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Resumen

La infeccion por el parasito helminto F. hepatica afecta principalmente a los animales
rumiantes produciendo grandes pérdidas econdmicas. Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio indican que la infeccién por F. hepatica en ratones genera un reclutamiento de
células CD11c" hacia la cavidad peritoneal. Dichos estudios también informan que estas células
CD11c" se caracterizan por expresar altos niveles de MGL2 vy bajos niveles de MHCII. Ademas,
producen IL-10 y TNF-a, mostrando un fenotipo tolerogénico. Esto lleva a la polarizacion hacia
el subtipo Th2/Treg de linfocitos T. Uno de los objetivos de esta tesina fue profundizar en la
identificacién de las células CD11c* MGL2"y abordar su caracterizacién en el higado. Para ello,
se realizaron inmunofluorescencias de higado y de células del exudado de la cavidad peritoneal
(PEC) de ratones infectados y se las analizé por microscopia, comparando con los tejidos
provenientes de ratones control (naive). Se utilizaron anticuerpos anti-CD11c, -MGL2 y -F4/80.
Los resultados obtenidos indican que en el higado de animales infectados es posible encontrar
células tanto CD11c” MGL2" como F4/80" MGL2", mientras que las mismas se encuentran
ausentes en higados de animales naive. Asimismo, se evidencid la presencia de células MGL2"
en PEC de animales infectados, no estando presentes en PEC de animales naive. Por otro lado,
en este trabajo también se profundizé en los posibles mecanismos moleculares que conducen
a una disminucion en la expresiéon de MHCII en células CD11c" de animales infectados. Para
este fin se purificaron células CD11c* de la cavidad peritoneal tanto de animales infectados
como de naive y se evalué mediante gqRT-PCR la expresion génica de MHCII asi como de
moléculas relacionadas que participan en la expresion o degradacién del MHCII (CITA,
MARCH1). Finalmente, se estudié la endocitosis de MHCII que llevan a cabo las células CD11c",
cultivando las mismas con un anticuerpo anti-MHCIl y luego observando las células con
microscopio de epifluorescencia. Los resultados indican que la disminucion en la expresion de
MHCII de superficie en las células CD11c" de los animales infectados podria deberse a una
disminucién de la expresién génica de MHCII, la cual podria estar causada por una baja de la
expresion del gen de CITA. Esta molécula es un factor de transcripcién que controla la
expresion de MHCII. A su vez, se vio que las células CD11c" de los animales infectados podrian
llevar a cabo una mayor degradacion del MHCII, lo cual podria contribuir a la disminucion del
MHCII de superficie. Los resultados obtenidos en esta tesina colaboran con la presente
caracterizacion de las células CD11c" llevada a cabo en nuestro laboratorio, y brinda mas
informacidn sobre los posibles mecanismos moleculares que contribuye a la disminucion de la
expresion de MHCII durante la infeccidn por un parasito helminto, en particular F. hepatica.



1. Introduccion

Generalidades sobre los pardsitos helmintos

El parasito Fasciola hepatica pertenece a un grupo no taxondmico de organismos, ya sea
pardsitos o de vida libre, denominados helmintos. Los helmintos pueden clasificarse en dos
grandes grupos: nematodes o gusanos redondos y platelmintos o gusanos planos. Estos
ultimos pueden a su vez clasificarse en cestodes o trematodes (1). Los hospederos definitivos e
intermediarios de los helmintos son muy diversos, y pueden ir desde mamiferos hasta aves,
reptiles, moluscos o artrépodos. Pueden localizarse en la luz del érgano o en tejidos como el
intestino, el higado (tanto en el parénquima como en los ductos biliares), los pulmones, los
vasos linfaticos, entre otros (2).

En la actualidad, los parasitos helmintos representan unos de los agentes infecciosos mas
prevalentes a nivel mundial, siendo responsables de muchas enfermedades y sindromes (3), y
se estima que aproximadamente un tercio de las casi 3 mil millones de personas que viven en
las regiones en desarrollo del Africa sub-Sahariana, Asia y las Américas estan infectadas con
uno o mas helmintos (4). Las helmintiasis mas comunes son las causadas por infecciones por
helmintos intestinales, como puede observarse en la Tabla 1 (1).

Tabla 1.1. Principales helmintiasis: prevalencia mundial y distribucion. Extraido y modificado de (1).

Enfermedad Agente Etioldgico Prevalencia Mundial Regiones con alta prevalencia
Geohelmintiasis

Ascariasis Ascaris lumbricoides 807 millones Regiones en desarrollo de Afr'lca, Asia y America Latina

Tricuriasis Trichuris trichiura 604 millones Regiones en desarrollo de ﬂ'qfr'lca, Asia y America Latina

Anquilostomiasis
Estrongiloidiasis
Filariasis
Filariasis
linfatica
Oncocercosis
Loiasis
Dracunculiasis
Plathelmintos

Esquistoscmiasis

Trematodiasis
transmitida por

alimentos

Cisticercosis

Necator americanus

Strongyloides stercoraiis

Wuchereria bancrofii
Erugia maiayi
Onchocerca voivuius
loa Loa

Dracuncuwius medinensis

Schistosoma hasmatobium
Schistosoma mansoni
Schistosoma japonicum
Cionorchis sinensis
Opisthorchis viverinni
Paragonimus spp
Fasciolopsis buski
Fasciola hepatica

Taenia solium

576 millones
30-100 millones

120 millones
37 millones
13 millones

0,01 millones

207 millones

mas de 60 millones

0,4 millones

Regiones en desarrcllo de Afr]ca, Asia y Ameérica Latina

Regiones en desarrallo de Afr]ca, Asia y América Latina

Regiones en desarrollo de India, Sudeste Asiatico,
\,'Afr'n:a sub-sahariana
Africa sub-sahariana
Africa sub-sahariana

Africa sub-sahariana

Africa sub-sahariana
Africa sub-sahariana y este de Brasil
China y Sudeste Asiatico
Regiones en desarrollo del Este Asiatico

Altiplano Perd-Bolivia

Regiones en desarrollo de Africa, Asia y America Latina

(S0lo en América Latina) y Africa sub-sahariana

Se ha observado que en comparacién con cualquier otro grupo etario, los nifios en edad pre-
escolar, escolar y adolescentes presentan un mayor riesgo de infeccion por gusanos
intestinales. Como consecuencia de dichas infecciones se ha registrado un retardo en el
crecimiento, asi como también una disminucién de la memoria y de la capacidad de
razonamiento (1).



Ademas del gran impacto en la poblacidn humana, las infecciones por helmintos también
afectan enormemente a animales productores como ovejas, cabras y ganado vacuno. Este
hecho conduce a grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial (5).

A pesar de todo ésto, no se ha invertido lo necesario para la investigacién o el desarrollo de
nuevos tratamientos para las helmintiasis, y las mismas han sido relegadas, conociéndose
como las principales “enfermedades tropicales desatendidas” (1).

Fasciolosis

La fasciolosis es una enfermedad zoondtica causada por los gusanos trematodes del género
Fasciola, como Fasciola hepatica y Fasciola gigantica (6). La distribucidon de estas dos especies
de Fasciola es diferente. F. hepatica ha sido encontrada en regiones templadas, como
Australia, Gran Bretafia, Europa, las Américas y el este de Africa. Por otra parte, F. gigantica
reside en regiones tropicales (sudeste asiatico, India y Africa medio este y sub-Sahariana) (5)
(Figura 1).

88 Fasciola hepatica

8 Fasciola gigantica
8 Ambas especies

Figura 1.1. Distribucion mundial de F. hepatica y F. gigantica, parasitos causantes de la fasciolosis. Extraido y
modificado de (2).

La fasciolosis afecta a todos los animales rumiantes (ovejas, bovinos, bufalos y cabras), y el
hecho de que se encuentra muy dispersa la hace una de las enfermedades por helmintos mas
importantes a nivel global. Se calcula que F. hepatica y F. gigantica son responsables de
pérdidas globales de alrededor de 3 mil millones de délares por afio (7). Sin embargo,
cuantificar las pérdidas es dificil debido a los bajos reportes de infecciones y los malos tests de
diagndstico que existian en el pasado.

Las pérdidas econdmicas se ven reflejadas en una disminucidon de la produccién de leche,
carne y lana y en una reduccién de la fertilidad. Esto incluye ademas el costo de las drogas
utilizadas en el tratamiento contra la fasciolosis, y las infecciones bacterianas secundarias que
se originan por la infeccidn con estos parasitos (5).



Aunqgue se ha visto que hay relacién entre la fasciolosis en los animales productivos y la
pobreza, las infecciones por especies de Fasciola en humanos han recibido poca atencién (5).
De hecho, fue considerada como una enfermedad secundaria hasta el final de la década de los
90, ya que solo se habian reportado 2000 casos en el periodo de 1970 a 1990 (8). Sin embargo,
a finales de la década de 1980 la situacién cambié, debido a que la Organizacidn Mundial de la
Salud (OMS) decidié dedicarse activamente a este tema, dado que se habian registrado
reportes que afirmaban que la fasciolosis humana era mas frecuente de lo que se pensaba,
sobre todo en la regién del altiplano boliviano (8). De esta manera, actualmente la OMS calcula
que alrededor de 2 a 17 millones de personas en el mundo se encuentran infectadas con
especies de Fasciola y que 180 millones se encuentran en riesgo de infeccion (9).

Los mayores sintomas de la fasciolosis se correlacionan con el momento en el cual el gusano
juvenil atraviesa la pared del intestino delgado, migra a través de la cavidad abdominal y
finalmente invade el higado y los ductos biliares. Importantes caracteristicas clinicas de esta
infeccidon son lesiones hepaticas, fibrosis, inflamaciéon crénica y obstruccién de los ductos
biliares. Algunos de los sintomas mas importantes de la fasciolosis son fiebre, dolor abdominal,
urticaria, hepatomegalia, esplenomegalia, anemia, entre otros (16).

Fasciolosis en Uruguay

La fasciolosis en nuestro pais es una zoonosis que posee una alta prevalencia en el ganado
ovino y bovino y se focaliza preferentemente en areas reducidas de los establecimientos
agropecuarios. En dichos establecimientos, la prevalencia de F. hepatica es siempre superior
en bovinos. Esto se debe a que los bovinos tienden a pastorear en areas mas hiumedas y bajas
que el ovino (10).

En cuanto a la prevalencia de la enfermedad, se realizaron estudios a nivel nacional por la
Facultad de Veterinaria (UdelaR) que revelaron que de 40 establecimientos de la zona Norte y
Este del pais, un 62,5% tenia presencia de F. hepatica (11).

Al igual que a nivel mundial, F. hepatica también causa grandes pérdidas econdmicas para
nuestro pais. Uno de los ejemplos mas significativos es el decomiso de higados. Se estima que
en la década del 70 un 52,85% de los higados eran decomisados. Un estudio mads reciente
llevado a cabo en el afio 2001 por el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), el
Instituto Nacional de Carnes (INAC) y la Universidad de Colorado (Estados Unidos) informé que
a nivel de bovinos hay un 50% de decomisos de higados, aunque no se especificaron las causas
de dicho decomiso. El estudio de ovinos arrojé que el 63% de los higados fueron decomisados,
y que de ellos en un 19% se habia detectado la presencia de F. hepatica (12).

Agente Causal y Ciclo de Vida

F. hepatica es un parasito platelminto trematodo, perteneciente a la subclase Digenea. Posee
una forma caracteristica lanceolada aplanada (Figura 2), ademas de dos ventosas, una bucal u
oral y otra ventral.
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Figura 1.2. Estructura y morfologia de un gusano adulto de F. hepatica. A la izquierda se muestra un esquema de
la estructura de F. hepatica y a la derecha una fotografia del gusano adulto. Extraido y modificado de
www.ecured.cu/Fasciola_hepatica.

El estado adulto del gusano presenta una forma plana sin segmentos de aproximadamente 2-
3,5 cm de largo y 1-1,5 cm de ancho. El tegumento del adulto es de gran importancia en este
pardsito ya que constituye la frontera con el medio ambiente. El mismo es plegado e
invaginado y presenta espinas que le permiten aumentar la superficie de absorcién e
intercambio con el hospedero definitivo (13). El adulto posee ademas un intestino incompleto
formado por la cavidad bucal, faringe y eséfago. Este ultimo se bifurca formando dos ramas
laterales que continlan hacia la parte posterior del parasito y terminan en los ciegos
intestinales.

F. hepatica es un parasito hermafrodita con un Utero corto y ovarios situados en posicion
anterior con respecto a los testiculos.

En semejanza con otros parasitos helmintos, F. hepatica posee un ciclo de vida complejo y
heteroxeno que necesita de un hospedero definitivo y otro intermediario (Figura 3). El
hospedero definitivo lo constituyen los mamiferos herbivoros o el hombre. Los hospederos
intermediarios pueden ser algunas especies de caracoles de agua dulce (11).

El gusano adulto se aloja en los ductos biliares del hospedero definitivo. Una vez alli, el
pardsito puede producir una gran cantidad de huevos (20.000 a 24.000 por gusano por dia).
Los mismos entran al duodeno con la bilis y son luego expulsados con las heces (14). Estos
huevos, sin embargo, no se encuentran embrionados. Maduran luego de 9 a 15 dias cuando se
encuentran en un ambiente himedo de entre 22°C a 25°C (11).

Cuando se relnen las condiciones favorables de temperatura, humedad y presién de oxigeno,
luego de 2 a 3 semanas se desarrolla un miracidio ciliado dentro del huevo. Dicho miracidio
logra emerger del huevo por medio de enzimas que degradan y desprenden el opérculo del
huevo. Una vez que logran eclosionar del huevo, nadan libremente mediante movimientos
estimulados por la luz solar. Ademas, poseen un sistema de fototropismo y por eso cuentan


http://www.ecured.cu/Fasciola_hepatica

con estructuras oculares. Este punto es critico en el ciclo, ya que el miracidio tiene 24 horas
para encontrar a su hospedero intermediario. Si esto no ocurre en el tiempo establecido, el
ciclo no continua (15).
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Figura 1.3. Ciclo de vida del parasito F. hepatica. El mismo requiere de dos tipos de hospederos, el intermediario
(caracoles de agua dulce del género Lymnea) y el definitvo (bovinos, ovinos o el hombre). Una vez que los huevos
maduran eliminan una larva llamada miracidio que infectara al caracol. Dentro del caracol la larva pasara por varios
estadios hasta emerger como cercaria, la cual luego madura hasta el estadio metacercaria que es capaz de infectar
al hospedero definitivo. Extraido de www.animalandia.educa.madrid.org/ficha.php?id=79.

Si el miracidio encuentra a su hospedero intermediario perfora sus células epiteliales mediante
enzimas degradativas y penetra en el mismo. Los hospederos intermediarios son caracoles del
género Lymnaea (15). En Uruguay, el principal caracol que actia como hospedero
intermediario es el denominado Lymnaea viatrix. Los caracoles que pertenecen a este género
son anfibios que viven y se desarrollan en aguas poco profundas, como orillas de manantiales,
tajamares y cafiadas de corriente suave (11). El ganado bovino y ovino por lo general pastorea
en estos ambientes, y es este el motivo por el cual presentan niveles tan altos de infeccion por
F. hepatica.

Luego de que el miracidio entra en el caracol, pierde su cubierta ciliada y forma un
esporocisto. El mismo consiste en una masa de células germinales. Cada una de estas células
germinales es capaz de multiplicarse y formar una redia. Las redias crecen hasta que hacen
estallar la pared del esporocisto y por lo tanto son liberadas en el higado del caracol. Al igual
que el esporocisto, la redia posee células germinales que se multiplican y producen el estadio
larvario final, la cercaria (15). Todo el periodo desde que el miracidio penetra el caracol y se
producen las cercarias lleva de 5 a 6 semanas (11).
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Las cercarias tienen la particularidad de poseer una larga cola con la cual pueden nadar. De
esta manera, la cercaria totalmente desarrollada deja el caracol de 4 a 7 semanas luego de la
infeccion del mismo. Las cercarias nadan libremente en el agua y durante un periodo de pocos
minutos a 2 horas se fijan en varios objetos, la mayoria de ellos plantas acuaticas.
Seguidamente a la fijacién, la cercaria pierde la cola y se enquista, formando una metacercaria,
la cual es infectiva para el hospedero definitivo (15). En su ciclo natural se observé que de un
miracidio que entra en el caracol, pueden desarrollarse mas de 4.000 metacercarias. Dichas
metacercarias pueden permanecer viables en el medio exterior por muchas semanas,
dependiendo de la temperatura y la humedad (11).

El hospedero definitivo se infecta al ingerir una o mds metacercarias. Cuando son ingeridas, la
pared del quiste de la metacercaria es digerida en el intestino delgado en aproximadamente 1
hora. Los gusanos que emergen, llamados juveniles, penetran la pared del intestino delgado y
aparecen en la cavidad abdominal en alrededor de 2 horas. Luego atraviesan el espacio
peritoneal y alcanzan el higado dentro de 4 a 6 dias. Los juveniles migran por el parénquima
del higado donde permanecen 5 semanas, causando hemorragia extensiva y fibrosis.
Finalmente alcanzan los ductos biliares, donde se vuelven sexualmente maduros y comienzan
a depositar los huevos. A las 8 semanas luego de la infeccidn, los huevos son encontrados en la
bilis y luego en las heces, cerrando de esta manera el ciclo (15).

Control y tratamiento

Debido a las condiciones geograficas y climaticas de nuestro pais, seria muy dificultoso
erradicar al pardsito definitivamente. Sin embargo, todavia no se ha logrado controlar las
pérdidas productivas que se asocian a la fasciolosis (11).

La estrategia mas significativa que se utiliza actualmente para tratar la enfermedad, consiste
en emplear drogas fasciolicidas anti-helminticas. De esta manera se estd también
disminuyendo la contaminacion de las pasturas con huevos (16). Aunque los farmacos
utilizados son efectivos, no evitan el dafio hepatico y los animales no desarrollan inmunidad
protectora, por lo que se infectan facilmente (17). En la actualidad se utilizan varios tipos de
anti-helminticos, con diferentes espectros de accion y efectividad. Uno de los mas empleados,
sobre todo en Europa, es el Triclabendazole, ya que tiene un amplio espectro de accién (sirve
tanto para gusanos jovenes como adultos) y ademds presenta una alta efectividad (11). El
problema que tiene esta droga es que se ha registrado resistencia, principalmente en Europa,
tornando ineficaz el tratamiento con la misma (17).

Teniendo en cuenta esta situacion, es de gran interés la produccion de una vacuna que genere
inmunidad protectora contra la infeccidn. En primer lugar, porque evitaria la administracion
continua de anti-helminticos y con ésto se ahorraria tiempo y dinero. Ademas, los residuos
quimicos de los anti-helminticos pueden aparecer en productos como carne y leche, y asi
provocar el rechazo de los consumidores, generando también pérdidas econémicas (18).

Uno de los grandes problemas que existen a la hora de desarrollar una vacuna contra la
fasciolosis es que los parasitos helmintos establecen infecciones crénicas de larga duracién, y
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gue ademas generan una desregulacion del sistema inmune del hospedador (3). Por lo tanto
resulta fundamental conocer en profundidad cdmo F. hepatica modula al sistema inmune, asi
como las moléculas que estan involucradas en dicha inmunomodulacién.

Hasta el momento, se presentd una revisién sobre la fasciolosis, las caracteristicas
morfoldgicas de su agente causal, su ciclo de vida y también los tratamientos que actualmente
existen contra esta infeccién. A partir de aqui, se profundizara en los efectos que causa F.
hepatica en el hospedero. En primer lugar, se realizara una breve introduccidn sobre el sistema
inmune de los mamiferos, para continuar con las funciones y caracteristicas de las células
dendriticas (DCs). A continuacién, se brindara una explicacidon bdsica sobre la activacidon de
linfocitos T y su diferenciacion hacia diferentes subtipos efectores. Seguidamente, se
presentard lo que se conoce como inmunomodulacién de los parasitos helmintos, y en relacion
a ésto, se informara sobre los marcadores que expresan las DC en la infeccién por el pardsito
helminto F. hepatica. Por otra parte, se presentard a la molécula MHCII asi como moléculas
asociadas con su expresion y degradacion, como CIITA y MARCH1. Finalmente, se presentard a
la molécula MGL y su relacion con la inmunomodulacién que lleva a cabo F. hepatica.

Caracteristicas generales del sistema inmune de los mamiferos

El sistema inmune es un conjunto de células y moléculas efectoras encargadas de defender al
organismo de diferentes agentes infecciosos, de la eliminacién y renovacion del tejido muerto
o danado, de la regulacion de la respuesta inmune en diferentes situaciones, entre otras
funciones (19). La caracteristica fundamental de este sistema es que es capaz de diferenciar
entre las células del organismo y estructuras o moléculas ajenas, y asi desencadenar un
proceso que se conoce como respuesta inmune. Esta respuesta es muy eficaz, ya que la
mayoria de las veces no se desarrollan infecciones clinicamente evidentes, aun cuando existe
una constante exposicion a agentes patégenos (19).

El sistema inmune puede dividirse en dos grandes ramas, inmunidad innata e inmunidad
adaptativa. La inmunidad innata (también llamada inmunidad natural o espontanea)
representa la primera linea de defensa frente a los microbios y se compone de un conjunto de
células y moléculas que ya se encontraban instauradas incluso antes de que se haya contraido
la infeccidn, y por lo tanto se encuentran prontas para actuar. Los principales componentes
son:

- Barreras fisicas y quimicas, como los epitelios y las sustancias antimicrobianas que secretan
las células epiteliales.

- Células fagociticas (neutrdfilos, macréfagos), células linfoides innatas (ILC) y células
granulociticas como eosindfilos, baséfilos y mastocitos.

- Proteinas sanguineas (sistema del complemento, proteinas de la cascada de la coagulacién).

- Un grupo de proteinas llamadas citoquinas, producidas por las propias células del sistema
inmune que regulan muchas de las funciones de las células nombradas anteriormente y de
otras células que también participan en la respuesta inmune (20).
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- DCs, cuya principal funcién es la de actuar como célula presentadora de antigeno (APC del
inglés antigen presenting cell), presentando diferentes péptidos derivados de patdgenos a los
linfocitos T y regular la polarizacion de la respuesta de los mismos.

A diferencia de la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa aumenta su capacidad defensiva
con cada exposicidn al mismo microorganismo. Su nombre refiere al hecho de que dicha
respuesta inmune aparece en reaccion a una infeccion y se adapta a ella (20).

Los componentes principales de la inmunidad adaptativa son los linfocitos. Dichas células
reconocen los antigenos de los patdgenos y responden especificamente a ellos. Existen dos
tipos de linfocitos predominantes: los linfocitos B y los linfocitos T. Los primeros reconocen
antigenos extracelulares y luego se diferencian en células plasmaticas, las cuales se
especializan en la produccién de anticuerpos. Los linfocitos T reconocen solamente antigenos
peptidicos lineales, que se encuentren unidos en una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC del ing
una APC. Dependiendo de qué tipo de patdgeno se trate, el linfocito T se diferenciard a un
determinado subtipo efector, que va a producir cierto tipo de citoquina. Las citoquinas, como

és molecular histocompatibility complex) en la superficie de

se explicé mas arriba, tienen variadas funciones muy importantes para el correcto control y
eliminacion del patégeno. Los linfocitos T también pueden diferenciarse a otro tipo de linfocito
efector, que son los linfocitos T citotdxicos (LTC). Los mismos son capaces de matar
directamente a una célula infectada o alterada (20).

Un aspecto que refleja la estrecha unién que existe entre ambos tipos de inmunidad, es el
hecho de que el tipo de respuesta inmune innata que se genera, que a su vez es influenciada
por el tipo de patégeno que ingresa al organismo, va a determinar qué tipo de respuesta
inmune adaptativa se pone en marcha. En este sentido, el tipo celular que proporciona el nexo
mas significativo entre los dos tipos de respuesta inmune son las DCs (21).

Funcion y caracteristicas de las DCs

Las DCs son células del sistema mononuclear fagocitico, y se desarrollan en la médula dsea a
partir de los precursores comunes de DC que van a dar lugar a las DCs plasmocitoides (pDCs) y
a un tipo celular intermedio que se conoce como DC pre-convencionales (pre-cDC). Luego de
abandonar la médula ésea, las pre-cDCs circulan por un tiempo en la sangre y migran hacia
tejidos linfoides y no linfoides donde se diferencian a cDCs. Las pDCs también ingresan a los
tejidos desde la circulacion, y lo hacen constitutivamente en el caso de los érganos linfatico
secundarios pero solo en el caso de inflamacidn en los érganos no linfoides (23).

Antiguamente, para diferenciar a las DCs de otros tipos celulares como los monocitos o
macroéfagos, se utilizaban criterios de adherencia y morfologia. A partir de la década de 1970
se comenzaron a desarrollar los anticuerpos monoclonales, y a partir de su utilizacion se pudo
determinar que la expresion de las moléculas CD11c y MHCII era un criterio adecuado para
identificar a las DCs, quedando en desuso los criterios anteriores (24). Sin embargo, se debe
considerar que las “DCs” identificadas con este método también incluyen algunos macréfagos
tisulares que se ha visto que expresan CD11c y MHCII (25).
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Shortman y colegas encontraron que las DCs CD11c” MHCII" en multiples érganos linfoides
podian dividirse en dos subsets. Un subset expresa CD11b y CD4 mientras que el otro subset
carece de estas moléculas pero expresa CD8a y Xcrl (26). En el ratdn, las DCs CD11b" y CD8a"
pertenecen al grupo de las DCs convencionales que habian sido nombradas anteriormente, y
difieren de las DCs plasmocitoides, entre otras cosas porque estas Ultimas expresan muy baja
cantidad de MHCII (24). Finalmente, existe un tercer tipo de DC que aparece en condiciones de
inflamacidn. Bajo estas condiciones, algunos monocitos que se extravasan de la circulacién se
diferencian a DCs, y por eso son llamadas DCs derivadas de monocitos (mo-DCs). Una vez que
la inflamacion se resuelve estas células desaparecen (23). En la figura 4 puede observarse un

esquema que muestra los principales subsets de DC tanto en el ratén como en el humano.
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Figura 1.4. Tipos de DCs presentes tanto en ratéon como en humano. Las DCs de ratén y humano pueden dividirse
en cuatro subsets principales: Xcrl® cDCs, CD11b* cDCs, pDCs y moDCs. En la figura también se muestran los
precursores que dan lugar a estos cuatro subsets asi como otros marcadores alternativos que son usados para
identificarlos. Extraido de (23).

Como se menciond previamente, las DCs constituyen un puente entre la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa. Uno de los motivos por el cual son tan importantes a la hora de
relacionar ambos tipos de inmunidad es debido a su funcién, ya que son las APC mas eficientes
del sistema inmune (27). Esto se refleja, ademas, en que poseen la capacidad unica de activar
a los linfocitos T virgenes.

Las DC se encuentran patrullando el organismo, migrando desde los tejidos a los érganos
linfaticos. Cuando se encuentran con un patdgeno, estas células deben internalizarlo y
procesarlo, para asi poder presentarselo a los linfocitos T e iniciar una respuesta inmune
adecuada. Uno de los procesos fundamentales que se deben llevar a cabo cuando se produce
el reconocimiento del patégeno por la DC, es la maduracién y activacién de dicha célula.

Previo al encuentro con el patégeno, la DC posee un fenotipo inmaduro. Este fenotipo se
caracteriza por una baja expresidn en la superficie de la célula de moléculas del MHCII y
moléculas coestimuladoras (CD80, CD86 y CD40) (23). En cuanto a la morfologia, las células
inmaduras poseen prolongaciones mas cortas. En respuesta a la activacion por una infeccion,
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una injuria o una vacunacién, las DCs ejecutan un programa de maduracién y activacién que
las hace capaces de inducir la expansién clonal de los linfocitos T antigeno-especificos y su
consecuente diferenciacion a linfocitos T efectores (23).

La maduracién y activacion de la DC lleva a un aumento en la expresién en la membrana de
MHCII y moléculas coestimuladoras, sus dendritas aumentan de tamafio y la célula adquiere
una forma mas estrellada. Ademas, poseen la capacidad de secretar citoquinas que
determinan la activaciéon diferencial de los linfocitos T (23). En cuanto a la funcion especifica,
las DCs maduras se encuentran especializadas en procesar y presentar antigenos, mientras que
las DCs inmaduras se encuentran especializadas en capturar antigenos.

Caracteristicas de las DCs en el higado murino

El higado estd expuesto continuamente a antigenos derivados de los alimentos, por lo cual
debe mantener un ambiente tolerogénico para no desarrollar respuestas inmunes frente a
cada antigeno alimentario (28). Por este motivo, algunos patégenos hepaticos como el virus de
la hepatitis C (HCV) o el parasito de la malaria generan infecciones persistentes en el higado
(29). F. hepatica también podria considerarse como un patégeno que afecta de manera cronica
al higado.

Dado estos antecedentes, se cree que el higado posee DCs que se encuentran patrullando el
tejido. Las mismas son DCs residentes en el higado que expresan la molécula CD103. Se vio que
estas DCs CD103" juegan un rol critico en el establecimiento de respuestas T CD8" éptimas, ya
gue poseen una capacidad superior de procesar y presentar antigenos derivados de virus.
También se observd que estas DCs que activan a los linfocitos T CD8" no egresan hacia otros
érganos como los linfonodos, por lo que activan a los linfocitos in situ (30).

Como se explicé anteriormente, F. hepatica es un parasito que infecta el higado de diferentes
mamiferos. Por lo tanto, es interesante la existencia de estas DCs residentes en el higado, ya
que podrian contactar con alguna estructura del parasito e iniciar respuestas inmunes para
combatirlo. En este sentido, en esta tesina se estudid la presencia de DCs en el higado que
expresaban el marcador CD11c" en higados de ratones infectados con F. hepatica y en higados
de ratones no infectados (naive). También se buscé la presencia de otros marcadores en estas
DCs hepaticas, como MGL2 y F4/80.

Activacion de linfocitos T y diferenciacion hacia diferentes subtipos efectores

En una primera instancia, las DCs reconocen estructuras de los patdégenos que no estdn
presentes en las células del huésped. Estas estructuras se conocen como patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs). El reconocimiento de los PAMPs se da por receptores que son
llamados receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) y pueden encontrarse en la
membrana plasmatica de la DC, en su membrana endosomal, o en el citosol. También pueden
ser secretados. La familia de PRRs cldsicamente mas estudiada en la DC son los receptores de
tipo Toll (TLRs) (20). Existe otro tipo de receptores que han cobrado gran interés en la
investigacion actual y son los receptores lectina tipo C (CLRs). Este término hace referencia a
un grupo de proteinas que reconocen y unen carbohidratos (lectinas) en forma dependiente
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de calcio (31). Las DCs expresan una gran variedad de CLRs en su membrana plasmatica. Los
mismos son capaces de reconocer carbohidratos derivados de moléculas de origen viral,
bacteriano, fungico o parasitario. Estos receptores poseen ademads la funcién de adhesidn
celular entre las DCs y células endoteliales o linfocitos T (32).

Una vez que el PAMP es reconocido, las DCs se activan presentando las caracteristicas
descritas anteriormente y migran desde el sitio donde reconocieron el PAMP hasta los érganos
linfaticos secundarios, donde completan su maduracién. La molécula microbiana reconocida
sufre un proceso de protedlisis mediante el cual terminan generandose péptidos lineales de
tamanfio variable, que se unirdn a moléculas del MHC de clase | y Il, dependiendo de que la
molécula patdégena sea intracelular o extracelular, respectivamente. También pueden
presentarse moléculas patdgenas extracelulares en moléculas del MHCI por un proceso
llamado presentacion cruzada.

Todas las células nucleadas pueden expresar péptidos microbianos unidos a moléculas del
MHCI, mientras que sélo las APC pueden presentar péptidos unidos a moléculas del MHCII.
Esto significa que todas las células nucleadas del organismo pueden responder a una infeccion
intracelular por un virus, por ejemplo (20).

Tabla 1.2. Tipos de células T efectoras con sus correspondientes funciones. Extraido de (22).

Célutas T CD8 Células T,1CD4 Célutas T2 CD4 Células T,17 CD4
citotoxicas
Tipos de células T efectoras
Activacion de
principales uncionesenla || ||| macrdlagos inectados ||| A% 5503k B intensificacin Supresidin e
Tespuesta inmunitaria Infectadas por virus Ayud‘a alas celulas B |1y ermoe en especial 02 |a respuesta respuestas de
adaptativa para la produccion el cambio a IgE e neutrofilos células T
de anticuerpo
Microorganismes que
Virus (p. ep persisten en vesiculas Bacterias
influenza, rabia, de macrofagos (p. ej. g1
Z{",‘e“gﬁ?uﬁm“" Bio viruela boving) micobacterias, Listeriz, Helmintos ; '?“'a;;;ggla
Algunas bacterias Leishmania donovan, P- el;nrarr" )
intracelulare: B cystis caning) i
Bacterias extracelulares |

En esta instancia, es importante aclarar que existen dos poblaciones mayoritarias de linfocitos
T. Una de ellas posee la molécula CD4 en su membrana y la otra posee la molécula CD8. Dichas
moléculas actian como co-receptores del MHC. Los linfocitos T CD8" reconocen complejos
MHCl-péptido y se diferencian a LTCs, que son capaces de matar directamente a células
infectada por virus, o células tumorales. Los linfocitos T CD4" reconocen complejos MHCII-
péptidos en la superficie de una APC y se diferencian a diferentes poblaciones efectoras, cada
una con una determinada funcidn (20).
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El tipo de patdégeno que invade el organismo va a activar diferentes tipos de receptores de la
inmunidad innata, los cuales por diferentes vias de sefializacién determinardn que la célula
produzca ciertas citoquinas. Este perfil de citoquinas decidird qué tipo de respuesta inmune
adaptativa se pondrd en marcha, con la consecuente produccién de diferentes subtipos
efectores de linfocitos T, que serdn adecuados para combatir diferentes tipos de infecciones
(22).

TGFB IL-10 JGFB

IFNy L4 IL-17 TGFB IL-10 TGFB
IL-5 IL-21 IL-10 IL-10
IL-13 1IL-22

Figura 1.5. Diferenciacion de linfocitos T hacia diferentes subtipos efectores. A partir de los linfocitos T CD4" virgenes
se generan diferentes subtipos de linfocitos T efectores, segun el perfil de citoquinas producido por la DC. Extraido de
www.ijmr.org.in/showBackIssue.asp?issn=0971-5916;year=2013;volume=138;issue=5;month=November.

Inmunomodulacion por pardsitos helmintos

Los parasitos helmintos co-evolucionaron con el sistema inmune de los vertebrados. Esto les
permitid desarrollar estrategias para sobrevivir dentro del hospedero (33). De hecho, las
infecciones por estos pardsitos representan un gran desafio para el sistema inmune,
principalmente debido a dos aspectos. El primero refiere al tamafio fisico de estos parasitos,
que hace imposible que puedan ser eliminados simplemente mediante un proceso de
fagocitosis. Segundo, los helmintos tienen la capacidad de producir moléculas
inmunomoduladoras que son directamente supresoras o confieren a algunas células de la
inmunidad innata y adaptativa una funcién reguladora (34), favoreciendo la sobrevida del
pardasito.

Los helmintos son considerados como el patdégeno paradigmatico en generar una respuesta de
tipo Th2, a partir de la produccion de IL-4 (34). Esta respuesta de tipo Th2, en el caso de la gran
mayoria de los helmintos, es en realidad una respuesta de tipo Th2 “modificada”, que se
acompafia de la produccion de IL-10 y TGF-B, ademas de la produccidn de IL-5 e IL-13 que son
citoquinas cldsicas de la respuesta de tipo Th2. La misma también suprime las respuestas
inflamatorias, generando una mayor susceptibilidad a que el hospedero contraiga infecciones
gue se combaten con una respuesta tipo Th1 (38). En este sentido, se vio que la infeccién por
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F. hepatica se encuentra asociada con un aumento de la susceptibilidad en las infecciones por
Salmonella dublin o Bordetella pertussis. Ademds, se reportd que la fasciolosis reduce la
capacidad predictiva de un test para la tuberculosis bovina que se basa en la produccién de
IFN-y (39,40).

Los linfocitos Th2 producen una respuesta inmune anti-helmintica no efectiva a través de la
produccién de citoquinas caracteristicas nombradas anteriormente, que dirigen y activan otro
tipo de células. La IL-4 se une tanto al receptor de IL-4 como al de la IL-13 resultando en la
activacion del factor de transcripcién STAT-6. La IL-4 lleva al cambio de isotipo en los linfocitos
B, resultando en la produccién de inmunoglobulinas 1gG1 especificas para el parasito e IgE.
Algunas células como los basodfilos, mastocitos y eosinéfilos expresan el receptor para Igk
(FceR), y son activados cuando se unen a este isotipo de anticuerpo. Esta activacidn provoca la
expulsiéon del contenido de los granulos de estas células, los cuales poseen sustancias que son
capaces de degradar la pared tisular del parasito (41).

La IL-4 y también la IL-13 promueven la activacién alternativa de los macréfagos, generando
macréfagos M2. Los mismos son muy importantes en una infeccién por helmintos ya que
secretan una gran cantidad de compuestos anti-helminticos que disminuyen la sobrevida del
parasito (42). Otra funcion a destacar de los macréfagos M2 es la reparacidn tisular que llevan
a cabo debido al dafio producido por el parasito al migrar.

Los helmintos, o los productos que ellos producen, pueden interferir con el proceso de
presentacidon de antigeno a los linfocitos T por parte de las DCs, confiriéndoles un fenotipo y/o
funciones anérgicas o tolerogénicas. Esto puede prevenir el desarrollo de respuestas tipo Th1,
Th17 inflamatorias o también Th2 inflamatorias (por ejemplo en el caso de las alergias) (36). En
efecto, se ha demostrado que tanto DCs humanas como de ratén cultivadas con el antigeno
soluble de huevos del parasito helminto Schistosoma mansoni adquieren un fenotipo semi-
maduro, asociado a una menor expresion de marcadores de maduracién y a la induccidn de
respuestas de tipo Th2 (37). Por otro lado, se evidenci6 que la molécula
Lysophosphatidylserina de S. mansoni interacciona con las DCs via TLR2 y promueve la
diferenciacidon hacia linfocitos Treg productores de IL-10 (44). En el caso especifico de F.
hepatica, se vio que las DCs que maduran en presencia de los productos de
excrecidon/secrecion de este parasito adquieren un fenotipo semi-maduro que promueve la
diferenciacion de las células T hacia un fenotipo Th2/Treg (43).

Asimismo, un modelo de infeccién helmintica con el parasito Heligmosomoides polygyrus
demostré que la infeccidn por dicho parasito expande un fenotipo inusual de DCs, que son las
CD11c"¥ €D103,, que llevan preferentemente a la induccién de Treg a partir de linfocitos T
naive, mientras que hay una reduccién de DCs CD8a" que son las que se ocupan de viajar entre
el epitelio y las mucosas a los nddulos linfaticos secundarios, presentando antigenos y
promoviendo las respuestas inmunes (42).

La capacidad de inducir respuestas Th2/Treg por parte de los helmintos ha quedado bien
evidenciada por diferentes estudios que demostraron que la infeccién por algunos pardsitos
helmintos reduce los sintomas de muchas enfermedades autoinmunes y alergias en modelos
animales (45). Una de las primeras evidencias experimentales fue reportada en ratas
infectadas con el parasito Symphacia obvelata, el cual mejora los sintomas de artritis inducida
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por el adyuvante de Freund (46). También se ha visto que la infeccién por S. mansoni
disminuye los sintomas de la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), un modelo
murino de esclerosis multiple humana (47). En el caso particular de F. hepatica, estudios
recientes demostraron que la infeccién por este parasito también disminuye los sintoma de la
EAE, mediante un mecanismo TGF-B dependiente (48). Otros estudios informan que la IL-33
también juega un papel importante a la hora de disminuir los sintomas de las enfermedades
autoinmunes (49).

En resumen, la infeccidén por pardsitos helmintos produce una respuesta inmune de tipo Th2
modificada, determinada por la induccién de DCs con un fenotipo semi-maduro o
tolerogénico. Las mismas llevan a la produccién de linfocitos Th2 y Tregs, que producen
moléculas que inhiben el desarrollo de respuestas tipo Thl y Th17. Como consecuencia, las
infecciones por este tipo de parasitos podrian disminuir los sintomas de alergias vy
enfermedades autoinmunes, pero al mismo tiempo aumentar la susceptibilidad a infecciones
por bacterias intracelulares y otros patdégenos que requieren respuestas inmunes de tipo Thl.

Expresion de marcadores en la DC durante la infeccion por F. hepatica

Como se informé en la seccion anterior, las DCs sufren un proceso de inmunomodulacion
frente a la infeccidon por F. hepatica, que se ve reflejado entre otras cosas por una disminucién
en marcadores de activacién como CD80, CD86 y MHCII y en la produccion de citoquinas como
IL-10 y TGF-B (38). Ademas, el efecto inmunomodulador sobre las DCs ha sido informado en
varios trabajos, los cuales mostraron que componentes de F. hepatica pueden modular la
maduracién de DCs y su funcién in vitro (42, 54).

Estudios previos de nuestro laboratorio realizados por Rodriguez et al se enfocaron en
estudiar de una forma mas exhaustiva la inmunomodulacidn de las DCs por F. hepatica. Las
mismas fueron estudiadas in vivo durante la infeccién parasitaria tanto en bazo como en
cavidad peritoneal de animales infectados. En primer lugar, se observd que luego de la
infeccidn se produjo un reclutamiento de células en el bazo y en la cavidad peritoneal de los
animales infectados, que aumentaba a lo largo del tiempo. Dentro de los esplenocitos y células
del PEC totales que se reclutaron, se vio que las DCs (que en este trabajo fueron definidas
como CD11c"/F4/80 ) también aumentaban a lo largo del tiempo (55).

En lo que refiere a la expresién de la molécula de MHCII, en el trabajo publicado por Rodriguez
et al pudo constatarse mediante la técnica de citometria de flujo que, a pesar de que todas las
DCs expresaban MHCII, dicha expresion se encontraba disminuida. De hecho, esta disminucion
fue bastante marcada en las DCs esplénicas, observandose un 50% menos en la expresion de
MHCII de superficie desde la primera semana de infeccién. Ademas de la disminucién en
MHCII, también se vio reducida la expresién de CD40. La disminucion en la expresion de MHCII
tanto en las DCs del bazo como del peritoneo iba acompanada de un aumento de DCs
productoras de IL-10 tanto en el bazo como en la cavidad peritoneal (55).

En cuanto a los macréfagos, definidos como células F4/80" CD11c se vio que también eran
reclutados en el bazo y en el peritoneo tras la infeccidn, pero a diferencia de las DCs, la
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expresion de MHCII no se vio reducida sino que, en el caso de los macrofagos del peritoneo,
dicha expresion aumentaba. También se vio aumentada la cantidad de macréfagos
productores de IL-10 tanto en el bazo como en la cavidad peritoneal (55).

En la presente tesina se buscd, por una parte, profundizar en los mecanismos moleculares que
pueden explicar esta significativa disminucién de la expresién de MHCIl membranario. Por otro
lado, también desarrollamos la técnica de evaluacion de DCs por microscopia, a modo de
completar la caracterizacion realizada en nuestro laboratorio. A continuacién, se detallan
aspectos relevantes a estos objetivos.

MHCII y moléculas asociadas con su sintesis, endocitosis, expresiéon y
degradacion

Los antecedentes antes mencionados acerca de la disminucién en la expresién de la molécula
de MHCII en las DCs de animales infectados con F. hepatica, abre la posibilidad de pensar en la
siguiente pregunta: ¢Cudl es el mecanismo por el cual disminuye la expresion membranaria de
MHCII en las DCs? é¢La molécula de MHCIlI es degradada o directamente disminuye su
transcripcidn a nivel del genoma? También existe la hipdtesis de que el MHCII disminuya en los
animales infectados por un mecanismo de endocitosis, el cual podria encontrarse aumentado
en las DCs.

Para responder estas preguntas primero es necesario realizar una revisiéon acerca de la
molécula de MHCII en si misma, asi como de los factores de transcripcién que regulan su
expresién y las moléculas que estdn encargadas de su degradacién en las DCs.

Las moléculas del MHCII son una familia de receptores celulares de superficie. Cada molécula
es un heterodimero compuesto por dos cadenas, a y B. Cada cadena posee dos dominios,
siendo los que se encuentran mds cerca de la membrana plasmatica los dominios a2 y B2 y los
gue se encuentran mas lejos de la membrana los dominios al y B1. A su vez, estos dominios
forman lo que se conoce como la hendidura de unién al péptido, y es el sitio donde se
encuentra la mayor variabilidad aminoacidica permitiendo que la molécula pueda unirse a una
gran variedad de péptidos derivados de patégenos (20).
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Figura 1.6. Estructura de la molécula de MHCIl. Se muestran las cadenas a y B con sus dos dominios
correspondientes. También puede observarse el surco de union al péptido, formada por los dominios al y B1.
Extraido y modificado de (56).

Generalmente son expresadas soélo por APCs, como DCs, macrofagos y linfocitos B. La
expresion constitutiva del MHCII estd restringida a estos tipos celulares y su expresién
membranaria puede ser inducida luego de la exposicién a ciertas citoquinas como IFN-y,
siendo esta ultima la mas potente en incrementar la expresién génica de MHCII (56).

La molécula del MHCII juega un rol central en el desarrollo de la inmunidad adaptativa ya que
los péptidos inmunodominantes procecedentes de antigenos son presentados a linfocitos T
que expresan la molécula CD4. Las cadenas a y B se ensamblan en el reticulo endopldsmico
(RE) junto con una cadena invariable (J) formando complejos, los cuales salen del RE y siguen la
via secretoria del Golgi. El sistema endosomal-lisosomal se funde con el Golgi y la cadena
invariable es degradada dejando un pequefio fragmento, CLIP. El mismo se intercambia con el
péptido antigénico. Cuando se tiene el complejo completo MHCII-péptido, es expresado de
forma estable en la membrana celular (57).
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Figura 1.7. Via de presentacion antigénica. La molécula de MHCII se sintetiza en el RE, y luego es transportada
mediante vesiculas al compartimento endosomal, donde se une con los péptidos procesados derivados de
patdgenos. Finalmente, el complejo MHCII-péptido es expresado en la membrana celular. Extraido de (20).

La expresion tanto constitutiva como inducible de MHCIl se encuentra regulada a nivel
transcripcional por el factor de transcripcion transactivador del complejo mayor de
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histocompatibilidad de clase Il (CIITA) (56). CIITA también regula la expresion génica de MHCI.
Aunque esta molécula fue primariamente caracterizada como un regulador transcripcional de
los genes de MHC, también regula la transcripcién de mds de 60 genes inmunolégicamente
importantes, como la IL-4 o la IL-10 (61). Todos los genes relacionados al MHCII poseen un
motivo promotor conservado S-Y [54]. Se vio que defectos en CIITA llevan a una
inmunodeficiencia fatal (59). CIITA no se une directamente al ADN, sino que ejerce un efecto
transactivador a través de interacciones proteina-proteina con otros factores transcripcionales
que si se unen directamente al promotor S-Y (56). Existen evidencias que indican que CIITA es
un factor importante para permitir la apertura de la cromatina en el sitio de los promotores
del MHCIl y lo hace mediante efectos directos sobre la estructura de la cromatina o reclutando
factores remodeladores (60).

Se han realizado estudios in vitro que indican que el factor de transcripcion CIITA podria jugar
un rol importante a la hora de disminuir la expresién del MHCII en otras infecciones, tanto por
pardsitos como por bacterias y virus. Por ejemplo, se vio que en una infeccién in vitro de
células THP-1 y monocitos humanos con la bacteria Brucella abortus, los niveles de MHCII
disminuian. Cuando se investigaron las causas de esta disminucidn, se observé que la misma
era dependiente de IL-6. Esta citoquina provoca una reduccion en la transcripcion de CIITA, lo
gue a su vez genera una disminucidn tanto en los niveles de ARNm como en los de proteina de
MHCII (62). Otros estudios demostraron que la molécula Rv1016¢ que se encuentra asociada a
la pared de Mycobacterium tuberculosis inhibe la expresion de CIITA, lo cual disminuye la
expresion de MHCII (63).

La disminucién en la expresion del MHCII también se observd en infecciones virales. En ese
caso, se pudo determinar que la infeccion por citomegalovirus murino en macréfagos resulta
en una disminuciéon de la expresién de moléculas del MHCII en la superficie de la célula. Esta
disminucién es mediada por la produccién de IL-10. Esta citoquina afecta la exocitosis y el
reciclado de proteinas, generando asi dicha reduccién de MHCII (64).

Uno de los mecanismos descubiertos mediante el cual puede disminuir la expresiéon de MHCII
en la superficie celular es la ubiquitinacién. Por ejemplo, en el trabajo publicado por van Niel et
al se reportd que, en las DCs inmaduras, la cadena B del MHCII es oligoubiquitinada luego de la
degradacion de la cadena invariable J en los lisosomas. Parece ser que esta sefial de
ubiquitinacién dirige al MHCII al proteasoma para su degradacion impidiendo que dicha
molécula se exprese en la membrana. La ubiquitinacidén se encuentra inhibida en las DCs
maduras, permitiendo que el MHCII se exprese en la membrana normalmente y presente los
péptidos antigénicos a los linfocitos T. También se vio que la ubiquitinacion es fundamental
para la endocitosis del MHCII en las DCs inmaduras (65).

La ubiquitinacion es llevada a cabo por una serie de moléculas denominadas MARCH
(Membrane-Associated Ringfinger CH). En la DC, la principal es MARCH1. Dicha molécula es
una E3 ubiquitina ligasa que lleva a cabo no solo la ubiquitinaciéon del MHCII sino también de
CD86 en DCs. Esta ubiquitinacion, como se menciond anteriormente, promueve la endocitosis,
transporte lisosomal y degradacion (66 — 69). La funcion de MARCH1 ha sido estudiada
fundamentalmente en modelos de DCs in vitro. Se vio que cuando las DCs se exponen a un
estimulo de maduracion, la expresion de MARCH1 se inhibe (67). Esto lleva a un aumento en la

22



membrana de MHCIl y CD86. Por otra parte, cuando las DCs se exponen a una citoquina como
IL-10, la expresion de MARCH1 aumenta, disminuyendo la de MHCII (68).

Without IL-10 With IL-10
MHCII-péptido
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Figura 1.8. Via de reciclado y degradacion del complejo MHCIl-péptido por MARCH1. Cuando IL-10 no esta
presente, el complejo MHCII-péptido se endocita para luego reciclarse nuevamente a la membrana plasmatica. En
presencia de IL-10, la misma se une a su receptor en la superficie celular y activa la transcripcion del gen de
MARCH1. Dicha molécula se une a la membrana de los endosomas y agrega residuos de ubiquitina al complejo
MHCII-péptido, el cual se dirige al lisosoma donde es degradado por proteasas. Extraido de Oncoimmunology
1(6):908-916 - September 2012

En la presente tesis se profundizé en los mecanismos moleculares por los cuales F. hepatica
conduce a la disminucién en la expresién de MHCII de superficie por las DCs. Para ello, se
evalud la expresion génica por real-time PCR de MHCII, MHCI, CIITA y MARCH1 en DCs de
animales infectados y se comparo con la expresidn en animales naive no infectados. Se podria
hipotetizar que los menores niveles de MHCII en la superficie de las DCs estan relacionados
con: i) Un nivel de expresién menor en los animales infectados que en los naive. ii) Una menor
expresion de CIITA en DC de animales infectados; o iii) altos niveles de expresidn y/o actividad
de MARCH1 en DCs de animales infectados que podria promover la degradacion de MHCIL.
Ademas del estudio mediante real time PCR, se realizd un abordaje del estudio de la
endocitosis del MHCII, lo cual podria explicar también una disminucién del MHCII de superficie.
Con este fin se analizé por microscopia la endocitosis llevada a cabo por DCs provenientes de
animales infectados y se las compard con los animales naive.

MGL

Durante el transcurso de la caracterizacion del fenotipo y funcién de las DCs de animales
infectados con F. hepatica, nuestro grupo de investigacion identificd que las mismas expresan
altos niveles de MGL, del inglés Macrophage Gal/GalNAc lectin (76). La molécula MGL es un
receptor tipo lectina C que reconoce especificamente la terminal glucidica de las proteinas
Gal/GalNAc. Se expresa tanto en DCs como en macréfagos y participa en el reconocimiento de
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estructuras presentes en patégenos. Una vez reconocidas, este receptor puede modular la
funcién de la APC haciendo que esta produzca cierto tipo de citoquinas, que determinara el
tipo de respuesta adaptativa (70), a través de la modulacién de la DC.

En humanos existe una sola variedad de MGL (hMGL) pero en ratén existen dos isoformas,
mMGL1 y mMGL2. Las mismas poseen diferencias de especificidad en su ligando. Mientras que
MMGL1 reconoce GalNAc en estructuras complejas como los antigenos Lewis* y Lewis® ,
MMGL2 reconoce GalNAc en estructuras mas simples como el antigeno Tn (GalNAc-Ser/Thr) o
el antigeno TF (Gal-GalNAc-Ser/Thr). Esta Ultima isoforma de MGL es la que posee una
especificidad similar al MGL humano (71).

Se ha reportado en varios estudios que MGL estaria involucrado en procesos de
inmunomodulacién interaccionando con residuos glucidicos de los patdgenos (65). Algunos de
estos reportes indican que MGL posee efectos reguladores de la respuesta inmune,
potenciando la activacién de linfocitos T CD4" o CD8*. También se vio que influye en la
maduracién de las DCs, haciendo que estas produzcan determinadas citoquinas reguladoras
(72).

Un ejemplo mediante el cual puede evidenciarse el efecto inmunomodulador de MGL sobre las
DCs lo constituye la interaccion entre el MGL y el antigeno Tn. El mismo es expresado sobre la
molécula de membrana CD45 en células T efectoras humanas. La activacion de las células T
humanas se acompafia de un cambio en la glicosilacion. Esto lleva a la expresion del antigeno
Tn, el cual es reconocido por MGL (73). Esta interaccion MGL-Tn en células T efectoras conduce
a una disminucion de su actividad fosfatasa, lo que lleva a una disminucidn en la proliferacién y
eventualmente a la apoptosis de las células T (73).

Haciendo énfasis en la caracteristica inmunomoduladora de MGL nombrada anteriormente, se
observé que MGL podria estar involucrado en la retencion de DCs inmaduras, ya que al
blogquear MGL con un anticuerpo especifico, la migracion de DCs mejord (74). Ademas, se vio
que las DCs MGL" condicionadas con ligandos de dicho receptor, adoptan un fenotipo
tolerogénico que dirige la diferenciacion de células T a linfocitos supresores Trl productores
de IL-10, de forma MGL-dependiente (75).

En trabajos realizados en nuestro laboratorio, se observé que el MGL humano reconoce el
antigeno Tn que estd presente en el extracto total de F. hepatica. Ademas, se vio que las
células CD11c* MGL2" producen una alta cantidad de citoquinas reguladoras como IL-10, TNF-a
y TGF-B, sugiriendo un potencial rol regulador de estas células durante la infeccién (76).

Con el fin de obtener mas informacion acerca de la infeccién por F. hepatica y con los
antecedentes mencionados anteriormente, en la presente tesina se llevd a cabo la
identificacién mediante microscopia de células CD11c” MGL2" tanto en higado como en células
de la cavidad peritoneal de ratones infectados y no infectados (naive). Ademds, también se
buscé la presencia de células F4/80" MGL2".

24



Objetivo General

El objetivo general de esta tesina fue continuar con la caracterizaciéon de las células CD11c" en
la infeccion por F. hepatica en ratones, basandonos en los resultados obtenidos por nuestro
grupo de investigacidn. Con este fin, se estudiaron células CD11c" a dos niveles:

- i) Expresién de MGL2, a través de la evaluacion de la presencia de células CD11c"
MGL2"y F4/80" MGL2" en el higado de ratones infectados y naive, asi como en el
exudado de la cavidad peritoneal (PEC).

- ii) Mecanismos moleculares de la expresidon disminuida de MHCIl de superficie, a
través del estudio de la expresidn génica de las moléculas del MHC de DCs de animales
infectados y naive, asi como de algunas moléculas que tienen un papel en su
regulaciéon como CIITA y MARCH1.

Objetivos Especificos

Los objetivos especificos de este trabajo fueron los siguientes:

- Conocer con mayor detalle las caracteristicas histolégicas del higado murino durante la
infecciéon, como zonas necrosadas, presencia de infiltrados, zonas donde permanece
tejido normal, etc.

- ldentificar la presencia de células CD11c" en el tejido hepatico en animales infectados
y correlacionarlo con la presencia de otros marcadores como MGL2 y F4/80.

- ldentificar células MGL2" en la cavidad peritoneal de animales infectados.

- Evaluar la expresién de la molécula de MHCII en células CD11c" provenientes de la
cavidad peritoneal de animales infectados mediante diferentes técnicas: qRT-PCR,
citometria de flujo, microscopia.

- Evaluar la expresién génica de moléculas que pueden regular la expresién de MHCII,
como CIITA y MARCH1, en células CD11c" provenientes de la cavidad peritoneal de

animales infectados.

- Analizar la endocitosis de MHCIl en células CD11c" provenientes de la cavidad
peritoneal de animales infectados.
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2. Materiales y Métodos

Modelo murino de infeccion por F. hepatica

Para la realizaciéon de este trabajo se contaba con un modelo de infecciébn murina por F.
hepatica puesto a punto y caracterizado en nuestro laboratorio. En dicho modelo se utilizaron
ratones BALB/c de 6 a 8 semanas de edad. Los ratones fueron adquiridos en la Divisidn de
Laboratorios Veterinarios (DILAVE) del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca. Estos
fueron mantenidos en la Unidad de Reactivos para Biomodelos de Experimentacion (URBE -
Facultad de Medicina), en un ambiente controlado, con temperatura entre 19 y 21°C y ciclos
de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Los animales fueron alojados en jaulas con filtro y
recibieron agua y racion estéril, administradas en condiciones ad libitum. Todos los
experimentos animales fueron aprobados por la Comisién Honoraria de Experimentacidn
Animal (CHEA, UdelaR, Protocolos No. 071140-001822-11 y 071140-000143-12).

Grupos de 5 ratones BALB/c fueron infectados con 10 metacercarias de F. hepatica. Luego de 3
semanas de infeccién se obtuvieron las células del exudado peritoneal (PECs, de la sigla en
inglés Peritoneal exudate cells), el bazo y el higado.

Obtencion de suspensiones celulares de PEC y bazo

Los PECs fueron obtenidos mediante lavado de la cavidad peritoneal con 5 mL de Buffer
Fosfato Salino (PBS) previamente enfriado, como ya ha sido descrito por nuestro grupo (55). En
el caso de los PECs, se mantuvieron en hielo y luego se procedid a la purificacidon de células
CD11c" como se indica mas adelante. Por otro lado, los higados fueron congelados en
Polyfreeze (Sigma).

Las células CD11c" fueron purificadas a partir de PEC de animales infectados y naive. Como los
animales naive poseen muy poca cantidad de células CD11c" en la cavidad peritoneal, también
purificamos a partir de bazo. Los bazos extraidos de animales naive se cortaron en pequefios
trozos y se incubaron con 2,5 ml de medio de disociacion (kit EasySep Mouse CD11c Positive
Selection de StemCell Technologies) por 30 minutos a 37°C. Luego se agrego 50 plL de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,5 M y se incubaron 5 minutos adicionales a 37°C. Pasado
este tiempo los trozos de bazo se disgregaron mecdnicamente y fueron transferidos a un tubo.
Con el objetivo de lisar los glébulos rojos, las células fueron incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente con 1 ml de buffer de lisis que contiene 8,3 g/L de cloruro de amonio
en 0,01 M de buffer Tris-HCI pH 7,5 (Sigma). Luego las mismas fueron lavadas con 10 ml de PBS
y centrifugadas a 300 x g por 10 minutos. Una vez descartado el sobrenadante, se realizaron
dos lavados adicionales con PBS. Por otro lado, los PECs extraidos fueron centrifugados a 300 x
g por 10 minutos y lavados dos veces con PBS. Finalmente, ambas suspensiones celulares
fueron resuspendidas en 1 ml de PBS. Para determinar la concentracién celular, las células
fueron contadas al microscopio utilizando un hemocitdmetro. Se contaron solamente las
células viables mediante el método de exclusidn con Trypan blue.
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Purificacion de células CD11c”

Las células CD11c" fueron purificadas a partir de PECs y bazos utilizando el kit de purificacién
EasySep Mouse CD11lc Positive Selection de StemCell Technologies. Las células obtenidas
provenientes de suspensiones celulares de PEC y bazo fueron resuspendidas en PBS
conteniendo suero fetal bovino al 2% y 1 mM de EDTA (medio recomendado, MR), a una
concentracion de 1x10® cél/ml. Esta suspension celular se transfirié luego a tubos de
purificacién. Posteriormente, se agregd suero de rata a 50 plL/ml de células, segun
recomendaciones del proveedor. Luego se prepard un cocktail de purificacion con 25 uL/ml del
reactivo A y 25 pL/ml del reactivo B. Se dejoé reposar este cocktail durante 5 minutos y
seguidamente se lo agregd a la suspension celular, incubdndolo 15 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, se incubd con las particulas mangnéticas a 50 uL/ml durante 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se adiciond la cantidad necesaria de MR
para llegar a 2,5 ml y se colocd el tubo sin tapa en el imadn durante 5 minutos. Luego se
descarté el liquido sin dejar caer la Ultima gota. Se repitid este procedimiento 3 veces mas.
Finalmente, las células fueron resuspendidas en 1 ml de MR y contadas por medio de un
hemocitometro. La purificacion resultd en todos los casos ser mayor al 90% de pureza
evaluado por citometria de flujo. En el caso de analisis por gRT-PCR se las resuspendié en 100
pL de Trizol o Tri-reagent.

Congelamiento de higados

Los higados de los ratones BALB/c fueron obtenidos luego de 3 semanas de infeccién con 5
metacercarias y mantenidos en PBS. También se obtuvieron higados de animales sin infectar
(control). Posteriormente, fueron colocados en canastas de aluminio, donde se les agregd
PolyFreeze (Sigma) hasta cubrir por completo el higado. Finalmente fueron sumergidos en
nitrégeno liquido a -196 °C. Una vez que se formé el bloque congelado, los mismos fueron
mantenidos a -80°C hasta su utilizacidn.

Obtencion de cortes histoldégicos de higado para inmunofluorescencia

Los cortes histoldgicos de higado se obtuvieron utilizando un cridstato Leica CM 1850 UV. Su
espesor fue de 8 um. Para tomar los cortes se utilizaron laminas silanizadas.

Andlisis por microscopia

Con el fin de identificar las células CD11c" en el higado de animales infectados con F. hepatica,
se realizaron estudios de inmunofluorescencia por microscopia utilizando cortes de higados de
8 um que fueron obtenidos como se indicé previamente. También se realizaron las mismas
tinciones en higados control sin infectar. Los cortes fueron fijados con acetona a -20 °C por 10
minutos. Luego se realizé un lavado de unos pocos segundos y se continud con 3 lavados de 5
minutos. Todos los lavados se realizaron con PBS. Seguidamente se bloqued el tejido previo a
colocar los anticuerpos. Dicho bloqueo fue realizado con una solucién de BSA (Seroalbumina

27



bovina) al 5% mds suero de rata al 3%, por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se realizaron
3 lavados de 10 minutos.

Los anticuerpos utilizados fueron de la marca Biolegend (CA, USA). A continuacién, se indican
los anticuerpos utilizados en esta seccion:

Tabla 2.1: Anticuerpos especificos contra moléculas murinas utilizadas en el analisis por
microscopia.

Especificidad Clon Marcacion Concentracion utilizada
CD11c NA18 APC 3,3 pg/ml
mMGL2 1468 PE 0,8 pg/ml
F4/80 BM3 APC 1 pg/ml

Los anticuerpos se incubaron toda la noche a 4°C en las concentraciones indicadas en la tabla
2.1. Las diluciones se realizaron en PBS conteniendo BSA al 0,5% y Azida de Sodio al 0,01%.
Luego se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS. Para poder visualizar los nucleos, se
llevd a cabo una contra-tincion con 4’,6-Diamidine-2’-phenylindole dihydrochloride (DAPI) a
5,7 UM incubando los tejidos por 5 minutos. Finalmente se realizaron 3 lavados de 10 minutos
con PBS.

Previo a la busqueda de una marca especifica de los anticuerpos detallados en la tabla 3, se
evalué el dafio hepdtico que presentaban los higados de los animales infectados en
comparacién con los higados de animales control o naive y se caracterizé la autofluorescencia
gue poseian ambos higados. Para ello se realizaron los mismos pasos de fijacién y bloqueo,
pero no se agregaron anticuerpos. En su lugar, se incubaron con PBS conteniendo BSA 0,5% y
Azida de Sodio al 0,01% durante toda la noche a 4°C. Luego se realizaron 3 lavados de 10
minutos con PBS. Posteriormente se realizé una tincion con DAPI como se describid
anteriormente.

Finalmente, los cortes fueron montados en medio oleoso utilizando Fluoromount (Sigma) y
mirados inmediatamente con microscopios de epifluorescencia Olympus IX81 y/o confocal
Leica SP5. Para las tinciones de las células del liquido peritoneal, se realizé un procedimiento
similar al descrito para los higados.

Extraccion de ARN, cuantificacion y medida de pureza

El ARN de las células CD11c" purificadas tanto de PECs como de bazo fue obtenido de las
células almacenadas en Tri-reagent o Trizol. En primer lugar, se resuspendieron las células en
500 pL del reactivo Tri-Reagent y se dejaron 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregd 125 ulL de cloroformo, se vortexed por 15 segundos y se incubd 15
minutos a temperatura ambiente. Luego de la incubacion se obtuvieron dos fases. La fase
superior o acuosa se paso a otro eppendorf y se agregd 500 uL de isopropanol por cada mL de
Tri-Reagent utilizado. Se dejé incubar 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd por
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10 minutos a 12000 x g a 4°C. El pellet obtenido corresponde al ARN. El mismo se lavd con 1
ml de etanol 75% (preparado con H,0-DEPC). Se vortexed y se centrifugd a 7500 x g por 5
minutos a 4°C. Se dejé secar el pellet aunque no totalmente. Se resuspendié en 30 uL de H,0-
DEPC previamente calentada a 55°C.

Luego de la extraccion, fue necesario cuantificar el ARN. Dicha cuantificacién se realizé por
espectroscopia, a través de la medida de la absorbancia a 260 nm. También se determind la
pureza del ARN extraido por medio de la relacién entre la absorbancia a 260 nm (que
representa la cantidad de 4cidos nucleicos existentes) y la absorbancia a 280 nm (que
representa la cantidad de proteinas). En el caso del ARN, esta relacidon debe ser mayor a 1,7.
Las medidas de cuantificacién y grado de pureza se realizaron en un equipo Nanodrop.

Sintesis de ADN copia (ADNc)

Para sintetizar el ADNc, se partié del ARN extraido previamente de las células CD11c". En
primer lugar se realizd una mezcla o mix de reaccidon para sintetizar ADNc, que incluye
TransAmp buffer a una concentracion de 5X, la enzima transcriptasa reversa a 200 U/uLy H,0-
DEPC hasta completar 20 pL (segun recomendacion del proveedor). Los voliumenes utilizados
se multiplicaron por la cantidad de muestras que se tenian, y se le agregd una muestra
adicional. Todos los reactivos presentes en la mix pertenecieron al kit Tetro cDNA Synthesis Kit
(Bioline). Una vez preparada dicha mix, se dispensaron 8 pL de la misma en cada tubo. La
cantidad de ARN que se agregd en cada tubo fue de 2 pg/muestra.

Luego, estos tubos se incubaron a 25°C por 10 minutos, seguido de una incubacién a 45°C por
30 minutos. Por ultimo, se realizd una incubacién a 85°C por 5 minutos. El ADNc se almacend a
-20°C o se procedio6 a realizar la gRT-PCR.
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PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)

Se realizd qRT-PCR para determinar la expresion génica de MHCII, MHCI, CIITA y MARCH1 en
células CD11c" de animales infectados y naive. Para ello se utilizaron primers especificos de
dichos genes, los cuales se describen en la tabla 2.2.

Tabla 2.2: Primers especificos utilizados en la presente tesina. Se detalla la
secuencia y la Tm correspondiente utilizada.

Gen Primer Secuencia Tm
MHCII MHCII-F 5'GTG GAT CACTGG GGC TTG 3! 56 °C
MHCII MHCII-R 5'GAC CCA CAA ACA ACC CAA GA3' 56°C
MHCI MHCI-F 5'CGC TGA GGT ATT TCG AGA CC3' 54°C
MHCI MHCI-R 5'AAC TCC GTG TTG TCC ACG TA3' 54°C
CITA CITA-F 5'ACG CTT TCT GGC TGG ATT AGT3' 56°C
CIITA CITA-R 5'TCA ACG CCA GTC TGA CGA AGG3' 56°C
MARCH1 | MARCH1-F | 5'ATG CAC GGA CAA AGC AAT GG3' 58°C
MARCH1 | MARCH1-R | 5'GTG TGA AGT CAC GGG CAATC3' 58°C
GAPDH GAPDH-F 5'CTG AGA ACG GGAAGCTTG TC3' |54°C,56°C,58°C
GAPDH GAPDH-R 5'CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG3' 54°C,56°C,58°C

En primer lugar, se realizé la mix de PCR que contenia SensiFAST SYBR No-ROX a una
concentracién de 1X, 200 nM del primer forward, 200 nM del primer reverse, DMSO al 5% y la
cantidad necesaria de agua para llegar a 20 uL (seguin recomendacién del proveedor). Los
volumenes utilizados se multiplicaron por la cantidad de muestras que se tenian y se le agregd
una muestra adicional. Todos los reactivos de la mix pertenecieron al kit SensiFAST SYBR No-
ROX (Bioline). Luego se dispensd 9 plL de la mix y se colocé 1 uL de ADNc por pocillo. Por cada
juego de primers se realizd un control donde no se colocé ADNc. La gRT-PCR se realizd en un
termociclador Eco lllumina. Previamente fue necesario poner a punto la Tm de los primers,
resultando ser 56°C la Tm de los primers del MHCIl y el CIITA, 58°C la Tm de MARCH1 y 54°C la
Tm de MHCI. El andlisis de datos se realizé con el programa EcoStudy y siempre se utilizé el
gen constitutivo GAPDH para calcular la expresion relativa de los genes antes mencionados,
mediante la ecuacidn:

Expresion Relativa = 272¢9, dénde ACq = Cq de GAPDH — Cq del gen de interés

Andlisis por citometria de flujo

La evaluacidn de la expresién de las moléculas MHCIl y CD11c por las células CD11c" tanto de
animales infectados como naive se llevd a cabo mediante la técnica de citometria de flujo. Para
ello, se dispensaron 200.000 células CD11c" por pocillo en una placa de 96 pocillos y se
lavaron con 200 pL de buffer FACS (2% de suero fetal bovino en PBS y azida de sodio al 0,1%),
centrifugando a 2000 rpm por 2 minutos.
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Luego se realizé la tincidn membranaria de las moléculas de MHCII y CD11c. Para ésto se
incubaron las células durante 30 minutos a 4°C con una mix de los anticuerpos anti-MHCII PE
(clon M5/114.15.2) a una concentracion de 0,1 pg/ml y anti-CD11c PE/Cy7 (clon N418) a una
concentracién de 0,6 pg/ml. Los anticuerpos utilizados fueron de la marca eBioscience y
Biolegend respectivamente. También se incubaron células monomarcadas (controles) con cada
uno de estos anticuerpos y células sin marcar. Posteriormente las células se lavaron dos veces
con buffer FACS y se fijaron con 0,1% de formaldehido en PBS durante 15 minutos a 4°C. Por
ultimo, las células se lavaron dos veces mads con buffer FACS y se resuspendieron con 400 pL de
buffer FACS hasta su analisis, que se realizé con un citémetro de flujo Cyan (Beckman Coulter).

Ensayo de localizacion y endocitosis de la molécula de MHCII

Para evaluar el grado de endocitosis de MHCII por las células CD11c", se incubaron 200.000
células CD11c" por pocillo en una placa de 96 pocillos, junto con el anticuerpo anti-MHCII PE
(clon M5/114.15.2) en una concentracidén de 1 ug/ml por 3 horas a 37°C. Luego se lavaron las
células dos veces en buffer FACS, y se fijaron con formaldehido al 0,1% en PBS por 15 minutos
a 4°C. Finalmente se volvieron a lavar las células dos veces con buffer FACS y se colocaron en
[dminas silanizadas, que fueron dejadas a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron las [dminas con PBS 3
veces por 5 minutos y se colocé DAPI a 5,7 uM. Posteriormente se lavaron nuevamente las
[dminas con PBS 3 veces por 5 minutos, se dejaron secar y se montaron con el reactivo
Fluoroamount. Las laminas se analizaron con el microscopio de epifluorescencia Olympus IX81.
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3. Resultados

Como se explicé previamente, el objetivo de esta tesina consistié en profundizar en la
caracterizacion de las células CD11c" previamente identificadas en nuestro laboratorio. En este
sentido, se plantearon dos preguntas que, si bien ambas colaboran en dicha caracterizacién,
son muy diferentes y no pueden ser tratadas en conjunto. Por este motivo, tanto la seccién
resultados como la seccion discusidn se dividieron en dos partes, en los cuales se trataron
estos dos objetivos separadamente. Las figuras se encuentran al final de la seccidon resultados.

Parte I: Caracterizacion por microscopia de células CD11c" en higado y cavidad peritoneal de
animales infectados

Caracteristicas del higado murino durante la infeccion por F. hepatica

Previo a la identificacion de células en el tejido hepatico utilizando anticuerpos, resultd
necesario conocer las caracteristicas de este tejido durante la infeccién, sobre todo
considerando que esta técnica aun no habia sido abordada en el laboratorio. Para este fin, se
realizaron tinciones de cortes de higado murino de 8 um de espesor tanto de animales
infectados como naive y se tifieron Unicamente con el colorante DAPI para evidenciar los
nucleos celulares. Se tuvo cuidado de seleccionar, dentro de los higados infectados, aquellos
que tuvieran diferente grado de dano. De esta manera, se compard un higado normal, otro
con poco nivel de dafio (+) y por ultimo uno con un nivel de dafio muy alto (+++), segun la tabla
que se muestra (Tabla 3.1). Dichos niveles de dafo fueron adjudicados observando el higado,
luego de que el mismo fuera extraido de los ratones sacrificados.

Tabla 3.1: Grados de dafio en los higados infectados con F. hepatica y sus caracteristicas.

Grado de dafio hepatico Caracteristicas ‘
+ lesiones puntuales en uno de los Iébulos
++ lesiones puntuales en dos o mas Iébulos

+++ lesiones en todo el higado

En la figura 3.1 se observa el tejido hepatico de ratén naive teilido Unicamente con DAPI.
Ademas, se realizaron aumentos de diferentes zonas de este tejido y se mostraron, ademas del
DAPI, los canales PE y FITC sin ningln anticuerpo, para detectar una posible autofluorescencia.
En la figura 3.1A es posible observar la estructura del higado murino normal. En el tejido
hepatico uniforme pueden verse interrupciones que corresponden a los vasos sanguineos que
atraviesan el mismo. No se ven signos de tejido necrosado o dafiado, ni tampoco grandes
infiltrados leucocitarios. Es importante resaltar que evidenciamos algo de autofluorescencia a
las longitudes de onda correspondientes al FITC y al PE (de ahora en mas llamadas “canales de
FITCy PE” respectivamente), ya que se aprecia algo de color en ambos canales.
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Posteriormente, analizamos el tejido proveniente de higados de ratén infectado con un dafo
severo (catalogado como +++ segun tabla 3.1). En la figura 3.2A puede apreciarse claramente
gue existe un cambio en el tejido hepatico debido a la infeccidon por F. hepatica. Pueden
apreciarse una gran cantidad de zonas necrosadas y grandes infiltrados leucocitarios
(marcados con dos y uno, respectivamente). Las zonas de necrosis pudieron identificarse
porque, al estar el tejido muerto también lo estdn las células y el DAPI no puede marcar los
nucleos, viéndose como una gran zona oscura (Figura 3.2B2). Los infiltrados linfocitarios son
distinguibles porque: i) al acumularse una gran cantidad de nucleos tefiidos uno al lado del
otro, se logra una tonalidad mucho mas clara que en el tejido normal; ii) los nucleos de las
células son mas pequeiios y se encuentran mas amontonados; iii) en general se encuentran
asociados a los vasos sanguineos. En lo que refiere a las figuras 3.2C y 3.2D, se puede ver que
el higado infectado también presentd autofluorescencia. De hecho, la autofluorescencia de
una zona de infiltrado es un poco mayor que la del higado normal. Por ultimo, al observar las
figuras 3.2C2 y 3.2D2 correspondientes a la zona necrosada, puede verse que hay una gran
autofluorescencia, ya que los colores se encuentran mas brillantes e intensos. Esto podria
deberse a que en dichas zonas necrosadas las fibras de coldgeno del tejido se encuentren mas
expuestas. Las fibras de colageno poseen autofluorescencia (77).

Al encontrar bastante autofluorescencia en los higados con mayor dafio, decidimos evaluar
higados con un menor dafio hepatico. Para ello, identificamos y analizamos como ya se
describié para los otros higados, tejido hepatico de un ratdn infectado con un dafio leve (+). En
la figura 3.3A puede verse que la disposicion del tejido cambia con respecto al higado normal,
pero no presenta zonas necrosadas ni infiltrados leucocitarios tan grandes como los
observados en el tejido con dafo severo. En cambio, se evidencian infiltrados de pequefio a
mediano tamafio alrededor de los vasos sanguineos. Interesantemente, el nivel de
autofluorescencia del higado con dafio leve fue comparable al del higado normal (Figuras 3.3C
y 3.3D).

En conjunto, estos resultados nos permitieron concluir que para teiir el tejido hepatico con
anticuerpos especificos, era necesario utilizar higados que tuvieran un dafo leve (+), y
especialmente que no tuvieran zonas necrosadas. De esta manera, se logra minimizar la
autofluorescencia natural que posee el tejido hepatico dafado y evita confundir una sefal
especifica con una sefial de autofluorescencia.

Identificacién de células CD11c* MGL2" y células F4/80° MGL2" en higados de
animales infectados

Estudios previos de nuestro grupo de investigacién han identificado a la molécula MGL como
una de las principales en la interaccidn con estructuras parasitarias, y en particular se vio que
interacciona con el antigeno Tn (76). Dado que el adulto de F. hepatica se aloja en el higado,
resulta interesante averiguar si en el tejido hepatico de ratones infectados existen células
CD11c’, y en particular si expresan el receptor MGL2, el cual podria interaccionar con el
antigeno Tn parasitario. Ademads se buscé la presencia de células F4/80%, para investigar si
puede haber otro tipo celular que exprese MGL2 ademas de las células CD11c". Es importante
resaltar que, aunque tradicionalmente la molécula CD11c se utiliza como marcador de DCs, no
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se encuentra exclusivamente en estas células. Ademas, como algunas DCs expresan bajos
niveles de F4/80, el anélisis de esta molécula resulta mas completo a la hora de identificar las
DCs.

Para este fin, diferentes cortes de higado murino con dafio leve (+) o controles (de animales
naive), fueron incubados en una primera instancia con un anticuerpo especifico de MGL2,
siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 3.4. Se observo que el tejido hepatico de animales infectados presentaba
células MGL2" como puede apreciarse en las figuras 3.4A y 3.4B. Las células MGL2" se
encontraban predominantemente en los infiltrados inflamatorios, y también alrededor de los
vasos sanguineos (Figura 3.4A). Por otro lado, la figura 3.4B muestra con un mayor aumento
una zona del mismo tejido observado a 4X. En particular, dicha figura muestra un vaso
sanguineo rodeado de un infiltrado, donde pueden verse gran cantidad de células MGL2". Por
ultimo, las figuras 3.4C y 3.4D muestran tejido hepdtico normal donde no se observan células
MGL2", sugiriendo que estas células estan asociadas a la infeccién parasitaria.

Para profundizar en la caracterizacién de las células MGL2", evaluamos si también eran células
CD11c’, ya que podrian tratarse de DCs con propiedades inmunomoduladoras como ya se ha
descrito [72]. La figura 3.5 muestra imagenes de inmunofluorescencia de tejido hepatico de
ratones infectados y naive tomadas con microscopio confocal. En dichas figuras es posible
ulas tanto MGL2"
como CD11c’. Ademas, algunas de ellas presentan ambos marcadores, por lo que se da una

observar que en el higado de animales infectados se da la presencia de cé

colocalizaciéon de ambos colores, percibiéndose de color amarillo en la figura. Es interesante
destacar que, si bien existen células CD11c*, hay una mayor cantidad de células MGL2". La
figura 3.5D muestra la marcacidn con los mismos anticuerpos de un higado de un animal naive,
donde no se observan células CD11c’ MGL2". Estos resultados indicarian que una de las
caracteristicas del higado durante la infeccién es la presencia de células CD11c” MGL2", las
cuales podrian ser reclutadas, ya que muchas de ellas se encuentran en infiltrados de
leucocitos que llegan desde los vasos sanguineos.

Por otro lado, también analizamos la presencia de células F4/80". Como se observa en la figura
3.6, en el tejido hepatico de animales infectados se evidenciaron células F4/80" MGL2". Al igual
que cuando comparamos con la marcacién de CD11c, el nimero de células MGL2" es mayor al
de células F4/80". En algunas células pudo observarse la co-localizacién de las dos moléculas,
lo que se evidencia en las imagenes por el color amarillo (Figura 3.6). Esto indicaria que,
ademds de las DCs CD11c’, también otros tipos celulares como los macréfagos expresarian
MGL, corroborando lo que ya esta informado en la literatura (70). Como no se realiz6 una
marcacion de las moléculas MGL2, CD11c y F4/80 en simultaneo, podria darse el caso que se
estén expresando estas tres moléculas en las células y que por lo tanto se trate de las mismas
células identificadas como CD11c" MGL2". La figura 3.6D muestra un tejido hepatico de un
ratén naive marcado con los mismos anticuerpos, donde no se observan células MGL2" ni
F4/80", indicando que las mismas son reclutadas durante la infeccidn.
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Identificacién de células MGL2" en PEC de animales infectados

Dado que nuestro grupo de investigacidn habia previamente identificado la presencia de
células MGL2" en PECs de ratones infectados con la técnica de citometria de flujo (76),
quisimos complementar dichos resultados a través de la identificacion de estas células por otra
técnica como ser la microscopia, siguiendo el procedimiento descrito en materiales y métodos.
Para ello, obtuvimos células de la cavidad peritoneal de animales infectados o naive (control) y
procedimos a la marcacidn con el anticuerpo anti mMMGL2. En la figura 3.7 se observan células
MGL2" en el PEC de ratones infectados, mientras que las mismas estan ausentes en el PEC de
animales naive. Ademas, se observa que la morfologia de estas células de los animales naive es
diferente a la de los infectados, y hay menor cantidad de células que en el PEC de estos
altimos. Los resultados de este experimento indicarian que células MGL2" estarian siendo
reclutadas al peritoneo durante la infeccién por F. hepatica, respaldando lo observado
previamente por citometria de flujo (76).

A modo de conclusiones generales de la parte |, puede afirmarse que:

i) El tejido hepdtico de los animales infectados presenta ciertas
caracteristicas histolégicas como presencia de infiltrados y zonas
necrosadas.

ii) Un alto grado de dafio hepdtico (+++) se correlaciona con un alto nivel de
autofluorescencia en el tejido, sobre todo en las zonas necrosadas,
probablemente debido a la fibrosis.

iii) Existen células MGL2" en el PEC de animales infectados.

iv) En el tejido hepatico de animales infectados se identificaron células
CD11c". Algunas de ellas expresan ademds los marcadores MGL2 y F4/80.
Estas células se encuentran sobre todo a nivel de los infiltrados
leucocitarios y alrededor de los vasos sanguineos.

Estos resultados indicarian que la infeccién por F. hepatica llevaria a un reclutamiento de
células del sistema inmune como DCs (definidas como CD11c") y macréfagos (definidas como
F4/80") al higado, asi como también a la cavidad peritoneal. Es importante destacar que los
resultados obtenidos en esta seccion de esta tesina formaron parte de un trabajo
recientemente publicado (76).
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Parte II: Evaluacion preliminar de los mecanismos moleculares que conducen a la
expresion disminuida de MHCII en células CD11c" peritoneales de animales
infectados.

Expresion de MHCII en células CD11c* medida por citometria de flujo

En trabajos anteriores llevados a cabo por E. Rodriguez durante su tesis de doctorado se
observé que la expresién de MHCII se encuentra disminuida en las células CD11c" provenientes
del peritoneo y de bazo de animales infectados, en comparacién con la expresién en animales
naive. Con el fin de corroborar estos resultados, se midié la expresion de MHCII mediante
citometria de flujo a partir de células CD11c" purificadas de PEC, tanto en animales infectados
como naive.

En la figura 3.8A se muestra la estrategia de analisis que se utilizd para evaluar la expresion de
MHCII en células CD11c" provenientes del PEC de animales naive, en comparacién con la
expresion en animales infectados. En primer lugar, en R1 se seleccionaron las células viables
segun el tamano y la granulocidad. Luego, a partir de R1, se retuvieron los eventos simples
(singuletes) (R2). Posteriormente, en R3 se seleccionaron las células que resultaron ser CD11c".
En estas células, se analizé la intensidad de fluorescencia del MHCII, que se correlaciona con la
intensidad de expresién de dicha molécula en estas células (ver histograma en figura 3.8A y
3.8B). De forma analoga, analizamos la intensidad de fluorescencia de MHCII en células CD11c”
purificadas de ratones infectados (Figura 3.8C). La cuantificacion de la expresién de MHCII en
células CD11c" de ratones naive es mayor (mas del doble) que la expresiéon por células CD11c”
de ratones infectados. Por ultimo, en la figura 3.8D es posible apreciar el porcentaje de células
CD11c" en PEC de animales infectados y naive. Se evidencia que la cantidad de células CD11c"
en los animales infectados resultd ser mayor que la de los naive. Estos resultados confirman
los resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacidén, los cuales reportan que la
expresion de MHCII se encuentra disminuida en las células CD11c" de animales infectados por
F. hepatica (55).

Evaluacién de la expresion génica de MHCII, MHCI y CIITA en células CD11c”
peritoneales

Como se explicé en la seccidon “introduccion”, la expresion del gen tanto de MHCII como de
MHCI estd regulada por el factor de transcripcién CITA (57). Una disminucidn en la expresién
génica de CIITA podria llevar a una disminuciéon de la cantidad de ARNm de MHCII presente en
la célula, lo que finalmente generaria una disminucién en la produccion de la proteina.

Con el fin de comprobar esta hipodtesis, se realizé un estudio mediante gRT-PCR de la expresion
génica de MHCII, CIITA y MHCI. Se extrajo el ARN de células CD11c" purificadas tanto de
animales infectados como naive para luego sintetizar ADNc. La expresion de cada gen siempre
se midid relativa a la expresion del gen constitutivo GAPDH.

36



En la figura 3.10 se observan los graficos obtenidos luego del procesamiento de datos. La
figura 3.10A muestra una disminucidn en la expresién del MHCII en los animales infectados. En
el caso de la figura 3.10B, también se observd una disminucidn significativa en la expresion del
factor de transcripcidn CITA. Para el caso de MHCI (Figura 3.10C) no se visualizaron diferencias
significativas en la expresion.

Estos resultados parecerian indicar que la disminucién en la expresion de MHCIlI en los
animales infectados podria darse, al menos en parte, por una disminucién en la expresidon
génica del factor de transcripcién CIITA.

Evaluacion de la expresion génica de MARCH1 en células CD11c” peritoneales

Otro factor que podria influir en la disminucién de la expresién de MHCII podria ser que, a
pesar de que la proteina se produzca normalmente, mediante algin mecanismo se degrade y
por lo tanto se exprese en menor medida. Se encuentra reportado que la degradacion del
MHCII estd regulada por un mecanismo de oligoubiquitinacidn (65), y que dicha ubiquitinacion
es llevada a cabo por la ubiquitina ligasa MARCH1 (67). Por lo tanto, si hay un aumento en la
expresion génica de MARCH1, podria llevar a una degradacion elevada de la molécula MHCII,
por lo que disminuiria su expresion.

Con el fin de corroborar esta hipodtesis, se realizé el mismo procedimiento que para MHCII,
MHCI y CIITA. Como se observa en la figura 3.10D, se vio que existe una tendencia a un
aumento en la expresidén génica de MARCH1 para los animales infectados, pero esta diferencia
no fue significativa.

Andlisis de la localizacion y endocitosis de MHCII por microscopia en células
CD11c’ peritoneales

Como se menciond en la seccidn anterior, se tenia el antecedente de que las células CD11c" de
animales infectados presentan menor expresion de MHCII en su superficie (50). Por otro lado,
trabajos previos publicados indican que cuando la molécula de MHCIl no puede ser
correctamente ubiquitinada, la misma se expresa en mayor medida en la membrana
plasmatica. Por el contrario, cuando la molécula de MHCII es altamente ubiquitinada, se
favorece su endocitosis (78).

Teniendo en cuenta esta informacién, nos planteamos la hipétesis de que la disminucién en la
expresion de MHCII se asocia a un aumento en la endocitosis del MHCII en las células CD11c"
peritoneales de los animales infectados. Con el fin de investigar esta hipdtesis, se incubaron
células CD11c" purificadas con el anticuerpo anti-MHCII durante 3 horas a 37°C. Luego se
observaron las células con microscopio de epifluorescencia. Como se ve en la figura 3.9, la
marcaciéon de MHCII en las células CD11c" de ratones infectados fue citosdlica, y se caracterizé
por tener un patrdon particulado. Esto podria indicar que la molécula de MHCII estaria siendo
endocitada en vesiculas, como por ejemplo endosomas o lisosomas. Por el contrario, en el
caso de las células CD11c" de animales naive, la localizacidn de MHCII se detectd a nivel del
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citoplasma y también a nivel de la membrana. Ademas, no se observé el patron particulado
observado para los animales infectados. Por lo tanto, podria decirse que la molécula de MHCII
en células CD11c’ peritoneales de animales infectados estaria sufriendo una mayor endocitosis
que en las células CD11c’ de animales naive.

En este trabajo también se realizé la maduracién de células CD11c* con un estimulo externo,
como ser Pam3CSK4, para confirmar la expresién membranaria de MHCII. Se observd que
cuando las células de animales naive o control eran maduradas con este estimulo, la expresion
de MHCII fue completamente membranaria (resultados no mostrados).

Estos resultados indicarian que las células CD11c” peritoneales de animales infectados estarian
realizando una mayor endocitosis de MHCII que las células CD11c’ de animales naive, y este
podria ser uno de los motivos de la disminucién en la expresion de MHCII membranaria en
células CD11c" de animales infectados.

A modo de conclusién general de la parte I, puede afirmarse que:

ulas CD11c" de
animales infectados fue menor que para las células CD11c* de animales naive.

i) La expresion de MHCII evaluada mediante citometria de flujo en cé

ii) Se determind una mayor endocitosis de la molécula de MHCIl en las células
CD11c" de los animales infectados, en comparacién con los animales naive.

iii) La expresién génica de MHCIl y CIITA se vio disminuida en las células CD11c" de los
animales infectados en comparaciéon con los animales naive, mientras que la
expresion de MHCI y MARCH1 no se vio modificada.

Estos resultados indicarian que la disminuciéon de la expresion de MHCIl en los animales
infectados podria darse debido a una disminucién en la expresién génica de CIITA y/o a un
aumento en la endocitosis de la proteina MHCII en células CD11c’ de animales infectados.
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Figura 3.1. Evaluacion por microscopia del tejido hepatico normal. El tejido hepdtico de ratdn no infectado se incubd con PBS conteniendo
BSA 0,5% y azida de sodio 0,01%. Al dia siguiente se tifid con DAPI. A) Tejido hepatico normal a menor aumento. B) Zonas 1 y 2 a mayor
aumento con la tincién de DAPI. C) Fluorescencia detectada en el canal del PE para las zonas 1 y 2. D) Fluorescencia detectada enel canal del
FITC para las zonas 1y 2. La barra blanca representa 100 pm.

Figura 3.2. Evaluacion de tejido hepatico con dafio severo durante la infeccion con F. hepatica mediante microscopia. El tejido hepdtico de
ratén infectado con un dafio severo (+++) se incubd en PBS conteniendo BSA 0,5% y azida de sodio 0,01% . Al dia siguiente se tifié con DAPI. A)
Tejido hepatico con dafio severo a menor aumento. B) Zonas 1y 2 a mayor aumento con la tincion de DAPI. C) Fluorescencia detectada en el
canal del PE para las zonas 1 y 2. D) Fluorescencia detectada en el canal del FITC para las zonas 1 y 2. La zona 1 corresponde a un infiltrado
leucocitario, mientras que la zona 2 corresponde a una zona con alta necrosis. La barra blanca representa 100 um.



Figura 3.3. Evaluacion del tejido hepatico con daiio leve durante la infeccion con F. hepatica mediante microscopia. El tejido hepatico de
ratén infectado con un dafio leve (+) se incubé en PBS conteniendo BSA 0,5% y azida de sodio 0,01%. Al dia siguiente se tifié con DAPI. A)
Tejido hepatico con dafio leve a menor aumento. B) Zona 1 a mayor aumento con la tincion de DAPI. C) Fluorescencia detectada en el canal
del PE para la zona 1. D) Fluorescencia detectada en el canal del FITC para la zona 1. La barra blanca representa 100 um.



Figura 3.4. Expresion de MGL2 en tejido hepatico de raton infectado y naive (control). Se incubod el tejido con el anticuerpo anti-mMGL2 vy al dia
siguiente se le agregd DAPI. Se observd y se tomaron fotos del tejido con microscopio de epifluorescencia. Ay B) Higado con dafio leve de animales
infectados. C y D) Higado control de animales naive. La barra blanca representa 100 um.




Figura 3.5. Expresion de CD11c y MGL2 en tejido hepatico de raton infectado y naive (control). Se incubé el tejido con anticuerpos anti-mMGL2 y -
CD11c y al dia siguiente se le agregd DAPI. Se observé y se tomaron fotos del tejido con microscopio confocal. A, B y C) Higado con daiio leve de
animales infectados. D) Higado control de animales naive. Las flechas blancas indican co-localizacion de ambas moléculas. La barra blanca representa

100 pm.




Figura 3.6. Expresion de F4/80 y MGL2 en tejido hepatico de ratén infectado y naive (control). Se incubd el tejido con anticuerpos anti-mMGL2 y -
F4/80 y al dia se agregd DAPI. Se observd y se tomaron fotos del tejido con microscopio confocal. A, B y C) Higado con dafio leve de animales
infectados. D) Higado control de animales naive. Las flechas blancas indican co-localizacion de ambas moléculas. La barra representa 100 um.




Figura 3.7. Expresion de MGL2 en PEC de ratdn infectado y naive (control). Se colocaron las células provenientes
del PEC de animales infectados y control (naive) en una ldamina de vidrio y se incubaron con el anticuerpo anti-
mMGL2. Al dia siguiente se le agregd DAPI. Se observd y se tomaron fotos de las células con microscopio de
epifluorescencia. La barra blanca representa 100 pm.
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Figura 3.8. Evaluacion de la expresion de MHCII en células CD11c* por citometria de flujo. A) Estrategia de analisis para las células
CD11c* de animales naive (control). A partir de R1 se descartaron los dobletes celulares en R2, para luego seleccionar las células CD11c*
en R3. Finalmente, dentro de R3, se midid la expresiéon de MHC Il. B ) Estrategia de andlisis para células CD11c* de animales infectados,
que fue similar a la estrategia utilizada para animales no infectados C) Cuantificacidn de la expresién de MHC Il en células CD11c* tanto
en animales naive como infectados. D) Cuantificacion de células CD11c*tanto en PEC de animales infectados como no infectados.
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Figura 3.9. Endocitosis de MHCII evaluada mediante microscopia. En ambos casos se incubaron células CD11c* purificadas de

la cavidad peritoneal de animales infectados (panel izquierdo) y naive (panel derecho) con el anticuerpo anti-MHCII durante 3
horas a 37°C. La barra blanca corresponde a 100 um.
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Figura 3.10. Evaluacidn de la expresién génica de MHCII, CIITA, MHC | y MARCH1 mediante qRT-PCR. Se extrajo el ARN de
células CD11c* provenientes de la cavidad peritoneal tanto de animales infectados como naive y luego se sintetizé el ADNc.
Posteriormente se realizé la qRT-PCR para cada uno de los genes nombrados anteriormente. La expresion de cada gen se
calculé relativa a la expresion del gen constitutivo GAPDH.



4. Discusion

En la presente tesina, nos enfocamos en el estudio de dos aspectos diferentes de la
caracterizacion de las células CD11c" durante una infeccién murina por F. hepatica. En esta
seccion se discutirdan cada uno de ellos por separado.

Parte I: Caracterizacién por microscopia de células CD11c" en higado y peritoneo de animales
infectados

Se tenia como antecedente que las células CD11c’ que provenian de bazo y peritoneo de
animales infectados con F. hepatica poseian una mayor expresion de la molécula MGL2 que las
células CD11c" de animales naive (76). Por este motivo, dado que F. hepatica infecta el higado,
resultaba interesante averiguar si en el tejido hepatico también se daba la presencia de estas
células CD11c” MGL2". Como ya se habia llevado a cabo la técnica de citometria de flujo, se
pretendid poner a punto el analisis de tejido hepdtico mediante microscopia de
inmunofluorescencia. Esta técnica nunca habia sido realizada en nuestro laboratorio. En este
sentido, fue necesario evaluar el dafio hepdtico asi como conocer las caracteristicas
histoldgicas que presentaba el higado murino durante la infeccién. En dicha puesta a punto
salié a la luz de que las zonas necrosadas en los higados que poseian mucho dafio presentaban
una alta autofluorescencia, lo cual podia enmascarar la sefial especifica. Por lo tanto, se
investigd si era necesario usar higados que no presentaran dafio severo para poder identificar
correctamente las sefiales especificas.

Los resultados indicaron que el higado de animales infectados se asocia con la presencia de
células CD11c" MGL2". La molécula MGL es una lectina que puede reconocer moléculas
glicosiladas presentes en bacterias (77), asi como también en virus (83). Ademas, se vio que
MGL puede interaccionar con moléculas presentes en parasitos helmintos. Por ejemplo, se vio
que S. mansoni interacciona con MGL a través de residuos LacdiNAc (84). Trabajos realizados
en nuestro laboratorio demostraron que MGL2 interacciona directamente con lectinas de la
superficie de F. hepatica, y en particular se demostrd que interacciona con el antigeno Tn (76).
El resultado obtenido en esta tesina estaria indicando que se reclutan al higado células MGL2"
CD11c" durante la infeccién, o que se reclutan CD11c" y luego se induzca la expresién de
MGL2. Este hecho tiene sentido, ya que, dado que MGL interacciona directamente con
componentes de F. hepatica, la presencia de DCs MGL2" indicaria que las DCs reconocen el
pardsito in situ en el higado y pueden activar a los linfocitos T para que inicien respuestas
inmunes en este drgano.

También se detectaron células MGL2" en la cavidad peritoneal de animales infectados. Dichas
células podrian ser mas numerosas al inicio de la infeccidn, ya que las metacercarias se
desenquistan en el intestino delgado y luego los parasitos juveniles atraviesan la pared
intestinal para pasar a la cavidad peritoneal. De esta manera, al inicio de la infeccidn podrian
reclutarse una mayor cantidad de células MGL2" a la cavidad peritoneal, y a medida que la
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infeccién avanza y el parésito se aloja en el higado, células MGL2" son reclutadas hacia este
lugar. Otra evidencia que también apoya este hecho es que la gran mayoria de células MGL2"
identificadas en el tejido hepatico se encontraban en infiltrados leucocitarios, algunos de ellos
alrededor de los vasos sanguineos. Los infiltrados estdn conformados por células del sistema
inmune que vienen de otros érganos, por ejemplo los linfonodos. Para complementar el
estudio de las DCs en el higado, seria interesante evaluar la expresiéon de la molécula CD103,
que es un marcador de DCs que no residen en los linfonodos (81), pero si de DCs residentes en
el higado. Ademés de células CD11c* MGL2", también se identificaron en el higado células
F4/80" MGL2". Dado que se ha visto que las DCs pueden expresar también F4/80 aunque en
baja cantidad, seria interesante averiguar si estas células F4/80" son las mismas que las
CD11c". Para ello, deberiamos realizar una inmunofluorescencia marcando simultdneamente
las tres moléculas; CD11c, F4/80 y MGL2 y observar si se da co-localizacion. Cabe resaltar que
en este trabajo no abordamos esta estrategia por no disponer de los anticuerpos conjugados
necesarios para el marcado simultaneo y posterior andlisis en el microscopio confocal.

En nuestro laboratorio también se evidencid por primera vez que la interaccién de MGL2 con
el antigeno Tn determina una polarizacién de la activacién de los linfocitos T hacia un fenotipo
Th2 (76). En particular, se vio que estos linfocitos T CD4 producian IL-10 y TNF-a. Se observé
que al mismo tiempo que se estimulaba la producciéon de linfocitos Th2, la produccién de
linfocitos Th1 se veia disminuida (76). Estos resultados se ven reflejados en la figura 4.1, que
representa una parte del andlisis funcional de estas células CD11c* MGL2". En este ensayo se
incubaron dichas células con medio o con antigeno de F. hepatica, ademas de con linfocitos T
CD4". Luego de unos dias se midié la cantidad de IFN-y y de IL-10 que habian producido los
linfocitos. El IFN-y es una citoquina tipica del subtipo Thl. Se vio que, para los animales
infectados, la cantidad de IFN-y producida por los linfocitos T disminuia, mientras que la
cantidad de IL-10 producida aumentaba (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Andlisis funcional de células CD11c’ MGL2". Las células CD11c" del PEC de animales infectados o
naive fueron incubadas con FhTE (tegumento de F. hepatica) toda la noche a 37C. Luego se lavaron y se
incubaron con linfocitos T CD4" de ratones C57BL/6 naive por 5 dias a 37C. Se midié la produccién de IFN-y e
IL-10 en el sobrenadante por los linfocitos T mediante ELISA. Extraido de (76).

Estos resultados indicarian, por un lado, que a pesar que disminuye la expresién de MHCII en
las DCs, las mismas igual pueden activar a los linfocitos T. Por otro lado, estas DCs determinan
la activacion de linfocitos Th2/Treg productores de IL-10, por lo que podrian ser tolerogénicas.
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Por lo tanto, nuestros resultados indicarian que MGL2 tiene una actividad anti-inflamatoria en
el contexto de la infeccidn por F. hepatica, generando DCs productoras de IL-10, una potente
citoquina anti-inflamatoria, y determinando la polarizaciéon hacia un fenotipo Th2/Treg de las
células T. En la figura 4.2 se esquematiza lo anterior expuesto.
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Figura 4.2: Esquema de la funcién de las células CD11c* MGL2" durante la infeccién por F. hepatica. El
antigeno Tn de F. hepatica interacciona con MGL expresado en la superficie de la DC, desencadenando un
programa regulatorio que termina en la produccién de IL-10 y TNF-a por dicha célula, y en la polarizacion
hacia un fenotipo Th2/regulatorio de los linfocitos T. Extraido de (76).

Haciendo referencia a los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo, seria
interesante averiguar si las caracteristicas anteriormente explicadas de estas células CD11c"
MGL2" de PEC son similares a las de las células CD11c" MGL2" identificadas en el higado. En
particular, se podria investigar si dichas células presentes en el higado generan una respuesta
T similar a la generada por las células CD11c* MGL2" presentes en el PEC. Para ello, se podria
realizar citometria de flujo a partir de tejido hepatico, utilizando la técnica de sorting para
separar las células CD11c". Posteriormente, se podrian realizar los mismos ensayos funcionales
que para las células obtenidas a partir del PEC.
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Parte Il: Evaluacion preliminar de los mecanismos moleculares que conducen a la expresion
disminuida de MHCII en células CD11c’ peritoneales de animales infectados.

Dados los resultados previos obtenidos por Rodriguez. E en su tesis de doctorado (55, 76),
donde se observé que la expresion de MHCII disminuye en animales infectados por F. hepatica,
en esta tesina se quiso profundizar en los mecanismos moleculares que conducian a dicha
disminucidén. Para ello, en primer lugar, se evalud la expresidn génica tanto de MHCIl como de
genes relacionados por gRT-PCR. Los resultados obtenidos indican que existe una expresiéon
génica disminuida de MHCII y CIITA en células CD11c" de animales infectados. Por el contrario,
la expresion génica de MHCI y MARCH1 no se vio afectada. Esta situacidn indicaria que la
disminucién en la expresidn de la proteina MHCII se estaria dando por una disminucidén en la
expresion génica, la cual a su vez viene dada por una disminucién en la expresiéon del factor de
transcripcién CIITA que, como se explicé previamente, regula la transcripcidon del MHCII (55). Al
realizar solamente qRT-PCR, estariamos detectando ARNm. Para corroborar efectivamente que
la disminucién en el transcripto llevd a una disminucidon en la proteina, se podria realizar
Western blot con lisados celulares de células CD11c* tanto de animales infectados como naive,
incubando con anticuerpos especificos para evaluar la expresidon proteica de MHCII y CIITA. Si
la hipdtesis anteriormente planteada es correcta, se deberia obtener una menor expresion en
los lisados de células CD11c" de los animales infectados. Dado que por gRT-PCR se vio que la
expresion génica de MHCI no se modificd, se podria incluir el MHCI también en el Western
blot, donde tampoco deberia cambiar.

En cuanto a MARCH1, se tenian antecedentes en la bibliografia que indicaban que dicha
molécula es una ubiquitina ligasa (67) que produce la ubiquitinacion de residuos de lisina en la
molécula de MHCII, promoviendo su degradacion y también su endocitosis en DCs (65). Los
resultados obtenidos en esta tesina no indican un aumento significativo en la expresion génica
de MARCH1 en células CD11c" de animales infectados. Sin embargo, para determinar el rol de
MARCH1 en la ubiquitinacién del MHCII, y por consiguiente en su degradacién, habria que
evaluar su actividad enziméatica en lisados de células CD11c" peritoneales de los animales
infectados. En el caso de encontrar mayor ubiquitinacién del MHCII en las células CD11c" de
animales infectados con respecto a los controles, podria correlacionarse con una mayor
degradacion del MHCII. Para corroborar esta hipdtesis, deberiamos realizar un Western blot
con anticuerpos anti-ubiquitina, a partir de lisados de células CD11c’. De esta manera, si la
actividad de MARCH1 es mayor en los animales infectados, veriamos un mayor nimero de
bandas en el Western Blot, indicando que se dio una mayor ubiquitinacion de MHCII. Para
cerciorarnos de que la proteina ubiquitinada que estamos observando es MHCII, seria
necesario realizar previamente una inmunoprecipitacidon con anticuerpos anti-MHCII.

Existen indicios que indican que la citoquina IL-10 dirige la ubiquitinacion por MARCH1 vy la
consecuente degradacién de diferentes moléculas, entre ellas el MHCII (68). Por este motivo,
disminuye la expresidon de la misma en la superficie celular. Trabajos publicados por nuestro
grupo de investigacion reportaron que las DCs producen una gran cantidad de IL-10 en el
contexto de la infeccion por F. hepatica (76). Dados estos antecedentes, se podria pensar que
la disminucion en la expresién de MHCII en la superficie celular podria darse por el alto nivel
de IL-10 que existe en nuestro sistema. Dicha citoquina es producida por las DCs y por los
linfocitos T CD4 de animales infectados. Una manera adecuada de corroborar esta hipétesis,
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serfa utilizar ratones knock-out (KO) condicionales para IL-10, purificando las células CD11c"
peritoneales y evaluando tanto la expresion génica de MARCH1 y MHCIlI mediante gRT-PCR asi
como la expresidn proteica de dichas moléculas mediante Western blot en dichas células. El
hecho de que sean KO condicionales nos permite evaluar qué sucede cuando no se da la
presencia de IL-10 solo en cierto momento de la infeccidn parasitaria.

Es importante destacar que el modelo de F. hepatica utilizado es un modelo complejo. Se han
reportado efectos de patégenos sobre la expresion del MHCII por DCs. Los mismos fueron
observados en modelos in vitro simples, como es el caso de bacterias intracelulares o virus (62
,64). En el caso de F. hepatica, es necesario infectar a los animales con dicho parasito. Esto
implica que los efectos que se observan sobre las DCs son el resultado de un conjunto de
procesos complejos que involucran una gran variedad de moléculas, células, drgano, ademas
del parasito propiamente dicho. Por el contrario, en un modelo in vitro simple, donde se
cultiven DCs con una bacteria intracelular, es posible evidenciar que los efectos que se
produzcan sobre la DC, se deberan exclusivamente a la infeccién de la célula por dicha bacteria
intracelular. Una alternativa para simplificar el modelo de F. hepatica podria ser cultivar las
DCs con moléculas derivadas del pardsito, aunque con esta opcidon no se puede afirmar que
dichas células presenten las mismas caracteristicas que las que se obtendrian si las mismas se
purificaran luego de una infeccidn con el parasito.

Otra hipétesis que se tenia acerca de la posible disminucién en la expresion de MHCII, era que
hubiera una mayor endocitosis de MHCII en las células CD11c" de animales infectados. Para
averiguar si la misma se cumplia, se realizaron ensayos de endocitosis incubando las células
CD11c" tanto de animales infectados como naive con el anticuerpo anti-MHCII. Los resultados
obtenidos indicarian que en las células CD11c" de animales infectados se estaria dando una
mayor endocitosis. Esto se ve reflejado en que la expresion de MHCII membranaria se
encuentra casi ausente, y se observan pequefias multivesiculas que no estan en la membrana.
Existen trabajos que reportaron que la presencia de estas multivesiculas estaria indicando
endocitosis, la cual podria darse a través de lisosomas o endosomas (65). En la presente tesina,
para asegurarnos de que efectivamente se esté dando endocitosis a través de vesiculas, se
podria realizar otra inmunofluorescencia pero utilizando anticuerpos que marquen vesiculas,
como LAMP-1 y LAMP-2, que son marcadores lisosomales. Ademas, seria conveniente utilizar
algun marcador especifico de membrana plasmatica, como la lectina WGA. Dicha marcacion
seria util para corroborar si cierta molécula, en nuestro caso MHCII, se encuentra en la
membrana plasmatica o fuera de ella. Otra alternativa para investigar si el MHCIl se esta
endocitando podria ser, a partir de células CD11c", separar los componentes de las mismas por
centrifugacion diferencial, obteniendo asi los componentes membranarios, los vesiculares, los
citosodlicos y el nucleo. Luego, se podria realizar un Western blot con anticuerpos anti-MHCII
con los componentes membranarios y vesiculares. El resultado esperado seria encontrar una
menor expresidn proteica en las membranas. Esta opcidn sin embargo es engorrosa de llevar a
la practica.
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5. Conclusiones

En esta tesina se profundizé en la caracterizacidn de células CD11c’ provenientes de higado y
peritoneo de animales infectados por el pardsito F. hepatica. Dicha caracterizacién se enfocd
en dos aspectos diferentes: por un lado, continuar con la investigacion acerca de las células
CD11c" MGL2", identificando las mismas por microscopia tanto en higado como en PEC de
animales infectados y naive. Por otra parte, se realizé un andlisis preliminar de los mecanismos
moleculares que llevan a la disminucién del MHCII en células CD11c" de animales infectados
previamente observada.

En cuanto a la primera parte, los resultados indican que se identificaron tanto células CD11c*
MGL2" como células F4/80" MGL2" en el tejido hepatico de animales infectados, mientras que
dichas células no estan presentes en el tejido hepatico de animales naive. También se observé
la presencia de células MGL2" en el PEC de animales infectados, estando también ausentes en
el PEC de animales naive.

En la segunda parte, a partir de los resultados obtenidos de gRT-PCR, se observé que la
expresion génica tanto de MHCIl como de CIITA se vio reducida en células CD11c’ de animales
infectados, mientras que no se observaron diferencias significativas en la expresiéon de MHCl y
MARCH1. También se determind una disminucién de la expresién de MHCII en células CD11c”
peritoneales de animales infectados medida por citometria de flujo. Finalmente, se realizaron
ensayos de endocitosis del MHCII por las células CD11c’ tanto de animales infectados como
naive. Se obtuvo evidencia que sugiere que el MHCII sufre una mayor endocitosis en las células
CD11c" peritoneales de animales infectados que en las de los animales naive.

En la figura 5.1 se muestra un esquema de los principales resultados obtenidos en esta tesina.
La infeccidn por F. hepatica conduce a un reclutamiento de células CD11c” MGL2" tanto en el
higado como en el PEC. Estas células tienen como caracteristica que poseen una expresion
génica disminuida de CIITA, lo que a su vez lleva a una disminucidn en la expresién génica de
MHCII. Por otro lado, las células CD11c* MGL2* de animales infectados llevan a cabo una
mayor endocitosis del MHCII, el cual podria degradarse en el proteasoma. Este hecho junto
con la disminuida expresion génica de CIITA conduce a una disminucion en la superficie celular
de la molécula de MHCIL.
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Figura 5.1: Esquema de los principales sucesos que podrian ocurrir en las células CD11c* MGL2" de animales infectados con F.
hepatica. El antigeno Tn interacciona con la molécula MGL que se expresa en la superficie de las células CD11c". La expresidn génica de
CHTA disminuye, lo que lleva a la disminucidn de la expresidon génica de MHCII. Un aumento en la endocitosis de la molécula de MHCII
de superficie podria regular su expresién en la superficie celular. Un aumento en la ubiquitinaciéon del MHCII podria conducir a su
degradacion en el lisosoma (no investigado en este trabajo) a pesar de no haber detectado un aumento en la expresidon génica de
MARCHL1. Estos hechos llevarian a una disminucién de la expresion del MHCII en superficie.

53



6. Bibliografia

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Hotez, P.)., et al., Helminth infections: the great neglected tropical diseases. J Clin Invest,
2008. 118(4): p. 1311.

Moreau, E, et al., Immunity against Helminths: Interactions with the Host and the
Intercurrent Infections. Journal of Biomedicine and Biotechnology, 2010. P. 1

McSorley, H.J., et al., Helminth infections and host immune regulation. Clin Microbiol Rev,
2012. 25(4): p. 585.

Hotez, P.J., et al. Incorporating a rapid impact package for neglected tropical diseases with
programs for HIV/AIDS, tuberculosis, and malaria. PLoS Med, 2006. 3:e102.

Piedrafita, D, et al., Improving animal and human health through understanding liver fluke
immunology. Parasite Immunology, 2010. 32(8): p.572.

Mas-Coma S, et al., Adaptation capacities of Fasciola hepatica and their relationships with
human fasciolosis: from below sea level up to the very high altitude. Taxonomy, Ecology
and Evolution of Metazoan Parasites, 2003. P 81-123.

Spithill, T, et al., Fasciola gigantica: epidemiology, control, immunology and molecular
biology. Fasciolosis, 1999. P 465-525.

Mas-Coma, S., et al., Chapter2. Fasciola, Lymnaedis and Human Fasciolasis, with a Global
Overview on Disease Transmission, Epidemiology, Evolutionary Genetics, Molecular
Epidemiology and Control. Adv Parasitol 2009. 69: p.41-146.

World Health Organization, Report of the WHO Informal Meeting on Use of Triclabendazole
in Fasciolasis Control, 2006: Geneva, Switzerland.

Lépez Lemes,M., et al., Fascioliasis en la Republica Oriental del Uruguay. Rev Med Uruguay
1996. 12: p.37-43.

César, D., Fasciolasis en Bovinos y Ovinos. 109: p. 48-51.

Sanchis,J., et al., Seroprevalencia de la fasciolosis bovina en el departamento de Salto
(Uruguay). Rev Ibero-Latinoam Parasitol 2011. 70: p. 163-171.

Lammas, DA, et al., The shedding of the outer glycocalyx of juvenile Fasciola hepatica. Vet
Parasitol, 1983. 12: p. 165-178.

Boray, J.C., Experimental Fascioliasis in Australia, in Adv Parasitol, D. Ben, Editor 1969,
Academic Press. p. 95-210.

Moazeni, M., et al., Controversial aspects of the life cycle of Fasciola hepatica.
Experimental Parasitology, 2016.

Keiser, J., et al., Triclabendazole for the treatment of fascioliasis and paragonimiasis.
Expert Opin Investig Drugs, 2005. 14(12): p. 1513-26.

Coles, G.C., Anthelmintic resistance--looking to the future: a UK perspective. Res Vet Sci,
2005. 78(2): p. 99-100.

Dalton, J.P., et al., Immunomodulatory molecules of Fasciola hepatica: candidates for both
vaccine and immunotherapeutic development, 2013. 195(3-4): p. 272-285.

Fainboim, L.G., Geffner, J., La respuesta inmunitaria: Conceptos Introductorios en
“Introduccion a la inmunologia humana”, 6ta Edicién, 2011.

Abbas, A., Lichtman, A., Pillai, S., Inmunidad Innata en “Inmunologia Celular y Molecular”,
6ta Edicidon, 2008: p. 19-46.

Lanier, L.L., Shades of grey — the blurring view of innate and adaptive immunity. Nature
Reviews Immunology, 2013. 13(2): p. 73-74.

Murphy, K.T., Walport, M., Inmunidad mediada por células T en “Inmunobiologia de
Janeway”. 7ma Edicién, 2009: p. 323-377.

Dalod, M., et al., Dendritic cell maturation: functional specialization through signaling
specificity and transcriptional programming. EMBO J, 2014. 33(10): p. 1104-16.

54



24.

25.

26.

27.

28.
29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Puhr, S., et al., Dendritic cell development- History, advances and open questions. Semin
Immunol, 2016.

Guilliams, M., et al., Dendritic cells, monocytes and macrophages: a unified nomenclature
based on ontogeny. Nat Rev Immunol, 2014. 14(8): p. 571-578.

Vremec, D., et al., CD4 and CD8 expression by dendritic cells subtypes in mouse thymus
and spleen. J Immunol, 2000. 164(6): p. 2978-2986.

Raker, V.K., et al., Tolerogenic Dendritic Cells for Regulatory T Cell Induction in Man. Front
Immunol, 2015. 6: p. 569.

Jenne, CN., et al., Immune surveillance by the liver. Nat Immunol. 2013. 14: p. 996-1006.
Horner, SM., et al., Activation and evasion of antiviral innate immunity by hepatitis C virus.
J Mol Biol, 2014. 426: p. 1198-1209.

Krueger, P., et al., Liver-resident CD103" dendritic cells prime anti-viral CD8" T cells in situ. )
Immunol, 2016. 194(7): p. 3213-3222.

Zelensky, A.N., et al., The C-type lectin-like domain superfamily. FEBS J, 2005. 272(24):
p.6179-217.

Sancho, D., et al., Signaling by myeloid C-type lectin receptors in immunity and
homeostasis. Annu Rev Immunol, 2012. 30: p. 491-529.

Palucka, A.K., et al., the Basis of Oncoimmunology. Cell, 2016. 164(6): p. 1233-47

Finlay,C., et al., Induction of regulatory cells by helminth parasites: exploitation for the
treatment of inflammatory diseases. Immun Rev, 2014. 259: p. 206-230.

van Die, 1., et al., Glycan gimmickry by parasitic helminths: a strategy for modulating the
host immune response? . Glycobiology, 2010. 20(1): p. 2-12.

McSorley, H., et al.,, Immunomodulation by helminth parasites: Defining mechanisms and
mediators. International Journal for Parasitology, 2013. 43: p. 301-310.

Jankovic et al., Parasite-induced Th2 polarization is associated with down-regulated
dendritic cell responsiveness to Th1 stimuli and a transient delay in T lymphocyte cycling. )
Immunol, 2004. 173: p. 2419-2427.

O'Neill, S.M., et al., Fasciola hepatica infection downregulates Th1l responses in mice.
Parasite Immunol, 2000. 22(3): p. 147-55.

Robinson, M.W., et al., Fasciola hepatica: the therapeutic potential of a worm secretome.
Int J Parasitol, 2013. 43(3-4): p. 283-91.

Flynn, R.J., et al., Experimental Fasciola hepatica infection alters responses to tests used for
diagnosis of bovine tuberculosis. Infect Immun, 2007. 75(3): p. 1373-81.

Kelly, DS., et al., Igg, mast cells, basophils, and eosinophils. J Allergy Clin Immunol, 2010.
125: p 73-80.

Anthony, RM., et al., Memory Th2 cells induce alternatively activated macrophages to
mediate protection against nematode parasites. Nat Med, 2006. 12: p. 955-960.

Falcon C., et al., Excretory-secretory products (ESP) from Fasciola hepatica induce
tolerogenic properties in myeloid dendritic cells. Vet Immunol Immunopathol, 2010. 137: p
36-46.

van der Kleij, D., et al., A novel host-parasite lipid cross-talk. Schistosomal lyso-
phosphatidylserine activates toll-like receptor 2 and affects immune polarization. J Biol
Chem, 2002. 277: p. 48122-48129.

McKay, D.M., The therapeutic helminth? Trends Parasitol, 2009. 25(3): p. 109-14.

Pearson DJ., et al., The influence of the nematode Symphacia oblevata on adjuvant arthritis
in the rat. Immunology, 1975. 29: p 391-396.

La Flamme AC., et al., Schistosomiasis decreases central nervous system inflammation and
alters the progression of experimental autoimmune encephalomyelitis. Infect Immun,
2003. 71: p. 4996-5004.

Walsh KP., et al., Infection with a helminth parasite attenuates autoimmunity through TGF-
8 mediated suppression of Th17 and Th1 responses. J. Immunol, 2009. 183: p. 1577-1586.

55



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Finlay, C.M., et al., Helminth Products Protect against Autoimmunity via Innate Type 2
Cytokines IL-5 and IL-33, Which Promote Eosinophilia. J Immunol, 2016. 196(2): p. 703-14.
Correale, J., et al., Association between parasite infection and immune responses in
multiple sclerosis. Ann Neurol, 2007. 61(2): p. 97-108.

Correale, J., et al., The impact of parasite infections on the course of multiple sclerosis.
Neuroimmunol, 2011. 233(1-2): p. 6-11.

Dowling, D.J., et al., Major secretory antigens of the helminth Fasciola hepatica activate a
suppressive dendritic cell phenotype that attenuates Th17 cells but fails to activate Th2
immune responses. Infect Immun, 2010. 78(2): p. 793-801.

Falcon, C., et al., Excretory-secretory products (ESP) from Fasciola hepatica induce
tolerogenic properties in myeloid dendritic cells. Vet Immunol Immunopathol, 2010. 137(1-
2): p. 36-46.

Vukman, K., et al., Fasciola hepatica tequmental coat impairs mast cells' ability to drive Th1l
immune responses. ) Immunol, 2013. 190: p. 2873-9.

Rodriguez, E., et al., Glycans from Fasciola hepatica Modulate the Host Inmune Response
and TLR-Induced Maturation of Dendritic Cells. PLoS Negl Trop Dis, 2016. 9(12): p.
e0004234.

Suzuki, K., et al., Histone Acetylation and the Regulation of Major Histocompatibility Class Il
Gene Expression. Advances in Protein Chemistry and and Structural Biology, 2017. 106: p.
1623-1876.

Lapaque, N., et al., Salmonella requlates polyubiquitination and surface expression of MHC
class Il antigens. PNAS, 2009. 106: p. 14052-14057.

Reith, W., et al., Regulation of MHC class Il gene expression by the class Il transactivator.
Nature Reviews Immunology, 2005. 5(10): p. 793-806.

Dziembowska, M., et al., Three novel mutations of the CIITA gene in MHC class Il-deficient
patients with a severe immunodeficiency. Immunogenetics, 2002. 53(10-11): p. 821-829.
Wright, K.L., et al., CITA stimulation of transcription factor binding to major
histocompatibility complex class Il and associated promoters in vivo. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 1998. 95(11): p. 6267-6272.
Ballachanda, N., et al.,, ClITA and its dual roles in MHC gene transcripcion. Front
Immunology, 2013. 4(476).

Veldsquez, L., el al., Brucella abortus down-regulates MHC class Il by the IL-6-dependent
inhibition of CIITA through the down-modulation of IFN regulatory factor-1 (IRF-1). Journal
of Leukocyte Biology, 2017. 101

Haibo, S., et al.,, Recombinant Lipoprotein Rv1016c Derived from Mycobacterium
tuberculosis Is a TLR-2 Ligand that Induces Macrophages Apoptosis and Inhibits MHC |
Antigen Processing. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 2016. 6(147)

Redpath, S., et al., Murine Cytomegalovirus Infection Down-Regulates MHC Class I
Expression Macrophages by Induction of IL-10. ) Immunol, 1999. 162: p. 6701-707.

van Niel, G., et al., Dendritic Cells Regulate Exposure of MHC Class Il at their Plasma
Membrane by Oligoubiquitination. Immunity, 2006. 25: p. 885-894.

Oh, J., et al., MARCH1-mediated MHCII ubiquitination promotes dendritic cell selection of
natural regulatory T cells. The Journal of Experimental Medicine, 2013. 210(6): p. 1069-
1077.

Walseng, E., et al., Dendritic cell activation prevents MHC Class Il ubiquitination and
promotes MHC class Il survival regardless of the activation stimulus. ) Biol Chem, 2010.
285: p. 41749-41754.

Tze, L.E., et al., CD83 increases MHC Il and CD86 on dendritic cells by opposing IL-10-driven
MARCH1-mediated ubiquitination and degradation. The Journal of Experimental Medicine,
2011. 208: p. 149-165.

Cho, K., et al., Ubiquitination by MARCH1 prevents MHC class Il recycling and promotes
MHC class Il turnover in antigen-presenting cells. PNAS, 2015. 112(33): p. 10449-10454.

56



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

van Kooyk, Y., et al., Novel insights into the immunomodulatory role of the dendritic cell
and macrophage-expressed C-type lectin MGL. Immunobiology, 2015. 220(2): p. 185-92.
Singh, S.K., et al., Characterization of murine MGL1 and MGL2 C-type lectins: distinct glycan
specificities and tumor binding properties. Mol Immunol, 2009. 46(6): p. 1240-1249.

Zizzari, 1.G., et al., MGL Receptor and Immunity: When the Ligand Can Make the Difference.
J Immunol Res, 2015. 2015: p. 450695.

van Vliet, S.J., et al., Human T cell activation results in extracellular signal-requlated kinase
(ERK)-calcineurin-dependent exposure of Tn antigen on the cell surface and binding of the
macrophage galactose-type lectin (MGL). ) Biol Chem, 2013. 288(38): p. 27519-32.

van Vliet, S.J., et al., The C-type lectin macrophage galactose-type lectin impedes migration
of immature APCs. J Immunol, 2008. 181(5): p. 3148-55.

Li, D., et al., Targeting self- and foreign antigens to dendritic cells via DC-ASGPR generates
IL-10-producing suppressive CD4+ T cells. ) Exp Med, 2012. 209(1): p. 109-21.

Rodriguez, E., et al., Fasciola hepatica Immune Regulates CD11c" Cells by Interacting with
the  Macrophage  Gal/GalNAc Lectin. Front Immun, 2017. 8:264. doi:
10.3389/fimmu.2017.00264

Huang, A., et al., Sources of Structural Autofluorescence in the Human Trabecular
Meshwork. Invest Ophthalmol Vis Sci 2013. 54: p. 4813— 4820.

Shin, J., et al., Surface expression of MHC class Il in dendritic cells is controlled by regulated
ubiquitination. Nature, 2006. 444. Doi: 10.1038/nature05261.

Vukman KV., et al.,, Mannose receptor and macrophage galactose-type lectin are involved
in Bordetella pertussis mast cell interaction. ) Leukoc Biol, 2013. 94(3): p. 439-48.

Upham JP., et al.,, Macrophage receptors for influenza A virus: role of the macropage
galactose-type lectin and mannose receptor in viral entry. J Virol, 2010. 84(8): p. 3730-7.
Meevissen MH., et al., Specific glycan elements determine differential binding of individual
egg glycoproteins of the human parasite Schistosoma mansoni by host C-type lectin
receptors. Int J Parasitol, 2012. 42(3): p. 269-77.

57



