte histoldgico tefiido con

Hematoxilina-Eosina de un raton DA vs un N (aumento original de 400X arriba y 1000X abajo). b) Infiltrado

leucocitario en ratones sensibilizados (DA) vs ratones naive (N). El recuento de leucocitos se llevo a cabo

mediante la cuantificacion de linfocitos, neutrofilos y eosindfilos en 10 campos aleatorios en cada muestra.

Los datos se representan como la media * error estandar (SEM). Analisis estadistico: t-test. *p< 0,01.

La figura 16a muestra imagenes representativas de los cortes histologicos provenientes de la piel

del dorso de los ratones N (izquierda) y DA (derecha), donde se puede visualizar acantosis en la capa

epidérmica e hiperqueratosis en el estrato corneo (capa de queratina) en el grupo DA. El analisis
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semi-cuantitativo mostrd un aumento significativo de ambos parametros en el grupo DA con respecto al

N (Fig.16 by c).
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Figura 16. Nivel de engrosamiento de la epidermis (acantosis) y del estrato corneo (capa de queratina) en ratones DA
vs N. a) Se muestra una imagen representativa de un raton naive (N) y de uno sensibilizado (DA) (aumento original
400X). La toma de imagenes se efectuc mediante el software Leica Application Suite (LAS4) del microscopio. b) EI
engrosamiento de la epidermis (acantosis) se determind midiendo con el programa Image/ el espesor de la misma

con una magnificacion de 400X en al menos 12 campos por raton, por grupo experimental. c) El engrosamiento de la
capa de queratina se determind en al menos 10 campos por raton, por grupo experimental, mediante un indice de

grosor previamente establecido. Los datos se representan como la media + error estandar (SEM). Anélisis estadistico:
t-test. “p< 0,05; **p< 0,001.

4.2.1.3 Frotis de sangre

Los eosindfilos son células del sistema inmunologico que, junto con los basofilos y los mastocitos,
median las respuestas alérgicas. Este tipo celular representa aproximadamente el 1-6% de los glébulos
blancos™. La eosinofilia, es decir, el aumento del porcentaje de eosinéfilos en sangre, se ha demostrado
que esta presente en la mayoria de los pacientes con DA y se correlaciona con la actividad de la
enfermedad™.

Evaluando el nivel de eosinofilos en los frotis de sangre de ratones DA vs ratones N, se pudo

observar un aumento significativo del porcentaje de los mismos en los primeros en comparacion con los
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segundos (Fig. 17a). En la figura 17b se muestran imagenes representativas de un linfocito, un neutrofilo y

un eosinofilo en un frotis de sangre de un raton DA.
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Figura 17. a) Porcentaje de eosindfilos en frotis de sangre de ratones sensibilizados con el protocolo (DA) vs ratones
naive (N). El recuento de porcentaje de eosindfilos se llevo a cabo mediante la cuantificacion de 100 células
leucocitarias en cada muestra. b) Imagenes representativas de un linfocito (L), un neutrofilo (N) y un eosindfilo (E) en
un frotis de sangre (aumento original 1000X). Los frotis fueron teridos con la Tincion 15 (version modificada del
Wright-Giemsa). Los datos se representan como la media + error estandar (SEM). Analisis estadistico: t-test. "p< 0,05.

4.2.14 Respuesta Celular: Perfil de Citoquinas Ty1y T,2

En la DA, la sensibilizacion con el alérgeno lleva inicialmente a una diferenciacion hacia una
respuesta predominante de tipo T,2 con secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13. La fase cronica se caracteriza por
no soélo una respuesta de tipo 2 sino también por una respuesta de tipo 1, con presencia de IFN-y.

Los aumentos de los niveles de citoquinas detectados, tanto de tipo 2 (IL-4 e IL-5) como de tipo 1
(IFN-y), en los ganglios drenantes a la zona donde se aplico el parche con OVA (grupo DA) no resultaron

significativos respecto del grupo N.
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Figura 18. Perfil de respuesta T,,1/T,2. Se extrajeron los ganglios de los ratones sensibilizados (DA) y naive (N) y se
realizaron cultivos ex vivo, empleando OVA como estimulo. Se colectaron los sobrenadantes y se midieron los
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niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Los datos se representan como la media +
error estandar (SEM). Anélisis estadistico: t-test.

4.2.2 Segundo protocolo

Debido a que con el primer protocolo no se lograron observar lesiones cutaneas visibles ni una
respuesta significativa de citoquinas de tipo 2, se decidié modificar el protocolo extendiendo una semana
mas el desafio con el alérgeno por via epicutanea, aumentando la concentracion de OVA a 250ug/100 pl y
alternando su exposicion con Calcipotriol (Fig. 19). El Calcipotriol es un analogo de la vitamina D, el cual se
ha demostrado que induce la expresion de TSLP en queratinocitos epidérmicos de ratones” lo que haria
que se genere una respuesta especifica contra OVA en un contexto T,2 exacerbado. Asimismo, se ha visto
que el Calcipotriol induce dermatitis atdpica en ratones*®™. Los controles negativos (N) recibieron las

mismas aplicaciones intraperitoneal y subcutanea, asi como los parches pero Unicamente con PBS.
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Figura 19. Segundo protocolo experimental de dermatitis atopica.

4.2.2.1 Anticuerpos en suero

Al evaluar la presencia de anticuerpos alérgeno-especificos en el suero de los ratones se pudo
observar un aumento significativo de IgE en el grupo DA vs el N. Asimismo, se observo un incremento
significativo de 1gG1 e IgG2a (datos no mostrados), siendo los niveles del primero significativamente

mayores que los del segundo anticuerpo (Fig. 20), lo que da indicio de que se logro generar una respuesta

de tipo 2.
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Figura 20. Presencia de anticuerpos séricos alérgeno-especificos de tipo IgE, IgG2a e IgG1 en los ratones
sensibilizados (DA) vs ratones naive (N). Se extrajo sangre de los ratones por puncion cardiaca, se obtuvo el suero y
se midieron niveles de anticuerpos especificos para OVA mediante el ensayo de ELISA. Dilucion de suero: 1/10 para

IgE; 1/1000 para IgG1 e IgG2a. Los datos se representan como media + error estandar (SEM). Andlisis estadistico:
t-test. *p<0,01.
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4.2.2.2 Lesiones cutaneas e Histopatologia

En este segundo protocolo de sensibilizacion, se lograron visualizar lesiones macroscopicas
caracteristicas de la DA en los primeros dias de la sensibilizacion (Fig. 21a), las cuales fueron distintivas en
comparacion con la piel del dorso de ratones N (Fig. 21b). Sin embargo, al final del protocolo estas lesiones

ya no fueron observables.

Figura 21. a) Piel del dorso de ratones sensibilizados con el sequndo protocolo (DA). Lesiones sefializadas con
circulo rojo. b) Piel del dorso de ratones naive (N).

Las secciones histologicas de piel no evidenciaron alteraciones significativas en la infiltracion de
MC, ni en su estado de degranulacion en el grupo DA vs el N (Fig. 22a). A nivel cualitativo si se visualizaron
diferencias entre los grupos mencionados pero éstas no fueron tan marcadas como en el primer protocolo
(Fig. 22b). Por otro lado, cuando se cuantificaron los leucocitos infiltrados, si se detectd un incremento
significativo en el nivel de infiltracion de eosindfilos en el grupo DA vs el N, el cual se observo también a

nivel cualitativo (Fig. 23 a'y b).
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Figura 22. a) Nivel de infiltracion de mastocitos (MC) y su estado de degranulacion en ratones sensibilizados (DA) vs
ratones naive (N). El recuento de MC se llevd a cabo mediante la cuantificacion de 10 campos aleatorios en cada
muestra. b) Imagen representativa de la infiltracion de MC en un corte histoldgico de un raton N a la izquierda y DA a
la derecha (aumento original de 400X). Se utilizo la tincion de Giemsa, la cual permite identificar los MC en los
campos por su color purpura intenso. Se observa la presencia de mastocitos indicados con circulos negros. Los datos
se representan como la media + error estandar (SEM). Analisis estadistico: t-test.
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Infiltracion leucocitaria
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Figura 23. a) Imagen representativa de infiltracion de eosindfilos (E) en un corte histoldgico teriido con
Hematoxilina-Eosina de un raton DA vs un N (aumento original de 400X arriba y 1000X abajo). b) Infiltracion
leucocitaria en ratones sensibilizados (DA) vs ratones naive (N). El recuento de leucocitos se llevo a cabo mediante la
cuantificacion de linfocitos, neutrdfilos y eosindfilos en 10 campos aleatorios en cada muestra. Los datos se

representan como la media + error estandar (SEM). Anélisis estadistico: t-test. p< 0,05.

En cuanto al analisis de las diferencias en la epidermis, se observo un aumento significativo del
grosor de la misma en el grupo DA vs el N (Fig. 24 a y b). Por otro lado, no se detectd un aumento

significativo del grosor de la capa de queratina entre ambos grupos experimentales (Fig. 24¢).
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Figura 24. Nivel de engrosamiento de la epidermis (acantosis) y del estrato corneo (capa de queratina) en ratones DA
vs N. a) Se muestra una imagen representativa de un raton naive (N) y de uno sensibilizado (DA). La toma de
iméagenes se efectud mediante el software Leica Application Suite (LAS4) del microscopio. b) El engrosamiento de la
epidermis (acantosis) se determind midiendo con el programa Image/ el espesor de la misma con una magnificacion
de 400X en al menos 12 campos por raton, por grupo experimental. c) El engrosamiento de la capa de queratina se
determind en al menos 10 campos por raton, por grupo experimental, mediante un indice de grosor previamente
establecido. Los datos se representan como la media * error estandar (SEM). Analisis estadistico: t-test. “p< 0,05.

4.2.2.3 Respuesta Celular: Perfil de Citoquinas Ty1y T,2

Al evaluar la secrecion de citoquinas de tipo 2 por parte de los ganglios drenantes de los ratones
DA, se pudo observar un aumento significativo de IL-4 en comparacion con los niveles secretados por los
ratones N, siendo estos niveles mayores a los observados en el primer protocolo para esta citoquina.
Contrariamente, no se vio un aumento significativo de IL-5 en el grupo DA vs el N. En cuanto a la citoquina

de tipo 1 (IFN-y), no hubo diferencias entre los grupos experimentales mencionados (Fig. 25).

IL-4 IL-5 IFN-y
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Figura 25. Perfil de respuesta T,1/T,2. Se extrajeron los ganglios de los ratones sensibilizados (DA) y naive (N) y se
realizaron cultivos ex vivo, empleando OVA como estimulo. Se colectaron los sobrenadantes y se midieron los
niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Andlisis estadistico: t-test. “p< 0,05.

4.2.3 Tercer protocolo

Con el objetivo de mejorar el desarrollo de lesiones cutaneas macroscopicas caracteristicas de la
dermatitis y generar una respuesta inmune de tipo 2 alérgeno-especifica mas significativa que la
observada con los dos protocolos anteriores, se llevd adelante una tercera modificacion del protocolo.
Este ultimo consistio en la misma sensibilizacion sistémica (OVA 100 pg + Aluminio 2 mg en PBS) y desafio
subcutaneo con OVA (50 pg en PBS) que los protocolos anteriores, sumado a un desafio epicutaneo con
el mismo numero de dosis de OVA que en el primer protocolo pero con la concentracion utilizada en el
segundo protocolo (250 pg/100 pl). A su vez se disminuyo la exposicion a Calcipotriol con respecto al
segundo protocolo con el fin de asegurar una exposicion mas constante al alérgeno OVA (Fig. 26). Los
controles negativos (N) recibieron las mismas aplicaciones intraperitoneal, subcutanea y epicutanea pero

unicamente con PBS.
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Figura 26. Tercer protocolo experimental de dermatitis atdpica.

4.2.3.1 Anticuerpos en suero

Se evidencid un incremento notable de la IgE especifica para OVA en los ratones DA en
comparacion con los ratones N, confirmando asi su condicion alérgica. Ademas, se detect6é un aumento en
los niveles de anticuerpos IgG1 e IgG2a en los ratones con DA en comparacion con los ratones no
sensibilizados. Llamativamente, no se observaron diferencias significativas entre los niveles de I1gG1 y

IgG2a, a diferencia de lo observado en los dos protocolos anteriores (Fig. 27).
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Figura 27. Presencia de anticuerpos séricos alérgeno-especificos de tipo IgE, IgG2a e IgG1 en los ratones
sensibilizados (DA) vs ratones naive (N). Se extrajo sangre de los ratones por puncion cardiaca, se obtuvo suero y se
midieron niveles de anticuerpos especificos para OVA mediante el ensayo de ELISA. Dilucion de suero: 1/10 para IgE;
1/1000 para IgG1 e IgG2a. Los datos se representan como la media + error estandar (SEM). Andlisis estadistico: t-test

*5¢ 0,05; ***

'D<0,0001.
4.2.3.2 Lesiones cutaneas e Histopatologia

Con este protocolo de sensibilizacion se logro visualizar la piel engrosada, apergaminada (eczema)
y con signos de sequedad caracteristica de la dermatitis hacia el final del protocolo. Sin embargo, no se
lograron observar lesiones macroscopicas significativas (datos no mostrados).

Al analizar el infiltrado de MC y su estado de degranulacion en los ratones sometidos al protocolo
de sensibilizacion, se evidencio un aumento significativo en la cantidad total de MC, tanto intactos como
degranulados, en los ratones DA en comparacion con los ratones N (Fig. 28 a y c). Este hallazgo sugiere la
presencia de una respuesta alérgica en la piel de los ratones sensibilizados. Ademas, se observo un
incremento significativo en el grado de infiltracion de eosinofilos en los ratones DA en comparacion con

los N (Fig.28 by d).
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Figura 28. a) Nivel de infiltracion de mastocitos (MC) totales y en diferentes estados de degranulacion en ratones
sensibilizados (DA) vs ratones naive (N). El recuento de MC se llevo a cabo mediante la cuantificacion de 10 campos

46



aleatorios en cada muestra. b) Infiltrado de leucocitos en ratones sensibilizados (DA) vs ratones naive (N). El recuento
se llevd a cabo mediante la cuantificacion de linfocitos, neutrdfilos y eosincfilos en 10 campos aleatorios en cada
muestra. ¢) Imagen representativa de la infiltracion de MC en un corte histoldgico de un ratén N a la izquierda y DA a
la derecha (aumento original de 400X). Se utilizo la tincion de Giemsa, la cual permite identificar los MC en los
campos por su color purpura intenso. Se observa la presencia de MC indicados con circulos negros. d) Imagen
representativa de infiltracion de eosindfilos (E) en un corte histologico tefiido con Hematoxilina-Eosina de un raton
DA vs un N (aumento original de 400X arriba y 1000X abajo). Los datos se representan como la media + error

estandar (SEM). Analisis estadistico: t-test. “p< 0,05; *p< 0,01.

Al evaluar el grosor de la epidermis y del estrato cdérneo, se detectd un aumento en ambos

parametros en los ratones DA en comparacién con los ratones N (Fig. 29 a, b y ¢).
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Figura 29. Nivel de engrosamiento de la epidermis (acantosis) y del estrato corneo (capa de queratina) en ratones DA
vs N. a) Se muestra una imagen representativa de un raton naive (N) y de uno sensibilizado (DA). La toma de
imagenes se efectud mediante el software Leica Application Suite (LAS4) del microscopio. b) El engrosamiento de la
epidermis (acantosis) se determind midiendo con el programa Image/ el espesor de la misma con una magnificacion
de 400X en al menos 12 campos por raton, por grupo experimental. ¢) El engrosamiento de la capa de queratina se
determiné en al menos 10 campos por raton, por grupo experimental, mediante un indice de grosor previamente
establecido. Los datos se representan como la media + error estandar (SEM). Analisis estadistico: t-test. “p< 0,05; *p<
0,01

4.2.3.3 Frotis de sangre
Al evaluar los frotis de sangre de los ratones DA, no se observaron diferencias en el porcentaje de

linfocitos, neutrdfilos o eosindfilos con respecto a los ratones N (Fig. 30).
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Figura 30. Porcentaje de linfocitos, neutrdfilos y eosindfilos en el frotis de sangre de ratones sensibilizados con el
protocolo (DA) vs ratones naive (N). Los frotis fueron tenidos con Tincion 15 (version modificada del Wright-Giemsa).
El recuento de porcentaje de leucocitos se llevo a cabo mediante la cuantificacion de 100 células leucocitarias en
cada muestra. Los datos se representan como la media + error estandar (SEM). Analisis estadistico: t-test.

4.2.3.4 Respuesta Celular: Perfil de Citoquinas T,1 y T,2
La estimulacion ex vivo con OVA de células de ganglio de ratones DA resultd en niveles
significativamente incrementados de IL-4 con respecto a los ratones N. No se detectaron diferencias en la

secrecion de IL-5 ni tampoco en los niveles de IFN-y (Fig. 31).
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Figura 31. Perfil de respuesta T,1/T,2. Se extrajeron los ganglios de los ratones sensibilizados (DA) y naive (N) y se
realizaron cultivos ex vivo, empleando OVA como estimulo. Se colectaron los sobrenadantes y se midieron los
niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Los datos se representan como la media +
error estandar (SEM). Analisis estadistico: t-test. “p=0,05.

4.2.4 Comparacion de los tres protocolos desarrollados

Con el objetivo de facilitar la comprension de las distintas metodologias empleadas en cada
protocolo y de los resultados obtenidos en relacion con los parametros analizados para determinar el
establecimiento de la dermatitis atopica buscada, se presentan los datos de manera detallada en la Tabla

1

Tabla 1. Comparacion entre los tres protocolos de dermatitis atopica y sus respectivos resultados.
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Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
Intraperitoneal con OVA (100 pg) + Aluminio (2 mg) si Si Si
Subcutanea con OVA (50 pg) Si Si Si

Dosis en parches con OVA 150 pg/100 pl 250 pg/100 pl 250 pg/100 pl
Namero de dosis con parches 12 10 12

Dosis Calcipotriol - 10 mg 10 mg

Numero de dosis con Calcipotriol - 5 1

IgE T enDAwsN tenDAvs N TenDAvs N

Anticuerpos en suero I2G1 vs 12G2 los DA G vs 1262 los DA bos Ab Sin diferencias significativas 1gG1 vs
= : = -
lgG1 vs IgG2a BG1vs IgG23 en los DA; 1 BG1vs IgG2a en los DA; T ambos Abs en lgG2a en los DA; T ambos Abs en DA vs
ambos Abs en DA vs N DAws N N
Mastocitos Mastocitos degranulados T DA Sin diferencias significativas entre DAy N T mastocitos totales, intactos y

vs N

degranulados en DAwvs N

Histologia

Infiltracidn leucocitaria

Eosindfilos T en DA Vs N

Eosindfilos T en DAvs N

Eosindfilos T en DAvs N

Grosor de epidermis y
capa de queratina

Epidermis y capa de queratina

1

Epidermis: T en DA vs N; Capa de
queratina: sin diferencias significativas

Epidermis y capa de queratina T

Lesiones

Nao

Solo en los primeros dias

Sin lesiones severas; Piel escamada y
apergaminada

Frotis de sangre

% eosindfilos T en DAvs N

Sin diferencias significativas entre DAy
N en % de eosindfilos, neutrdfilos o

linfocitos
Sin diferencias significativas
-4 entre DAg',rN tenDAvsN T enDAvsN
. ) . Sin diferencias significativas - T, Sin diferencias significativas entre DA y
Citoquinas IL-5 entre DAy N Sin diferencias significativas entre DAy N N
Ny Sin diferencias significativas Sin diferencias significativas entre DA y N Sin diferencias significativas entre DA y
entre DAY N N

4.3 Estudio del TLA como tratamiento de la dermatitis atopica

A fin de evaluar si la administracion de TLA era capaz de modular el desarrollo de la dermatitis,

durante la implementacion de los protocolos 2 y 3, se incorpor6 un grupo experimental adicional en el cual

se administro el TLA por via intradérmica durante la sensibilizacion alérgica. El TLA utilizado fue el

obtenido a partir de los taquizoitos cultivados in vitro y su aplicacion fue diferente entre los dos

protocolos. En el protocolo 2 la aplicacion se efectud en los ultimos dias del desafio por via epicutanea

(Fig. 32a) y en el tercer procolo en los dias intermedios (Fig. 32b).

Con el proposito de estudiar su impacto sobre la patologia dérmica, se evaluaron los mismos

parametros mencionados previamente, es decir, la presencia de anticuerpos alérgeno-especificos, las

lesiones cutaneas, los parametros histopatolégicos y el nivel de secrecion de citoquinas de los ganglios

drenantes, .
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Figura 32. a) Administracion in vivo de TLA en el segundo protocolo experimental de dermatitis atopica. b)

Tabla 2. Grupos experimentales.

Administracion in vivo de TLA en el tercer protocolo experimental de dermatitis atopica.

intradérmica

intraperitoneal | subcutanea | sensibilizacion epicutanea
N PBS PBS PBS PBS
DA OVA + Alum OVA OVA+Calcipotriol PBS
TDA OVA + Alum OVA OVA+Calcipotriol TLA

4.3.1 Anticuerpos en suero
Al evaluar los niveles de anticuerpos alérgeno-especificos IgE, IgG1 e IgG2a no se observaron

diferencias significativas entre el grupo TDA vs el DA con ninguno de los dos protocolos de sensibilizacion

(Fig. 33). Interesantemente, al utilizar el sequndo protocolo, los niveles de IgE de los ratones TDA, a

diferencia de los DA, no mostraron diferencias significativas en comparacion con los ratones N. Asimismo,

el nivel de IgG2a en los ratones del grupo TDA, aunque como recién mencionamos no aumenta respecto

del DA, si resulto significativamente incrementado respecto de los ratones N.
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Figura 33. Presencia de anticuerpos séricos alérgeno-especificos de tipo Igk, IgG2a e IgG1 en los ratones
sensibilizados (DA), sensibilizados y tratados con TLA (TDA) y ratones naive (N). Se extrajo sangre de los ratones por
puncion cardiaca, se obtuvo el suero y se midieron niveles de anticuerpos especificos para OVA mediante el ensayo

de ELISA. a) Ratones sensibilizados con protocolo 2. Dilucion de suero: 1/10 para IgE; 1/1000 para IgG1 e IgG2a. b)
Ratones sensibilizados con protocolo 3. Dilucion de suero: 1/10 para IgE; 1/1000 para IgG1 e IgG2a. Los datos se
representan como la media * error estandar (SEM). Anélisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak como post

AAAA

test. “p< 0,05; *p< 0,07; **p< 0,0001. Se compara con el N.

4.3.2 Histopatologia

No se observaron diferencias significativas en el infiltrado de mastocitos (MC) entre DAy TDA en
ninguno de los dos protocolos utilizados. Sin embargo, cuando se utilizo el tercer protocolo de
sensibilizacion alérgica se observd un aumento significativo de los MC intactos y degranulados (parcial y
totalmente) en el grupo TDA vs el N (Fig. 34).

En relacion al infiltrado leucocitario, se encontraron diferencias significativas en el nivel de
neutrofilos, el cual aumento significativamente en el TDA vs el DA, en ambos protocolos.
Interesantemente en el seqgundo protocolo, en correlacion con lo observado para la IgE, el infiltrado
eosinofilico del TDA, a diferencia del DA, no resulté significativamente diferente del N (Fig. 34).

En la figura 35 se muestran imagenes representativas de la infiltracion de neutrofilos y eosinofilos

en los cortes histologicos del grupo TDA, en ambos protocolos de sensibilizacion.
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Figura 34. Nivel de infiltracion de mastocitos (MC) en sus diferentes estados de degranulacion y de leucocitos en
ratones sensibilizados (DA), sensibilizados y tratados con TLA (TDA) y naive (N). El recuento de MC se llevo a
cabo mediante la cuantificacion de 10 campos aleatorios en cada muestra. El recuento de infiltrado de leucocitos
se llevd a cabo mediante la cuantificacion de linfocitos, neutrdfilos y eosindfilos en 10 campos aleatorios en cada
muestra. a) Ratones sensibilizados con el protocolo 2. b) Ratones sensibilizados con el protocolo 3. Los datos se
representan como la media * error estandar (SEM). Anélisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak como

post test. “p< 0,05; *p< 0,01, ]

AAAA

D< 0,001; *p< 0,0001. Se compara con el N.

Figura 35. Imagenes representativas de infiltracion de eosinofilos (E) y neutrofilos (N) en cortes histologicos de
ratones TDA (aumento original de 1000X). Tincion realizada con Hematoxilina-Eosina. a) Ratones sensibilizados con
el protocolo 2. b) Ratones sensibilizados con el protocolo 3.
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En cuanto al grosor de la epidermis, con el segundo protocolo no se observo una diferencia
significativa entre los ratones TDA vs los DA (Fig. 36a). Con el tercer protocolo de sensibilizacion se
detectd un aumento significativo entre ambos grupos experimentales (Fig. 36b). Por otro lado, el
tratamiento con TLA no modifico el grosor de la capa de queratina respecto del grupo DA en ninguno de

los dos protocolos (Fig. 36 a y b).
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Figura 36. Nivel de engrosamiento de la epidermis (acantosis) y del estrato cdrneo (capa de queratina). El
engrosamiento de la epidermis (acantosis) se determind midiendo con el programa Image/ el espesor de la misma
con una magnificacion de 400X en al menos 12 campos por raton, por grupo experimental. El engrosamiento de la
capa de queratina se determind en al menos 10 campos por raton, por grupo experimental, mediante un indice de

grosor previamente establecido. a) Ratones sensibilizados con el protocolo 2. b) Ratones sensibilizados con el
protocolo 3. Los datos se representan como la media + error estandar (SEM). Anélisis estadistico: ANOVA con el

AAK,

método de Sidak como post test. “p< 0,05; *p< 0,01; *’p< 0,001. Se compara con el N.

4.3.3 Frotis de sangre

El analisis de los frotis de sangre se hizo Unicamente en el tercer protocolo. No se observaron
diferencias en el porcentaje de eosindfilos en la sangre de los ratones TDA vs los DA, sin embargo si se
observo un aumento significativo del porcentaje de neutrdfilos en el primer grupo en comparacion con el

segundo (Fig. 37).
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Figura 37. Porcentaje de linfocitos, neutrofilos y eosindfilos en el frotis de sangre de ratones sensibilizados con el
protocolo (DA), sensibilizados y tratados con TLA (TDA) y ratones naive (N). Los frotis fueron tenidos con Tincion 15
(version modificada del Wright-Giemsa). El recuento de porcentaje de leucocitos se llevo a cabo mediante la
cuantificacion de 100 células leucocitarias en cada muestra. Los datos se representan como la media + error
estandar (SEM). Analisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak como post test. “p< 0,05; *p< 0,01. Se compara
con el N.

4.3.4 Respuesta Celular: Perfil de Citoquinas

Al evaluar la respuesta celular por parte de las células en el ganglio drenante, los niveles de
secrecion de citoquinas de tipo 2 (IL-4 e IL-5) no mostraron diferencias significativas entre los ratones DA
vs los TDA en ninguno de los dos protocolos de sensibilizacion alérgica (Fig. 38 a y b). Tampoco se
registraron diferencias en la secrecion de la citoquina regulatoria IL-10 en el tercer protocolo de
sensibilizacion, entre los dos grupos experimentales mencionados (Fig. 38b). Sin embargo, se observé un
aumento significativo de IFN-y en el grupo TDA en comparacion con el grupo DA con el protocolo 2 de

sensibilizacion (Fig. 38a).
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Figura 38. Perfil de respuesta celular. Se extrajeron los ganglios de los ratones sensibilizados (DA), sensibilizados y
tratados con TLA (TDA) y naive (N) y se realizaron cultivos ex vivo empleando OVA como estimulo. Se colectaron los
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sobrenadantes y se midieron los niveles de citoquinas especificas para OVA mediante el ensayo de ELISA. Los datos
se representan como la media + error estandar (SEM). Analisis estadistico: ANOVA con el método de Sidak como
post test. “p< 0,05. Se compara con el N.
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5. Discusion

La dermatitis atopica (DA) es una enfermedad cronica recidivante caracterizada por
hiperreactividad cutanea, erupcion con prurito intenso y epidermis engrosada y apergaminada (eczema),
que se observa tipicamente en los pliegues de la piel, cara y cuello. Esta patologia esta orquestada por una
fuerte respuesta de tipo 2 que se caracteriza por elevados niveles de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, citoquinas
asociadas tanto con la respuesta inmune adaptativa de células CD4+ T2, como con la respuesta innata de
células linfoides tipo 2 (ILC2)>™*.

El marcado incremento en la incidencia de los desordenes atopicos en las Ultimas décadas hizo de
su estudio una urgente necesidad. La DA es una de las enfermedades inflamatorias dérmicas mas
comunes. En Argentina, entre 30% y 40% de los ninos menores de 5 afnos presentan DA superando
ampliamente el promedio del resto del mundo®”.

Datos epidemiologicos permitieron establecer una relacion entre la disminucion de determinadas
infecciones durante la nifiez y un aumento de desordenes alérgicos en paises desarrollados. A partir de
estos datos, se elaboro la “teoria higiénica” la cual postula que una reduccion o alteracion a exposiciones
microbianas en edades tempranas, causan un desequilibrio en el sistema inmune, predisponiéndolo al
desarrollo de desérdenes alérgicos™”".

En nuestro laboratorio se demostro previamente que la infeccion cronica con T. gondiiprevia a la
sensibilizacion alérgica bloquea completamente el desarrollo DA”. En concordancia con nuestros
resultados, pero sensibilizando durante la etapa aguda de la infeccion, Jeong y col. también observaron
una disminucion de este desorden®. Estos resultados nos permitieron hipotetizar que moléculas del
parasito con propiedades inmunomoduladoras serian responsables de la capacidad del parasito de
proteger frente al desarrollo de la DA. Apoyando nuestra hipdtesis, otros modelos experimentales han
demostrado la capacidad modulatoria del TLA in vivo. En un modelo de asma experimental, la
administracion de TLA en conjunto con el alérgeno durante la sensibilizacion disminuyo la susceptibilidad
a desarrollar una inflamacién alérgica pulmonar’. Sumado a esto, el potencial del TLA para reducir las
respuestas T,:2 ha sido documentado por Liesenfeld et al. en un modelo de infeccion con Nippostrongylus
brasiliensis en ratones'®.

El hecho de poder estudiar si los extractos/antigenos derivados del parasito pueden emular los
beneficios de la infeccion sobre las respuestas alérgicas es prometedor para el desarrollo de nuevas
terapias.

Con estos antecedentes, nos propusimos estudiar en un modelo murino de DA la capacidad de los
antigenos totales de T. gondii (TLA) de modular el desarrollo de esta patologia dérmica.

Trabajos previos han demostrado que el agregado de TLA in vitro sobre esplenocitos de ratones

naive estimula la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IFN-y y TNF-a) y anti-inflamatorias
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(IL-10)". Sumado a esto, Wagner et al. también demostraron que extractos de ooquistes de 7. gondii (OLA)
indujeron un aumento de citoquinas inmunomoduladoras (IL-6, IFN-y e IL-10) en esplenocitos y en células
dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDCs), provenientes de ratones naive. También, en las BMDCs
cultivadas con OLA, se detectdé un aumento de los niveles de CD40, CD80, CD86 y MHC-II*.
Paralelamente, se vid que el co-tratamiento de una linea celular mielomonocitica humana con LPSy TLA
indujo un aumento de la citoquina regulatoria IL-10%.

Dado que hasta el momento no se habia evaluado el efecto in vitro del TLA sobre células
provenientes de ratones alérgicos, se comenzo este trabajo estudiando el efecto del TLA sobre una
respuesta efectora de tipo 2. En paralelo a la puesta a punto del protocolo de dermatitis, se decidid
avanzar con este objetivo utilizando ratones sometidos previamente a un protocolo de asma
experimental, que emplea OVA como alérgeno. Los elevados niveles de IgE e IgG1 alérgeno-especificos en
los ratones sensibilizados confirmaron el estado alérgico, permitiendo continuar con el resto del estudio al

haber establecido la respuesta de tipo 2.

Primero se comenzo evaluando el TLA derivado de los taquizoitos de T. gondii sobre células de
ganglio toracico y bazo de los ratones alérgicos.

Al analizar el perfil de citoquinas liberadas por las células del ganglio toracico, se observo un
aumento significativo de IL-4 e IL-5 en las células estimuladas con OVA en comparacion con las células no
estimuladas, lo que demuestra una respuesta alérgica. Sin embargo, la estimulacién con TLA junto con
OVA no produjo cambios en los niveles de las citoquinas evaluadas en comparacion con las células
estimuladas solo con OVA, independientemente de la concentracion de TLA utilizada (0,75 y 1,5 ug/well).

Por otro lado, la falta de respuesta celular observada en células estimuladas Unicamente con TLA
(sin OVA) indica que la estimulacion solo con el TLA no dispard la respuesta T. Estos hallazgos contradicen
con los resultados reportados por Drini¢ et al”', en relacion a la falta de secrecion de IFN-y en respuesta al
TLA. Sin embargo hay que tener en cuenta que a diferencia de nuestro trabajo el estudio mencionado se
llevo a cabo con esplenocitos de ratones naive.

La ausencia de modulacion de la respuesta T,2 entre el grupo estimulado con OVA 'y el OVA+TLA,
puede interpretarse de diferentes formas: i) el TLA no ejerce un efecto inmunomodulador in vitro, lo cual
no era lo esperado teniendo en cuenta los antecedentes reportados™ ”; ii) la dosis utilizada no es la
adecuada para observar diferencias; iii) es resultado del protocolo in vitro utilizado.

En el caso de las células del bazo, llamativamente, se observd un incremento de los niveles tanto
de citoquinas T,2 como de citoquinas T,1 en las células estimuladas con ConA+TLA respecto de las
estimuladas solo con ConA. El aumento de los niveles de IFN-y fue esperable dado los trabajos previos
que muestran la asociacion de T. gondii con la modulacion de la respuesta inmune mediante la induccion

. 8 . . . 88, .
de una respuesta de tipo 1**° y los estudios, mencionados anteriormente™”, que muestran que el TLA in
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vitro también induce la produccion de citoquinas de tipo 1, como IFN-y. Sin embargo, el incremento de IL-4
e IL-5 fue inesperado teniendo en cuenta las publicaciones previas en donde la administracion del TLA in

vivo disminuy6 una respuesta alérgica pulmonar”.

Se evalud también la capacidad modulatoria del TLA derivado de quistes extraidos del cerebro de
ratones cronicamente infectados con T. gondii (TLAQ). Tanto en las células del ganglio toracico como en
las del bazo, la adicion de TLAQ no modulo la secrecion de las citoquinas IL-4, IL-5 e IFN-y dado que no se
observaron diferencias entre las células OVA/ConA + TLAQ y las estimuladas Unicamente con OVA/ConA.

Debido a que no se observo una disminucion de la respuesta alérgica con la adicion del TLA bajo
las condiciones experimentales ensayadas, se planteo la posibilidad de que la interaccion de los antigenos
del parasito con las células inmunes pudiera estar siendo interferida por la OVA/ConA, la cual se estaba
aplicando en conjunto con el TLA. Sumado a esto, también puede haber influido en la respuesta el hecho
de que la relacion entre la concentracion de OVA (40 pg/well) y de TLA (0,75/1,5 pg/well) con la que se
estimuld a las células era muy alta. Debido a ello, se decidio afiadir el TLA en una concentracion mayor (10
pg/well) y una hora antes de la estimulacion con OVA/ConA. Esto ultimo se decidio en base a que se
queria observar si el TLA podria ejercer un efecto sobre las células presentadoras (APCs) o directamente
sobre las células T previo a que las mismas sean estimuladas con OVA/ConA.

Cuando las células se incubaron con el TLAQ, una hora antes de la estimulacion con ConA'y con
una mayor dosis, tanto las células del ganglio como en las células del bazo mostraron una reduccion
significativa en la secrecion de IL-4. Estos resultados sugieren un posible efecto modulador in vitro sobre
la respuesta alérgica por parte del TLAQ. Dado que el TLAQ, a diferencia del procedente de los
taquizoitos, podria contener proteinas provenientes del cerebro del cual se obtienen los quistes, que
podrian interferir en la respuesta frente al alérgeno o la modulacién por el TLA, para concluir que el TLAQ
esta efectivamente influyendo sobre la respuesta de tipo 2, seria necesario un control adicional. Este
control deberia consistir en cerebros de ratones naive tratados con la misma metodologia de purificacion
y obtencion del TLAQ que para los cerebros de los ratones infectados, de manera de corroborar que la
posible modulacion del TLA sea por parte de proteinas del parasito en si y no por componentes proteicos
del cerebro que quedaron remanentes.

Llamativamente, la disminucion en la secrecion de IL-4 con el agregado de TLAQ solo se observd
para el caso de la estimulacion con ConA y no asi en el caso de la estimulacion con OVA. Una posible
explicacion a la disminucion de la respuesta observada con el agregado de ConA+TLAQ podria ser que el
TLAQ efectivamente esté modulando la respuesta de tipo 2 y este efecto se logra visualizar Unicamente
cuando la respuesta celular es mas fuerte, es decir, cuando se estimula con un mitégeno como lo es la
ConA. Es por esto ultimo que esta disminucion de IL-4 no logré detectarse en el caso de las células

estimuladas con OVA. Paralelamente, cabe destacar que esta modulacion Unicamente se observo cuando
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el TLAQ se aplico una hora antes que la ConA pero no asi cuando se estimulo con el TLA en conjunto con
la ConA. En base a esto, hipotetizamos que el TLA podria estar influyendo en la respuesta celular al
interactuar con las células presentadoras y/o los linfocitos T que se encontraban en un contexto de tipo 2.

Por otro lado, dado que el posible efecto del TLA se observo cuando el mismo se coloco una hora
previa a la estimulacion con OVA/ConA, como se menciond recientemente, y esa condicion fue
Unicamente estudiada con los antigenos provenientes de los quistes, seria necesario hacer nuevos
experimentos en donde se estimule una hora antes (o mas) pero con el TLA proveniente de los taquizoitos
el cual tiene una pureza mayor.

Los resultados diferenciales entre el TLA proveniente de los taquizoitos y el proveniente de los
quistes obtenidos en los esplenocitos estimulados con ConA, da un indicio de que los antigenos
constituyentes de cada tipo de TLA podrian generar respuestas diferentes. Los taquizoitos y los
bradizoitos (contenidos en los quistes) son dos estadios del parasito que no solo difieren
morfoldgicamente sino también a nivel molecular™. Se han identificado antigenos de superficie (SAGs)
que son especificos del estadio del parasito asi como también enzimas, proteinas de choque térmico (Heat
Shock Proteins, HSP)'°**® y proteinas asociadas a membranas que son excretadas a la membrana de la
vacuola parasitofora, en el caso de los taquizoitos, o hacia la pared de los quistes, en el caso de los
bradizoitos'™. En nuestro caso, dado que luego de la sonicacion tanto de los taquizoitos como de los
quistes nos quedamos con el sobrenadante, en nuestro extracto de antigenos sélo habran proteinas
solubles. Consecuentemente, los antigenos de superficie y aquellos asociados a membrana que son
diferenciales entre los dos estadios del parasito no se encontraran en el TLA con el que se trabajo, por lo
gue no seran de nuestro interés. Esto indica que la diferencia entre la respuesta ejercida por ambos tipos
de TLA podria haber sido a causa de algun tipo de enzima o proteina soluble particular.

Adicionalmente, en este Ultimo experimento se midio, aparte de las citoquinas de tipo 1y tipo 2, la
secrecion de la citoquina regulatoria IL-10. Esta citoquina regulatoria se evalud ya que, como se menciond
previamente, se demostrd que la infeccién con T. gondii modula las respuestas alérgicas no solo por el
desvio de la respuesta hacia un perfil de tipo 1% sino también por la actividad de células supresoras™*. En
este sentido, antecedentes comprobaron que la infeccion con este parasito estimula la produccion de
citoquinas anti-inflamatorias como IL-10". Sumado a esto, también se demostré que la aplicacion de TLA y

de OLA in vitro sobre esplenocitos de ratones naive indujeron un aumento de IL-10%"

. Sin embargo, en los
experimentos in vitro detallados previamente no se observaron cambios en la secrecion de IL-10 entre las
células estimuladas con OVA/ConA + TLA vs las estimuladas Unicamente con OVA/ConA, tanto en las
células del ganglio como en las del bazo. Esto indica que esta citoquina no mostro estar implicada en la
modulacion in vitro de la respuesta de tipo 2, al menos en las condiciones ensayadas. En linea con estos
resultados, en nuestro laboratorio se demostrd que la capacidad de T. gondii de prevenir el desarrollo de

una inflamacion alérgica pulmonar fue independiente de IL-10%,
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En la segunda parte de este trabajo, se prosiguid con la evaluacion del efecto in vivo del TLA sobre
la DA.

Dado el elevado numero de personas que sufren de dermatitis, junto con el continuo incremento
en su incidencia, es evidente la necesidad de desarrollar un modelo de investigacion apropiado. Este
modelo es fundamental para entender los mecanismos inmunoldgicos implicados en el origen de la
patologia, ademas de facilitar el desarrollo y evaluacion de nuevos tratamientos. Debido a esto, se busco
desarrollar un nuevo protocolo de DA que reproduzca la histopatologia, respuesta humoral y
sintomatologia observada en pacientes alérgicos. Para ello, se llevaron a cabo tres protocolos de
sensibilizacion diferentes.

El primer protocolo de DA desarrollado fue una modificacion de un protocolo previamente
descrito por Rie Yatsuzuka y col™. Se efectu6é la misma metodologia de sensibilizacion pero sin la
aplicacion de la toxina Pertussis. Con este protocolo, se logré generar una respuesta alérgica demostrada
por la presencia de anticuerpos IgE alérgeno-especificos en el suero de los ratones sensibilizados, y
mayores niveles de IgG1 vs IgG2a. A su vez, se observaron cambios histopatologicos similares a los
presentes en pacientes con DA que incluyeron un aumento del grosor de la epidermis y del estrato corneo
junto con un incremento en el infiltrado de mastocitos y de eosinofilos en los ratones DA vs los N. Aun asi,
no se logré observar una respuesta celular de produccion de citoquinas de tipo T,2 (IL-4 e IL-5)
significativa en respuesta a la estimulacion ex vivo con OVA, ni se lograron obtener lesiones
macroscopicas en la piel de los ratones.

En el segundo protocolo, en busqueda de una respuesta alérgica mas significativa, se decidio
aumentar la concentracion del alérgeno y alternar la exposicion del mismo con Calcipotriol, un analogo de
la vitamina D que induce la expresion de TSLP en queratinocitos epidérmicos” y que es utilizado para
inducir DA en ratones. En este caso, a diferencia del primer protocolo, si se obtuvieron niveles
incrementados de IL-4 en los ratones DA vs los N y se lograron visualizar lesiones macroscopicas en la piel
de los ratones aunque Unicamente en los primeros dias. Sin embargo, no se observaron diferencias en
cuanto al nivel de mastocitos infiltrados en la piel, obteniendo a su vez menor engrosamiento de la
epidermis y estrato corneo.

Con el objetivo de seguir mejorando la intensidad de la respuesta alérgica especifica contra el
alérgeno y lograr generar lesiones macroscopicas caracteristicas de la DA se llevo adelante un ultimo
protocolo de dermatitis. Este tercer protocolo consistio en la misma sensibilizacion sistémica y desafio
subcutaneo con el alérgeno que los protocolos anteriores, sumado a un desafio epicutaneo con el mismo
numero de dosis del OVA que en el primer protocolo pero con la mayor concentracion, utilizada en el
segundo protocolo. A su vez se disminuyd la exposicion a Calcipotriol con respecto al segundo protocolo.

Esta decision se tomo en base a la suposicion de que la menor manifestacion de los parametros
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histopatologicos en el grupo DA en el segundo protocolo podria deberse a: i) la disminucion en el nimero
de dosis de OVA en comparacion con el primer protocolo; ii) la discontinuidad en la exposicion al alérgeno;
i) el cambio en los apositos hidrocoloides utilizados en el sequndo protocolo, los cuales es posible que
hayan afectado la adherencia de los parches con OVA al dorso de los ratones.

Con las modificaciones mencionadas, en el tercer protocolo se obtuvo una respuesta celular de
citoquinas con aumento de IL-4 y con infiltracion de eosinofilos y de mastocitos en estado degranulado en
los cortes histoldgicos. AUn asi, aunque no se observaron las lesiones macroscopicas esperadas, si se
visualizd que la piel de los ratones DA presentaba eritema, sequedad/descamacion y zonas
apergaminadas, caracteristicas de la DA (datos no mostrados).

En conclusion, se logrd generar la respuesta alérgica y los parametros histopatoldgicos que
definen a la patologia dérmica pero no se lograron obtener lesiones macroscopicas severas en la piel de
los ratones. En el protocolo original mencionado, a partir del cual derivo el desarrollado en este trabajo, si
hubo aumento en el nivel de eritema, edema, excoriacion y sequedad/descamacion®. Estas diferencias
podrian ser consecuencia del agregado de la toxina Pertussis en la sensibilizacion por via intraperitoneal,
dado que el resto del protocolo se efectuo de forma idéntica, a excepcion de la menor concentracion de
OVA en los parches en el primer protocolo. La toxina mencionada se ha observado que es un potente
adyuvante, induciendo asma y sensibilizacion alérgica en modelos animales de enfermedades humanas'™.

En otro protocolo establecido de DA, desarrollado por Ham WK et al, la sensibilizacion se realizo
por via intraperitoneal (ip) tres veces, con intervalos de una semana entre cada aplicacion. Una semana
después de la Ultima ip aplicada se aplicaron dos ciclos de una semana con parches con OVA, con una
semana de intervalo entre cada ciclo. Se lograron observar lesiones macroscopicas caracterizadas por
engrosamiento de la epidermis, espongiosis e infiltracion celular en la piel junto con una severa
inflamacion con edema y eritema'’. En este caso, la diferencia con el protocolo utilizado en este trabajo
fue, en nuestro caso, el menor numero de dosis de OVA por via ip sumado a que no hubo una semana de

descanso durante la sensibilizacion epicutanea con los parches con OVA.

El ultimo objetivo de este trabajo, consistio en evaluar el efecto modulador del TLA in vivoen un
modelo murino de DA. Esto se efectud utilizando el sequndo y tercer protocolo de DA, con la diferencia de
que en el sequndo protocolo el TLA se aplico en los ultimos dias de la sensibilizacion epicutanea mientras
que en el tercer protocolo el mismo se aplico en los dias intermedios de la sensibilizacion.

En cuanto al nivel de anticuerpos alérgeno-especificos en el suero de los ratones, no hubieron
diferencias significativas entre el grupo TDA y el DA. Sin embargo, cabe remarcar que al utilizar el sequndo
protocolo, los niveles de IgE de los ratones TDA, a diferencia del DA, no mostraron diferencias
significativas en comparacion con los ratones N. Asimismo, el nivel de IgG2a en los ratones del grupo TDA,

aunque no aumenta respecto del DA, si resulto significativamente incrementado respecto de los ratones
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N. Dado que IgG2a es un anticuerpo de tipo 1 esto sugeriria un posible desvio, por parte del TLA, de la
respuesta de tipo 2 hacia un perfil de tipo 1.

En cuanto a la presencia de mastocitos, no se observo una disminucion de la misma en el grupo
TDA vs el DA. En relacion al infiltrado leucocitario, en ambos protocolos de tratamiento se observo un
aumento significativo del nivel de neutrofilos infiltrados en la piel lo cual puede deberse a que los
antigenos aplicados podrian estar generando una respuesta inflamatoria. Esto correlaciona con lo
observado en el frotis de sangre del grupo TDA sensibilizado con el protocolo 3, en donde también se
detectd un aumento significativo del porcentaje de neutrofilos comparando con los ratones DA. En
relacion al nivel de infiltracion de eosindfilos, no se observo una disminucion significativa en los animales
TDA respecto de los DA, sin embargo, es importante destacar que cuando se sensibilizd con el seqgundo
protocolo, los niveles de eosinofilos del grupo TDA no se diferenciaron significativamente del grupo N.

Al evaluar el nivel de engrosamiento de la epidermis y de la capa de queratina, se observo un
aumento del primer parametro en el grupo TDA vs el DA cuando los ratones fueron sensibilizados con el
tercer protocolo. Este resultado fue contrario a lo esperado e indica que la aplicacion del TLA con este
tercer protocolo de tratamiento no sélo no mejoro la dermatitis de los ratones con DA sino que hizo que
los parametros evaluados sean iguales o aun mas desfavorables.

Paralelamente, en la respuesta de citoquinas se registro un incremento significativo en los niveles
de secrecion de IFN-y en los ratones TDA sensibilizados con el segundo protocolo, en comparacion con
los DA. El resto de las citoquinas evaluadas no presentaron diferencias entre los ratones TDA vs los DA.

Como recién se describio, el TLA aplicado en el tercer protocolo arrojo resultados menos
favorables en comparacion con su aplicacion en el segundo protocolo de sensibilizacion. Esta discrepancia
se evidencia en el mantenimiento o el deterioro de los parametros analizados, como lo fue el nivel de
engrosamiento de la epidermis, en el tercer protocolo. En cambio, en el sequndo protocolo, pese a no
haber presentado diferencias significativas entre el grupo TDA y DA en relacion al engrosamiento de
epidermis y capa de queratina, los niveles de IgE y el infiltrado de eosinodfilos en la piel, estos ultimos dos
parametros no resultaron significativamente diferentes de los ratones N. Esta leve modulacion de la
respuesta de tipo T,2 puede haber estado influenciada por el mencionado aumento en los niveles de la
citoquina de tipo T,1 (IFN-y) en los ratones TDA vs los DA, incremento que no se detectd en los ratones
TDA del tercer protocolo. En este sentido, el aumento significativo de IgG2a detectado en los animales
TDA respecto del grupo N, en el sequndo protocolo, refuerza esta hipotesis.

La diferencia observada entre la respuesta presentada por el TLA aplicado con los dos protocolos
de sensibilizacion puede deberse a: i) la pureza del TLA utilizado, dado que el TLA aplicado en los dos
protocolos no provino del mismo stock; ii) el momento en el que se administré el TLA, dado que en el
segundo protocolo se aplico en los Ultimos dias y en el tercer protocolo en los dias intermedios; iii) las

variaciones en los protocolos de DA. En cuanto al momento de aplicacion del TLA, se obtuvo un resultado
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contrario al esperado ya que con lo observado durante el segundo protocolo, en donde el TLA se aplico en
los dias finales de la sensibilizacion, se habia hipotetizado que si el TLA se administraba cuando la
respuesta alérgica todavia no se habia montado de manera tan severa, es decir, en dias intermedios a la
sensibilizacion, se podria lograr una modulacion mas eficaz de la respuesta inmune de tipo 2, lo cual no
fue lo observado. Cabe remarcar que, a diferencia de nuestro protocolo, en la mayor parte de los trabajos
anteriores en los que se evalud in vivo la capacidad modulatoria del TLA sobre una inflamacion alérgica

. . . ’ el epe . 8891108
pulmonar, la aplicacion del mismo se llevo a cabo antes o durante la sensibilizacion .

En resumen:

i) En ninguna de las condiciones experimentales ensayadas, el TLA fue capaz de modular la
respuesta T,2 alérgeno-especifica in vitro. Sin embargo, cuando las células se incubaron con el TLA
proveniente de quistes, previo a la estimulacion con ConA y con una mayor dosis, se detectd una
disminucion significativa en la secrecion de IL-4. Estos resultados sugieren un posible efecto modulador in
vitro sobre la respuesta alérgica por parte del TLAQ.

i) Se logrod desarrollar un protocolo de dermatitis mas corto que el ya establecido en el
laboratorio, que reproduce los parametros histopatoldgicos de una DA. Estos resultados nos impulsan a
seguir trabajando para lograr un protocolo que genere también el desarrollo de lesiones cutaneas
macroscopicas.

i) La administracion intradérmica de TLA no indujo cambios significativos en ninguno de los
parametros evaluados entre los grupos TDA y DA. Sin embargo, es importante destacar que el tratamiento
con TLA aplicado a los ratones sensibilizados con el segundo protocolo de dermatitis indujo cambios en
los niveles de IgE y el infiltrado de eosindfilos en la piel. Estas modificaciones fueron tales que los valores

alcanzados no presentaron diferencias significativas en comparacion con los ratones naive.

Los resultados presentados en este estudio contribuyen, no solo al desarrollo de mejores modelos
para estudiar el desarrollo de una enfermedad alérgica tan compleja como lo es la dermatitis atopica, sino
que también aportan a nuestra comprension de los efectos de los antigenos totales de T. gondiisobre el

sistema inmunoldgico en el contexto de la alergia.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Animales

Se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 6-8 semanas de vida provenientes del Bioterio de la
Facultad de Veterinaria de la UBA. Los ratones se mantienen en el Bioterio del CESyMA-ECyT-UNSAM en
condiciones de luz, temperatura y humedad controladas. El protocolo experimental ha sido evaluado y
aprobado por la CICUAE de la UNSAM (19/2019). Cada grupo experimental (ver abajo) incluyo 4-5 ratones

por experimento.

6.2 Mantenimiento del parasito in vivo, purificacion de quistes de cerebro y
obtencion de antigenos totales (TLAQ)

Se obtuvieron antigenos totales de quistes de cerebro (TLAQ) de ratones de la cepa C57BL/6
cronicamente infectados. Para ello se utiliza la cepa ME49 de tipo Il de baja virulencia. Los pasajes se
realizaron por infeccion via intragastrica con 25 quistes purificados de cerebros cada 1-2 meses. El tejido
cerebral fue homogeneizado y resuspendido en Buffer Fosfato Salino (PBS). Los quistes se purificaron por
centrifugacion utilizando un gradiente de densidad dextran-PBS 30%. Para la preparacion del TLAQ, luego
de varios lavados, los pellets se resuspendieron en agua bidestilada y luego se sonicaron hasta su lisis
completa. Se agregd 1 volumen de NaCl 0,3 M a la suspension obtenida y se la centrifugd a 10.000 g, 10

min a 4°C. Se determind la concentracion de proteinas por el método de Bradford.

6.3 Cultivo de taquizoitos in vitro y obtencion de antigenos totales de T. gondii
(TLA)

Los antigenos totales de T. gondii (TLA), se prepararon a partir de taquizoitos RH mantenidos en
cultivos in vitro. Los parasitos se mantuvieron en cultivos de células HFF en medio DMEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino y 1% penicilina-estreptomicina a 37°Cy 5% CO,. Luego de la lisis celular, los

taquizoitos se cosecharon, centrifugaron y resuspendieron en DMEM.

Para la preparacion del TLA, los taquizoitos se lavaron con PBS por centrifugacion y
posteriormente se filtraron con filtros de policarbonato de 3 uym. Luego de varios lavados, los pellets se
resuspendieron en agua bidestilada fria a una densidad de 10° taquizoitos/ml y se sonicaron hasta su lisis
completa. Se agregd 1 volumen de NaCl 0,3 M a la suspension obtenida y se la centrifugd a 10.000 g, 10
min a 4°C. Se determind la concentracion de proteina en el sobrenadante por el método de Bradford y se
la filtrd con un filtro de 0,22 pm'®. Las proteinas resultantes se alicuotaron y guardaron a -80°C para ser
utilizadas en los experimentos.
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6.4 Evaluacion in vitro del efecto del TLA sobre respuestas inmunes de tipo T 2

Se evalud el efecto in vitro sobre células de ganglio toracico y bazo de ratones alérgicos. Se utilizo
un modelo de inflamacién alérgica pulmonar utilizado previamente en nuestro laboratorio. Los ratones
fueron sensibilizados con 2 inoculaciones del alérgeno ovoalbumina (OVA, 20 ug) junto con hidroxido de
aluminio (2 mg) en PBS por via intraperitoneal. A la semana se desafiaron por via aérea con OVA 3%, tres
dias consecutivos (Fig. 39). A las 48 hs se les realizd una puncién cardiaca, se aislaron células de ganglio
toracico y bazo y se estimularon ex vivo con OVA (40 pg/well) o ConA (0,5 pg/well), en presencia o
ausencia de diferentes concentraciones de TLA y, en algunos casos, Unicamente con TLA. Se analizo, por
ensayos de ELISA, la produccion citoquinas T,1/T,22 y regulatorias (IL-10) (ver apartado 6.9). Asimismo, se
evalud, por ensayos de ELISA, la presencia de anticuerpos IgE, IgG1 e IgG2a alérgeno-especificos en suero

para confirmar el estado alérgico de los ratones utilizados (ver apartado 6.8).

0 7 14-16
| | | Andtisis dia wl
e P Desaffo
OVA + Alum OVA + Alum OVA 3%

Figura 39. Protocolo experimental de asma alérgica.
6.5 Protocolos de dermatitis atopica

6.5.1 Primer protocolo

Los ratones DA se sensibilizaron sistémicamente por via intraperitoneal con el alérgeno (OVA, 100
pg) utilizando como adyuvante aluminio (2 mg). Seis dias después, recibieron un desafio con OVA sola (50
Hg en PBS) por via subcutanea. Luego, una vez al dia, desde el dia 18 al 33 después de la primera
inmunizacion sistémica, se desafiaron por via epicutanea. Para ello, se elimind el pelo de la espalda con
una maquina eléctrica y luego con crema depilatoria. Posteriormente se les realizd 6 pegadas y
despegadas con cinta para producir microlesiones y se aplico una gasa de 1x1 cm, embebida en OVA (150
pg/100 i) (grupo DA), asegurada a la piel con un parche hidrocoloide extrafino. El parche se retird y volvio
a colocar diariamente repitiendo este procedimiento (modificacién del protocolo descrito por Rie
Yatsuzuka y col™. Los controles negativos (N) recibieron las mismas aplicaciones intraperitoneal,
subcutanea y epicutanea pero Unicamente con PBS. Luego de 24hs se realizd la eutanasia de los animales
y el sangrado por puncion cardiaca. Se evaluo:

1) Alteracion del balance de citoquinas.

2) Medicion de anticuerpos en suero.

3) Lesiones cutaneas e histopatologia de la piel tratada.
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6.5.2 Segundo protocolo

Los ratones DA se sensibilizaron sistémicamente por via intraperitoneal con el alérgeno (OVA, 100
pg) utilizando como adyuvante aluminio (2 mg). Ocho dias después, recibieron un desafio con OVA sola
(50 pg en PBS) por via subcutanea. Luego, los dias 21, 23, 29, 30 y 36 se desafiaron por via epicutanea
colocando 10 mg de Calcipotriol en el dorso de los ratones y los dias 22, 24 al 28, 31 al 35y 37 al 41 se
colocaron los parches mencionados en el protocolo anterior colocando la gasa de 1 x 1cm, embebida en
OVA (250 pg/100 b (grupo DA). Los controles negativos (N) recibieron las mismas aplicaciones
intraperitoneal, subcutanea y epicutanea pero Unicamente con PBS y no se expusieron al Calcipotriol. Al
dia 42 se realizd la eutanasia de los animales y el sangrado por puncion cardiaca. Posteriormente se

evaluaron, sobre el grupo N y DA los mismos parametros detallados en el primer protocolo.

6.5.3 Tercer protocolo

Los ratones se sensibilizaron sistémicamente por via intraperitoneal con el alérgeno (OVA, 100 pg)
utilizando como adyuvante aluminio (2 mq). Seis dias después, recibieron un desafio con OVA sola (50 ug
en PBS) por via subcutanea. Luego los ratones se desafiaron por via epicutanea de forma similar al
segundo protocolo con la diferencia de que se redujo la aplicacion de Calcipotriol y éste se aplico
Unicamente al dia 19. Los controles negativos (N) recibieron las mismas aplicaciones intraperitoneal,
subcutanea y epicutanea pero Unicamente con PBS y no se expusieron al Calcipotriol. Al dia 34 se realizd
la eutanasia de los animales y el sangrado por puncion cardiaca. Posteriormente se evaluaron, sobre el

grupo Ny DA, los mismos parametros detallados en el primer protocolo.

6.6 Modulacion in vivo del efecto del TLA sobre la dermatitis atopica

6.6.1 Aplicacion del TLA en el segundo protocolo de sensibilizacion

El protocolo de sensibilizacion alérgica efectuado es el mismo que el detallado en el apartado
6.5.2. Con el fin de evaluar la capacidad del TLA de modular in vivo la DA se aplico, en los dias 37 y 38 del
protocolo mencionado, 50 pg de TLA por via intradérmica en la zona dorsal de los ratones sensibilizados
(grupo experimental TDA) o PBS (grupo experimental DA), colocando a continuacion nuevamente el
parche con OVA. Los controles negativos (N) recibieron las mismas aplicaciones intraperitoneal,
subcutanea e intradérmica, asi como los parches, pero Unicamente con PBS y no se expusieron al
Calcipotriol. Al dia 42 se realizd la eutanasia de los animales y el sangrado por puncion cardiaca.

Posteriormente se evaluaron, sobre el grupo N, DA y TDA los mismos parametros detallados previamente.

6.6.2 Aplicacion del TLA en el tercer protocolo de sensibilizacion
El protocolo de sensibilizacion alérgica efectuado es el mismo que el detallado en el apartado

6.5.3. Para evaluar el efecto del TLA in vivo, los dias 22 y 23 del protocolo se aplico 50 pg de TLA por via
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intradérmica, o PBS (grupo experimental DA), colocando a continuacion nuevamente el parche con OVA.
Los controles negativos (N) recibieron las mismas aplicaciones intraperitoneal, subcutanea e intradérmica,
asi como los parches, pero Unicamente con PBS y no se expusieron al Calcipotriol. Al dia 34 se realizo la
eutanasia de los animales y el sangrado por puncion cardiaca. Posteriormente se evaluaron, sobre el

grupo N, DA 'y TDA, los mismos parametros detallados previamente.

6.7 Analisis histopatologico

Se extrajo cuidadosamente la zona de piel tratada (dorso de los ratones) para realizar cortes
histologicos. Las secciones de piel se fijaron con una solucion de formaldehido tamponada al 4% en PBS
(formalina), se incluyeron en parafina y se realizaron cortes histologicos para microscopia dptica sobre los
cuales se evalud el desarrollo de la dermatitis. Para ello, se realizaron tinciones con Hematoxilina-Eosina y
tinciones de Giemsa. Con la primera tincion se analizaron cambios en el grado de infiltracion inflamatoria
en la dermis y la hiperplasia y engrosamiento epidérmico. Para determinar el grado de infiltracion
leucocitaria se contaron linfocitos, neutréfilos y eosinofilos en al menos 10 campos aleatorios por ratén,
por grupo experimental. Para efectuar el analisis semi-cuantitativo del grosor de la epidermis y de la capa
de queratina se tomaron imagenes mediante el software Leica Application Suite (LAS4) del microscopio. El
engrosamiento de la epidermis se determiné midiendo con el programa Image] el espesor de la misma
con una magnificacion de 400X en al menos 12 campos por raton, por grupo experimental. Paralelamente,
el engrosamiento de la capa de queratina se determind en al menos 10 campos por raton, por grupo

experimental, mediante un indice de grosor previamente establecido.

Los cortes tenidos con Giemsa se emplearon para la cuantificacion de los mastocitos. Se contaron,
con una magnificacion de 400X, 10 campos al azar por ratdn, por grupo experimental. La caracterizacion
de los mastocitos (MQ) fue dividida en MC intactos, MC parcialmente degranulados y MC totalmente
degranulados. Los intactos presentan una forma de redonda a ovalada, con un limite celular claramente
definido y estaban asociados con ninguno o menos de 10 granulos en el espacio extracelular inmediato.
Los parcialmente degranulados tenian una forma ovalada o irregular, y su limite celular estaba oscurecido
por numerosos granulos tanto en el citoplasma como en el espacio extracelular. Los totalmente
degranulados presentaban un borde delgado de granulos alrededor de la limite celular, pero no habia

granulos en el citoplasma central restante”.

Para llevar a cabo el analisis histopatoldgico fuimos asesorados por el Dr. Alejandro Maruri,
Médico Veterinario, docente de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA y posdoctorando

CONICET en nuestro laboratorio.
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6.8 Anticuerpos especificos para OVA

Luego de la eutanasia de los ratones se realizd una puncion cardiaca. El suero obtenido a partir de

la sangre se congeld a -20°C para la posterior medicion de niveles de anticuerpos.

Se utilizaron ensayos de ELISA directos para la medicion de los anticuerpos IgE, 1gG1 e 1gG2a

especificos para OVA a partir de los sueros.

6.8.1 Medicion de IgE

Se cubrieron placas de ELISA de 96 pocillos (Nunc maxisorp) con 50 ul de OVA (10 pg/ml) en
buffer carbonato (pH=9,5) y se incubaron a 4°C durante una noche. Al dia siguiente se lavaron 3 veces con
300 pl de buffer de lavado (PBS-0,05% Tween 20). Posteriormente, se realizo el bloqueo con 200 ul de
buffer de bloqueo (PBS-1% leche descremada en polvo) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
adicionaron 50 pl de las muestras de suero a evaluar previamente diluidas y se incubd nuevamente a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se repitio el paso de lavado y se agregd un anticuerpo anti-IgE de
raton biotinilado (BD PharMingen, San Diego, CA) incubandolo por una hora a temperatura ambiente. Se
lavd nuevamente y se adiciond la enzima peroxidasa acoplada a estreptavidina (HRP,
streptavidin-horseradish peroxidase, Zymed, 1/4000). Luego de incubar media hora a temperatura
ambiente, se reveld con tetrametilbencidina (TMB One-Step, Life Technologies). Luego de frenar la
reaccion con 50 pl de H,SO, 1M, se midi6 la absorcion a 450 nm en un lector para placas (Sunrise RC,
Tecan). Los resultados se muestran como densidad optica (DO) a una dilucion 1/10 y 1/40 del suero. Cada

ensayo incluyd controles negativos, que consistian en buffer de bloqueo.

6.8.1 Medicion de IgG1 e IgG2a

Para la medicion de los dos subtipos de IgG se siguio el mismo protocolo que para IgE pero, en
este caso, luego de haber incubado las muestras se agregaron 50 ul de anticuerpos anti-IgG1 o anti-lgG2a,
acoplados a HRP (1:3000, BD PharMingen, San Diego, CA) y se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente. Las placas se revelaron con TMB (50 pl, One-Step, Life Technologies). La reaccion colorimétrica
fue medida a 450 nm en un lector para placas (Sunrise RC, Tecan) luego de frenar la reaccion con 50 pl de
H,SO, M. Los resultados se muestran como densidad optica (DO) a una dilucion 1/1000 del suero para
IgG1 y para IgG2a. Para cada ensayo, se realizaron controles negativos que consistian en buffer de

bloqueo.

6.9 Cultivos ex vivo

Se extrajeron y disgregaron mecanicamente los ganglios braquiales drenantes a la zona de

tratamiento. Luego, las células fueron estimuladas in vitro (5x10°cel/well) con OVA (0,2 mg/ml) en placas
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de 96 pozos de fondo plano. Se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 20% de suero fetal
bovino (Gibco), 1% antibidtico-antimicético (Gibco) y 5x10° M de 2-mercaptoetanol en estufa gaseada a
37°C. Para la evaluacion de los niveles de secrecion de citoquinas, las células fueron cultivadas durante 72

horas con el estimulo y luego, los sobrenadantes fueron congelados a -80°C para su posterior analisis.

6.9.1 Medicion de Citoquinas
Se midio la concentracion de citoquinas en los sobrenadantes de cultivo mediante ensayos de
ELISA tipo “sandwich”, empleando kits BD OptEIA (BD Biosciences, San Diego, CA) para IL-4, IL-5, INF-y y

Biolegend (San Diego, CA) para IL-10 siguiendo las especificaciones de los fabricantes.

6.10 Analisis estadistico

Se utilizo t-test y ANOVA de una via con el método de Sidak como post test. Como nivel de

significancia se tomaron valores de p<0,05.
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