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RESUMEN

Resumen

Los parasitos helmintos expresan diferentes glicoconjugados en su superficie y liberan
productos de excrecidn-secrecidon ricos en diferentes glicanos que pueden ser muy
importantes en su ciclo de vida, infeccidon y patologia. Evidencias recientes sugieren que
los glicoconjugados de parasitos helmintos podrian desempeiiar un papel en la evasién de
la respuesta inmune, lo que lleva a una polzarizacién de las respuestas inmunes hacia un
perfil Th2 modificado, favoreciendo la supervivencia del parasito en su hospedero.
Ademads, se ha demostrado que los glicanos parasitarios inhiben la maduracién de las
células dendriticas (CDs). Sin embargo, existe poca informacién sobre la naturaleza o
funcidn de glicanos producidos por el trematodo Fasciola hepatica, el agente causante de

la fasciolosis en nuestro pais.

En esta tesis, purificamos y caracterizamos glicoproteinas de tipo mucina y altamente
manosiladas de F. hepatica y llevamos a cabo la evaluacién de sus propiedades
inmunomoduladoras sobre la maduraciéon de CDs. Nuestros resultados indican el
aislamiento de glicoproteinas de tipo mucina con un peso molecular aparente aproximado
de 45 kDa, mientras que los glicoconjugados altamente manosilados de F. hepatica
comprendieron varios componentes de 14, 20, 30, 44 y 66 kDa y puntos isoeléctricos de
6,8 y 7.3. Los primeros fueron capaces de suprimir significativamente la produccién de las
citoquinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-12, mimetizando el efecto producido por el lisado
total del parasito adulto. Ademas, modularon la produccién de TNFo dependiendo del
agonista de TLR utilizado. Sin embargo, mientras que con el enriquecido de glicoproteinas
manosiladas se detectd inhibicion de IL-6 e IL-12 inducidas por agonistas de TLR en CDs, en
estas condiciones, no detectamos modificaciones significativas en la secrecion de las

citoquinas reguladoras IL- 10 o TNFa. .

Los resultados presentados en esta tesis expresan la complejidad de la respuesta del
sistema inmune frente al parasito dependiendo de los receptores involucrados vy
contribuyen a comprender la funcidon de las moléculas glicosiladas de F. hepatica en la
modulaciéon de la inmunidad del hospedero, en particular sobre CDs. Eventualmente,

podrian ser Utiles en el disefio de estrategias de control contra la fasciolosis.
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ELISA — Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
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Fc — Fraccion constante de inmunoglobulinas

FhTE — Extracto total de gusanos adultos de Fasciola hepatica
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GM-CSF - Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Monocitos
HRP — Peroxidasa de rabano (Horse Raddish Peroxidase)

IL- — Interleuquina

IFNy — Interferén gamma

i.m. - Intramuscular

IRF4 — Factor 4 regulador de interferén

LPS — Lipopolisacarido — Ligando de TLR4

MFI — Media de intensidad de fluorescencia

MGL — Lectina de macroéfagos especifico para Gal/GalNAc

MHC — Complejo Mayor de Histocomaptibilidad

MR — Receptor de Manosa

MTT - 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio

NEJ — Juveniles recién desenquistados

OMS — Organizacién Mundial de la Salud
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PAMP- Patrones moleculares asociados a patdgenos

PD-1 — Molécula asociada a la muerte programada tipo 1

PD-L1/2 - Ligandos de PD-1

PRR — Receptor de reconocimiento de patrones

TCR — Receptor de Linfocitos T

TGFPB — Factor de crecimiento tumoral beta

Th — Linfocito T CD4+colaborador

Tn —Gal NAc unido a Ser/Thr

TNFa — Factor de necrosis tumoral alfa

TLR — Receptor de tipo Toll

TIR — Receptor Toll/IL-1
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INTRODUCCION

Introduccion

Fasciolosis

La fasciolosis es una enfermedad zoondtica principalmente del ganado doméstico
ocasionada por la infeccidn con el parasito helminto tremdatodo Fasciola hepatica 6
Fasciola gigantica *.

Las dos especies de Fasciola se distribuyen de manera global. F. hepatica se distribuye
principalmente en zonas templadas mientras que F. gigantica se encuentra
principalmente en zonas tropicales de Africa y Asia (Figura 1)°.

En los ultimos afos se ha reportado un incremento en la frecuencia de fasciolosis y se
presume, se debe al aumento en el movimiento de ganado en pie, y a los cambios
climaticos>.

La enfermedad es responsable de pérdidas econdmicas considerables en el drea de la
produccién agropecuaria, debidas en gran medida a la aumentada mortalidad,
decomiso de higados en los frigorificos, reduccion en la produccion de carne, leche,
lana, asi como los gastos relacionados al uso de anti-helminticos®. Se estima que
anualmente genera un costo de produccién incrementado en 3.2 billones de ddlares”.
En relacidn a la fasciolosis en humanos, se estima que 17 millones de personas estan

. . . s ; . . .z —7
infectadas y 180 millones viven en dreas endémicas para la infecciéon’™".

F. hepatica y su Ciclo de Vida

F. hepatica es una especie de platelminto trematodo, perteneciente a la subclase
Digenea. Se caracteriza por su forma lanceolada aplanada (Figura 2). Tiene dos
ventosas, una bucal y otra ventral y un ciclo bioldgico diogéneo en dos hospederos, un
molusco y un mamifero. El adulto se encuentra en los canales biliares y la vesicula
biliar de herbivoros y omnivoros, incluido el hombre.

El estado adulto del gusano presenta una forma plana sin segmentos de
aproximadamente 2 x 3.5 cm de largo y 1 - 1.5 cm de ancho. Es de color rosa palido o
grisaceo. La porcion cefdlica presenta una ventosa bucal de 1 mm aproximadamente y

otra ventral de 1.6 mm.
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Fasciolidae
[Z] Fasciola endemic
B Fasciola sporadic

Figura 1- Areas endémicas para fasciolosis causada por F. hepatica y F. gigantica a nivel mundial. Se muestra en
rojo las zonas donde se ha detectado la presencia esporddica y en anaranjado la presencia endémica de F. hepatica
y F. gigantica a nivel mundial. Extraido de http://www.bvgh.org/

Figura 2 - Morfologia de F. hepatica. En la figura se ilustra una fotografia del gusano en su forma adulta y su
forma como huevo (A) Adulto (tamafio 30 x 15 mm). La barra representa 3 cm. (B) Huevo (tamafio 130-150 x 60—
90 um). La barra representa 100 um. Extraido de sitio official de la Division of Parasitic Diseases, National Center for
Infectious Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA.

F. hepatica tiene un tubo digestivo incompleto formado por la cavidad bucal, faringe, y
eso6fago que se bifurca formando dos ramas laterales que contindan hacia la parte
posterior del pardsito y terminan en los ciegos intestinales. Es un pardsito
hermafrodita con un Utero corto y ovario situado a la derecha de la linea media en

posicién anterior con respecto a los dos testiculos. Los huevos son depositados en los
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conductos biliares del higado. Tienen aproximadamente 130-150 um de largo y 60-90
um de ancho (Figura 2). La Fasciola adulta puede producir aproximadamente de
20.000 a 50.000 huevos por dia. Los mismos son eliminados con las heces pero no
contienen embrién. La maduracion sera posterior (9-15 dias) cuando los huevos

encuentren ambietes humedos con temperaturas de entre 22 y 25°C".

Ingesta de metacercarias

l4c) La ce:l'mrla “3;’3 Al IF 7y, | en plantas acudticas
Esporoqulste Redla Cercaria 9""““ e o0 panue '\ por humanos, ganado,

acuaticas 7 ovejas

&

a’A =g ﬁ AN o -Arlmuu\umun.rlo-’

i hitp:/iwww.dpd.cdec.govidpdx
N
} ]
En caracol ) —
P Snail Q - - W

Desenquistamiento
0 en duodenoy

o), migracion
Miracidios liberados ' [5)
penetran caracol
Huevos embrionados\
‘en aguadulce
A\ =Infectante LT
A:Dlagnésﬂco Adultos en vias biliares

Figura 3 - Ciclo biolégico de la F. hepatica. Tras la eclosién de los huevos surge una larva ciliada llamada miracidio
que logra emerger del huevo por medio de enzimas que degradan y desprenden el opérculo del huevo. Si la larva
encuentra el hospedero intermediario, un caracol pulmonado de agua dulce, perfora su epitelio y entra en el
mismo. En nuestro pais el principal caracol encontrado es el denominado Lymnea viatrix. Dentro del caracol se
generan los esporocistos, que se transforman en redias y que luego se transforman en cercarias. Las cercarias
abandonan el caracol y en el medio ambiente se enquistan transformandose en metacercarias. Las metacercarias
en el medio exterior pueden permanecer viables por semanas. Cuando los animales ingieren pasturas contaminadas
con metacercarias, las mismas desenquistan a nivel del estémago, emergiendo la larva juvenil o NEJ (por su sigla en
inglés Newly Excysted Juveniles). Las mismas desenquistan a nivel del intestino delgado en donde penetran la pared
intestinal y la atraviesan llegando a la cavidad abdominal desde donde son capaces de migrar hasta alcanzar la
capsula del higado y penetrar en el tejido hepdtico. Imagen de Division de Enfermedades parasiticas, Centro de
Control y Prevencion, Atlanta, GA.

F. hepatica tiene un ciclo que incluye dos hospederos (Figura 3), uno definitivo y otro
intermediario. El huésped intermediario es un caracol de agua dulce y el huésped

definitivo puede ser el hombre el ovino, bovino y otros mamiferos herbivoros®.
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Tras la eclosidn de los huevos surge una larva ciliada llamada miracidio que logra
emerger del huevo por medio de enzimas que degradan y desprenden el opérculo del
huevo. Una vez libres nadan libremente mediante movimientos estimulados por la luz
solar. Este es un punto critico del ciclo, ya que si el miracidio no encuentra en un
periodo de 24 horas al hospedero intermediario, el ciclo no continta. Si la larva
encuentra el hospedero intermediario, un caracol pulmonado de agua dulce, perfora el
tegumento y entra en el caracol. En nuestro pais el principal caracol encontrado es el
denominado Lymnea viatrix *. Dichos caracoles son anfibios, viven y se desarrollan en
aguas poco profundas, como ser orillas de manantiales, tajamares y cafiadas de

corriente suave, encontrandose también en canales de drenajes y arroceras”.

Dentro del caracol se generan los esporocistos, que daran lugar a redias y éstas ultimas
a cercarias. Estas son los estadios del ciclo que se desarrollan dentro del caracol. Todo
este periodo lleva de 5 a 6 semanas ! Esta fase del ciclo se produce a temperaturas
superiores a los 10 °C y a medida que se aumenta la temperatura la velocidad de

desarrollo aumenta *.

Las cercarias abandonan el caracol y en el medio ambiente se enquistan
transformdndose en metacercarias. En su ciclo natural se ha visto que en condiciones
adecuadas, de un miracidio que entra en el caracol, se pueden generar mas de 4.000
metacercarias. Las metacercarias en el medio exterior pueden permanecer viables por
muchas semanas dependiendo de la temperatura y humedad. Altas temperaturas y la
desecacion las destruyen en un corto periodo, mientras que sobreviven tiempos

prolongados a temperaturas menores de 202C ™.

Cuando los animales ingieren pasturas contaminadas con metacercarias, las mismas
desenquistan a nivel del estémago, emergiendo la larva juvenil o NEJ (por su sigla en
inglés Newly Excysted Juveniles). Una vez en el duodeno las larvas liberadas penetran
la pared del duodeno escapando hacia la cavidad peritoneal®. Posteriormente ingresan
a la cépsula de Glisson para finalmente entrar en el parénquima del higado donde
generan pequenas cavidades generando inflamacidn, abscesos, necrosis, granulaciéon y

fibrosis. Las larvas inmaduras migran en el parénquima hepatico por 6-8 semanas
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antes de penetrar en los ductos biliares y comenzar a producir huevos. Las larvas
jovenes en proceso de migracion a través del parénquima hepatico miden unos pocos
milimetros, mientras que los adultos encontrados en los ductos biliares miden 20-40
mm de largo y 8-13 mm de ancho®. El estadio hepdtico del parasito puede permanecer
dos o mds meses, mientras que una vez en el ducto biliar el pardsito puede
permanecer durante décadas. En los casos de infeccién crénica inclusive puede

observarse una calcificacién del parénquima”®.

Control actual de la fasciolosis

Las politicas de control se basan en el uso de anti-helminticos. Principalmente el
Triclabendazol que es efectivo frente a las formas juveniles y adultas, aunque se ha
reportado resistencia a esta droga cada vez con mayor frecuencia en América del Sur,
Australiay Europalo. En la Figura 4 se detallan algunas de las férmulas anti-helminticas

gue han sido utilizadas para el control de la infeccidén por F. hepatica.

La utilizacién de vacunas en lugar de fasciolicidas quimicos podrian mejorar los efectos
adversos descritos para los tratamientos tradicionales dado que son seguras, no
generan residuos quimicos en carne, no contaminan el medio ambiente y lo mas

. .z . . 11
importante producen proteccidn frente a futuras infecciones™.

A pesar de que no existe actualmente una vacuna comercial disponible en el mercado
para tratar la fasciolosis, se han realizado muchos avances en el desarrollo de las
mismas. Se han evaluado diversos antigenos como posibles candidatos de vacunas
contra la fasciolosis. Las mismas se han ensayado en multiples modelos animales,
desde ratas a ovejas, con niveles de proteccién que van del 33 al 96.7%. Se han
utilizado proteinas nativas y recombinantes como agentes antigénicos para el
desarrollo de proteccién. Entre éstas se destaca por los altos porcentajes de
proteccion la leucina aminopeptidasa y la tiorredoxina glutation reductasa con tasas de

proteccion 84%y 97% respectivamentelz—zz_
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Anti-helminticos y espectro de accién contra F. hepatica

Edad de las Fasciolas en semanas

| Jovenes | Adultas |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Droga
Bithionol 90 - 99%
Niclofolan
Albendazole | 95 - 100%
Ivermectina + Clorsulon | 98 - 100%
Nitroxinil 50 -90% 91 - 99%
Closantel
Clorsulon 50 - 90% 91-99 %
Rafoxanide
Triclabendazole | 90-99% | 99 - 100%

Figura 4- Antihelminticos utilizados en el tratamiento contra F. hepatica. Se detallan en la tablalos anti-
helminticos mas usados y su accion en las distintas edades del parasito. Extraido de César, 2004°,

Glicanos de F. hepatica

Los glicanos que forman parte de las glicoproteinas y los glicolipidos participan en
importantes procesos bioldgicos tanto a nivel estructural como funcional. A nivel
estructural cumplen un papel fundamental en la composicién de la matriz extracelular
y tienen la capacidad de conferir estabilidad, resistencia proteolitica y solubilidad a
diversas proteinas secretadas. Por otro lado, a nivel funcional, estos glicococonjugados
participan en procesos enzimaticos o de reconocimiento bioldgico como la interaccion
célula-célula y célula-matriz extracelular, fundamentales en la modulacién de Ia
respuesta inmune, desarrollo embrionario, diferenciacién, cancer e interaccion
huésped—patégenozs_zs.

En las glicoproteinas, uno o mas glicanos estan unidos covalentemente al esqueleto
polipeptidico, en general a través enlaces N- u O- glicosidicos. De esta forma, existen
dos tipos principales de glicosilacion de proteinas: la N- y la O-glicosilacién,
dependiendo del tipo de enlace de unidn entre el esqueleto peptidico y el glucido
(Figura 5). En las N-glicoproteinas los carbohidratos se unen al grupo amino de la

cadena lateral del aminoacido asparragina. En O-glicoproteinas el punto de unién es el

grupo hidroxilo de las cadenas laterales de los aminoacidos serina y treonina (Figura 5).
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Los carbohidratos que se unen directamente a estos sitios son normalmente

N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina, respectivamente 2,

z
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Figura 5 - Clasificacion de los tipos de glicosilacion mas comunes en glicoproteinas presentes en tejidos animales.
Los glicanos presentes en glicoproteinas pueden clasificarse segin el enlace de unién entre las estructuras
glucidicas y el esqueleto peptidico. Si bien existen diferentes tipos de glicosilacidn, nos centraremos en los dos tipos
mas comunes y mejor caracterizados en células animales: los N- y los O- glicanos. En los primeros, los glicanos se
encuentran unidos mediante un enlace N-glicosidico formado entre el carbono anomérico del carbohidrato en
cuestion (generalmente un residuo de GIcNAc) y la amina presente en la cadena lateral del aminoacido asparragina.
En los O-glicanos, se encuentra presente un enlace O-glicosidico entre el grupo hidroxilo de los aminoacidos Serina
o Tronina y el carbono anomérico del sacarido, siento éste comunmente GalNAc.

Asimismo, ademas de las glicoproteinas, se pueden encontrar otras estructuras
glicosiladas de gran importancia bioldgica, como los glicolipidos 26 Estos representan
compuestos que contienen uno o mas monosacdridos unidos mediante un enlace
glicosidico a una estructura hidrofébica como un acilglicerol, una ceramida o un prenil
fosfato?’ . La mayoria de ellos se encuentran en estructuras membranosas de la célula,
con dos tercios presentes en membranas intracelulares como el aparato de Golgi,

endosomas, lisosoma, membrana nuclear o mitocondria 2%2°.




INTRODUCCION

Resultados de nuestro grupo de trabajo han identificado la presencia de estructuras
glucidicas conteniendo Man/Glc, GalNAc o GIcNAc en el extracto total del parasito
adulto (FhTE), con una fuerte unién de las lectinas ConA, WGA and VV (ver tabla 1),
respectivamente a cada uno de los gltcidos (Figura 6) %°. La especificidad de la unién se
demostrd por la inhibicidn de la unién entre la lectina y el FhTE con los azlcares
especificos. También se describid la presencia de residuos de Fucosa en el extracto

total del parasito mediante el reconocimiento con Ulexeuropeus agluttinin (UEA-1)%.

3000 [Lectina]:
Bl 10 pg/mL

2000 Bl 1pgiml
=3 0,1 pg/mL
E 800 ] wio Lectin

600
400
200

vV WGA ConA PNA UEA ECA SNA HPM

Figura 6 - Anadlisis de reconocimiento de lectinas en un extracto total de F. hepatica adulto. Se observa el
reconocimiento del FhTE por diferentes lectinas (VV, WGA, ConA, PNA, UEA, ECA, SNA y HPM) a concentraciones
cada vez menores (10, 1y 0,1 ug/mL y el control sin lectina). Extraido de Rodriguez, et al 2016.%°

Por otro lado, estudios mds completos llevados a cabo a través de un microarray de
lectinas, mostré que un lisado de tegumento de F. hepatica adulto presenta un perfil
rico y complejo de oligosacéridos.3°'31La reactividad de las lectinas NPA, GNA, HHA y
ConA (Tabla 1), sugiere una predominancia de N-glicoproteinas conteniendo
oligomanosa a nivel de la superficie del parasito. Se ha descripto la presencia de fucosa
mediante el reconocimiento del FhTeg por lectinas como como AAL, LTA y UEA-I. La
presencia de N—glicanos complejos se confirmd en estudios anteriores con la unién de
PHA-L y-E y CPA. La union a AIA y PNA en estos mismos estudios denota la presencia
de O- glicanos en el FhTE, mas especificamente del antigeno T y estructuras terminales

30,31

con Gal reconocidas por PNA (Figura 7)”°". En la Tabla 1, se muestra la reactividad de

cada una de las lectinas mostradas en la Figura 7.
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Tabla 1 - Especificidad de diferentes lectinas vegetales.

Abreviatura Origen Especificidad de Unién
ConA Concanavalia ensiformis a-linked Man, branched and torminal
LCA Lens Culinans Core fucosylated terminal LacNAc, Man, GicNAc
PSA Pisum sativum Core fucosylated teeminal LacNAc, Man, GicNAc
GNL Galanthus nivalis Man
AAL Alguria aurantia Fuc-a-(1,6)-GIcNAC; Fuc-a-{1,3)-Gal-g-(1,4)-GicNAc
UEA-1 Wex europaeus Fuc-a-(1-2)-LacNAc
PHA-E Phaseolss vuigans Biantennary complex N-linked glycans
PHA-L Phaseolus vulgaris Tri- and tetra-antennary complex oligosacchandes
sSWGA Triticum vulgaris GicNAc
(succinylated WGA)
Jacain Artocarpus integrifolia GicNAC-8-{1,3)-Gal; Gal-g-(1,3)-GalNAc-a-Thr/Ser
WGA Triticumn vuigaris GlcNAc; NeuSAc
GSL-0 Griffonia simplicifolia GicNAC
SBA Soybean Terminal GalNAc
DBA Dolichos biflorus a-GalNAc
WL Vicia villosa Terminal GalNAc
GSL-1 Griffonia simplicifolia a-GalNAc; GalNAc a-The/Ser; a-Gal
MAL-Il Mszackia amuwrensis NeuSAc-af2,3)-GaliNAc); sulfated glycans
MAL-I Msackia amurensis LacNAc; NeuSAc-a-{2,3)-Gal{NAC)
SNA-| Sambucus nigra NeuSAc-a-(2,6)-GalNAc)
PNA Arachis hypogea Gal-g-(1,3)-GalNAc-a-Thr/Ser
RCA, .o Ricinus communis LacNAC
ECL Erythrina cristagalli LacNAC

Extraido de Ravida, et al. 2016

FhTegl
FhTeg2
FhTeg3

Figura 7 - Microarray de lectinas sobre un lisado proteico de tegumento del adulto de F. hepatica (FhTeg). Se
marcé con fluorescencia el FhTE el cual se incubé con un microarray de lectinas y se escaneé a 543 nm en un
scanner laser de micorarray. Las lectinas que se unen con mayor afinidad aparecen en rojo y en verdes las que se
unen débilmente o no se unen. Extraido de Ravida, et al 2016°",

N- glicosilacion

Anilisis protedmicos recientes confirman la gran abundancia de glicoproteinas en el

tegumento del 30,31,33,34

parasito adulto presentando dentro de los N-glicanos
predominantemente oligomanosa y estructuras truncadas (Figura 8). Los glicanos
manosilados estan ampliamente distribuidos en el tegumento de fasciolas adultas con
particular abundancia a nivel de las espinas y ventosas 3°(Figura 9). Por ser las partes
del parasito mas expuestas con el hospedero, se ha planteado que estas glicoproteinas
podrian ser importantes en la adhesidn celular o sefalizacién celular desencadenada

por el parasito’.
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Figura 8 N-glicanos en F. hepatica Estudios de espectrometria de masa la presencia predominante de
oligosacaridos con oligomanosa expresadasa en escamas, ventosas y cobertura tegumentaria del parasito
adulto®*Extraido de Ravida, et al. 2016*°

Figura 9 - Los oligosacaridos altamente manosilados estan localizados predominantemente en las escamas y
ventosas delparasito adulto. Se visualizan N-glicanos altamente manosilados mediante el reconocimiento con conA
fluorescente (A-D) y lectin blot con ConA (E) de F. hepatica adulta. Las barras representan : 200 um (A-B), 100 um

(C), 50 um (D) E: Un lisado del tegumento (15 pg) reconocido por (green). Marcador PM (Rojo)30
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0- glicanos y proteinas de tipo mucina de F. hepatica

A pesar de la reciente informacién y dilucidacién de la estructura de los N-glicanos de
F.hepatica abordada anteriormente no se conoce hasta el dia de hoy la identidad de
sus O-glicanos. Las mucinas de mamifero son proteinas de alto peso molecular

caracterizadas por alto grado de O-glicosilacién (Figura 10).

Estructura Genérica de un Monomero de Mucina

H2N I =1 COOH

& oligosacrido
@ residuo de cisteina
[ estructura repetida

Figura 10 - Estructura genérica de un monomero de mucina de mamifero. Se observa un diagrama de la estructura
genérica de un mondémero de mucina. Extraido de http://nrl.northumbria.ac.uk/2888/

En particular las secuencias ricas en Ser y Thr constituyen potenciales sitios de O-
glicosilacion. En este contexto, resulta interesante destacar un hallazgo
correspondiente a la identificacién por parte de Cancela et al, 2010 de una familia de
secuencia cuyo marco abierto de lectura se caracteriza por un alto contenido de
residuos Ser y Thr, y que podrian constituir potenciales sitios de O-glicosilacién (Figura
11) Ademas, los transcriptos identificados se expresan altamente en el estadio invasivo
(NEJ), por lo que podria tener relevancia en los mecanismos que llevan al

establecimiento de la infeccidn parasita ria®.



http://nrl.northumbria.ac.uk/2888/
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FhmucL 1 MVRTLSVLLLVVVCLRGMNTQNNESNASQSSSPTASSTASVNTSSDASTTSSTMTTESSTSTATVSSETSAPSSTV 76
FhmueS 1 MVRTLSVLLLVVVCLRGMNTONDGSTTSQSSSPTASSTASVITSS ————-———=——-——————————— ETSTPSSTM 61

FAk kA A Kk kA A A Ak K AR KK I IR s K sk kR AKX KKK KA KA F* KK hkk e kkkok

FhmueL 77 TAQSSTPTATVSSDASTTSTTMTARSSSASATASSETRAPSSTMTTONASTTSGSVRLPIQTTRCILLFIFGVAFF 152
E'Eﬂ%% 62 TTQSSTPTATVSSDASTTSTTMTAQSSSASATASSETRAPSSTMTTONASTTSGSVRLSIQTTRCILLFIFGVAFRF 130

E R K I A AR AT T AR I I AF AR AR A A A KT AT AR AT IR AT I A K I T AA I T A AR R AT AR * Fh kI AT R AT AR L AT

Pignal peptide Ser/Thr-rich | tandem repeats C-terminus
Signal peptide Ser/Thr-rich tandem repeat 1

FhmucL | MVRTLSVLLLVVVCLRGMNTI;)NNESNPISQSSSPTASSTASVNTSSDASTTSSTM’:‘TESSTSTATVSSETSAPSST\:’T |

Ser/Thr-rich tandem repeat 2 C-terminus
FhmuacL |AQSSTPTATVS SDASTTSTTMTARSSSASATASSETRAPS STMTT#NASTTSGFVRLPIQTTRCILLFI FGVAFE‘|

Figura 11 — Secuencias proteicas traducidas de proteinas tipo mucina a partir de dos transcriptos identificados por
su alta expresion en el estadio NEJ de F. hepatica. Se observa un alineamiento realizado con el Software Clustal w
de las secuencias proteicas traducidas de los dos transcriptos identificados: FhmucL y FhmucS. En el sector
intermedio se observa la estructura de las proteinas putativas tipo mucina, conteniendo un péptido sefal, dos
tdndems repetidos ricos en Ser y Thr y la regidn terminal. En el sector inferior se identifican dichos dominios en la
secuencia proteica para FhmuclL.

Por otro lado, la presencia de proteinas con este tipo de O-glicosilacién, asi como de
las enzimas que llevan a cabo la O-glicosilacion ha sido claramente demostrada en F.
hepatica al identificarse el antigeno Tn (correspondiente a GalNAc- Ser/Thr) asi como

3738 por tanto, el hallazgo realizado por Cancela

las enzimas responsables de su sintesis
et al, en cuanto a la presencia de un transcripto correspondiente a una proteina de
tipo mucina en el estadio NEJ, resulta de gran relevancia ya que al ser identificado en
el estadio con mayor exposicién en las fases iniciales de la infecicdn resulta un blanco

inmunolégico interesante.

Células Dendriticas

En esta tesis profundizaremos en los efectos inmunomoduladores de glicoproteinas de
F. hepatica sobre células dendriticas (CD), las cuales pertenecen al sistema inmune
innato. Las mismas se alojan en los ganglios linfaticos pero también en la periferia
donde llevan a cabo sus funciones como centinelas. De manera muy simplista, las
mismas pueden ser clasificadas en dos tipos: plasmocitoides (CDp) y convencionales

(CDc). **Los precursores de las CDp se encuentran en la sangre y una vez estimuladas




INTRODUCCION

viajan a los érganos linfoides y a los sitios de inflamacidon crénica. En cuanto a las CDc,
existen dos tipos principalmente: las células dendriticas residentes en las zonas T de
los ganglios linfaticos y las células dendriticas migratorias, que habitan los tejidos
periféricos asi como ganglios linfaticos locales. Las CDs migratorias, proveen a los
ganglios de antigenos derivados de patégenos y/6 de tejidos en estados de inflamacion

o basales por el recambio celular®.

Las CDs se encuentran distribuidas en los tejidos periféricos y en los érganos linfoides
donde permanecen en un estado inmaduro muestreando el ambiente mediante
diversos mecanismos endociticos>>. A su vez estas células expresan una gran variedad
de receptores de patégenos (como ser los receptores de tipo TLR). Una vez que los
ligandos se unen a los receptores expresados por las CDs se desencadena un programa
de senalizacidon que culmina en la adquisicidon de un fenotipo maduro por parte de las
CDs*>°. Dicho fenotipo se caracteriza por la alta expresion en membrana de la molécula
MHCIl y de las moléculas de co-estimulacién (como ser CD80, CD86 y CD40) (Figura
12)***°. Una caracteristica fundamental de las CDs maduras es gue pueden presentar
con gran eficiencia y por un periodo prolongado los antigenos capturados al momento
del encuentro con los patégenos (Figura 12). A su vez, las CDs maduras pierden la
capacidad de presentar antigenos presentes en el ambiente hallados posteriormente a

. . A
dicho primer encuentro 0,

Los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) presentes en las CDs entre otras
células, son codificados a nivel germinal y son los responsables de monitorear la
presencia de microorganismos*'. Esto es posible dado que reconocen patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) a nivel de los microbios. Los PRRs también
son responsables de reconocer moléculas enddgenas liberadas cuando existe dafio
celular. Dichas moléculas reciben el nombre de patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs)*'. A la fecha se conocen cuatro familias de PRRs: receptores de membrana
tipo Toll (TLRs), receptores lectina tipo C de membrana (CLRs) y receptores proteicos

citoplasméaticos como ser receptores helicasas tipo RIG y receptores tipo NOD (NLRs)*".
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Figura 12- Maduracion de las células dendriticas. Se muestra las diferencias fenotipicas y de funcion entre las CDs
maduras e inmaduras Modificado de Hubo, et al 2013%.

EE:

El reconocimiento de los PAMPs por los receptores de tipo TLR genera un aumento de
la actividad transcipcional de diversos genes en funcién del tipo del receptor TLR y del
tipo celular involucrado. Los TLR interaccionan con las moléculas adaptadoras que
contienen dominios tipo TIR que se encuentran reclutadas a sus dominios
citoplasmaticos™. A pesar de la existencia de diversas moléculas adaptadoras, las vias
de sefalizacién de los TLR se distinguen bdsicamente de la participacion de MyD88 y
TRIF*. Por ejemplo, el TLR4, es el tnico TLR capaz de sefializar por ambas vias, mientras
que el TLRI sefializa por MyD88 (Figura 13). El desencadenamiento de esta sefalizacién
conduce a la activacién de intermediarios moleculares que concluye en la activacién de
factores de transcripcidon, como NF-kB, AP-1, IRF3 e IRF7, entre otros, y que regulan la

produccién de moléculas pro-inflamatorias (Figura 13)*.
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Figura 13 - Sefalizacion a través de TLR. Todos los TLR excepto TLR3 tienen una via de sefializacién dependiente de
MyD88. La sefializacion a través de MyD88 genera la activacidn y translocacion al nucleo de AP-1, IRF5 y NF-kB. TLR4
también puede sefializar de manera MyD88 independiente, lacual utiliza la proteina adaptadora TRIFpara activar e
inducir la translocacién de AP-1, NF-kB y otros factores de transcriptcion al nucleo. De manera alternativa TRIF
puede desencadenar otras vias de activacion: bien puede activar NF-kB ¢ interactuar con TRAF3 generando la
translocacién al ntcleo de IRF3%*, Modificado de Buetler, 2009*,

Inmunomodulaciéon de CDs

Los helmintos desarrollan mecanismos de evasién inmunolégica estableciéndose una
respuesta de tipo Th2 modificada®. Dichas capacidades inmuno-moduladoras
permiten a los pardsitos permanecer en sus hlespedes e interferir con las respuestas
inflamatorias asi como con los mecanismos inmunes montados contra otro agente
infeccioso, contra vacunas o en respuestas alérgicas o autoinmunes. Uno de los
mecanismos inmunomoduladores de los helmintos es a través de la modulaciéon de la

maduracion y/o funcion de las CDs 464715 cual detallamos a continuacion.
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Inmunomodulaciéon de las CDs por F. hepatica

Los juveniles recién desenquistados (NEJs) entran a la cavidad peritoneal penetrando a
través de la pared intestinal con la ayuda de las catepsina B y L. La combinacion de las
alarminas liberadas por las células epiteliales del huésped con proteinas presentes en
los productos de excrecion/secrecion (entre otras FhCL3, FhPrx, y FnRHDM-1) asi como
con antigenos del tegumento, promueve el desarrollo de los macroéfagos activados
alternativamente (AAMs o M2) e interaccionan y activan parcialmente a las CDs, las
cuales con un fenotipo inmaduro o semi - maduro favorecen una respuesta
tolerogénica. “®paralelamente, los AAMs favorecen el desarrollo de una respuesta de

tipo Th2 con un componente regulador, la cual se conoce como Th2 modificada®.

De esta manera, durante las etapas agudas de la infeccion, los animales infectados
exhiben un aumento de IL-10, TGFB, IL-4 e IFNy. Sin embargo, a medida que la
infeccién progresa, las respuestas inmunoldgicas de tipo Th2/Treg se vuelven mas
dominantes®. Durante las fases cronicas posteriores, las células Treg liberan citoquinas

que inhiben las citoquinas Th1/Th2 inflamatorias™®.

Por otro lado, en modelos de infeccion experimentales, se ha determinado que las CD
CD11c+, presentan con un fenotipo inmaduro o semi-madura®. Estas presentan un
aumento en la produccién de IL-10 y en ensayos ex vivo se vio que suprimen la
secreciéon de IL-17 e IFNy por parte de los linfocitos T CD4"®. Nuestro grupo de
investigacion también ha obtenido evidencias en este sentido, demostrando que las
células CD1lc+ peritoneales de ratones infectados con F. hepatica secretan alto
contenido de IL-10, polarizan linfocitos a Th2/reg que producen IL-10 y suprimen

respuestas de tipo Thl .

Glicanos e inmunomodulacion sobre las CDs

Muchas proteinas y lipidos de los helmintos se encuentran glicosilados, los cuales

proveen potenciales ligandos de los receptores de lectinas tipo C (CLRs) presentes en

50,51

las CDs, entre otras células de la inmunidad innata . Ademas, se ha visto que los
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CLRs estan involucrados en mediar la regulacion de la respuesta inmune

desencadentada por glicoconjugados helminticos>>>.

De hecho, los antigenos
solubles de los huevos de Schistosoma mansoni sefializan a través de CLRs, en
particular MR (Receptor de Manosa por su sigla en inglés), inhibiendo la maduracién
de las CDs, mediante una RNAsa glicosilada la cual ingresaria por el MR y degradaria el

mMRNA de IL-12, promoviendo la diferenciacién hacia un perfil Th2>2.

Ademas, se ha reportado que glicanos de Brugia malayi participan en la induccién de
una respuesta tipo Th2, visto que extractos parasitarios oxidados con meta-periodato
de sodio inducen bajos niveles de IL — 4 en ganglios linfaticos™* En Trichuris suis se ha
reportado recientemente la supresiéon de la produccién de TNFa por las CDs
estimuladas con LPS, a través del reconocimiento de residuos de Manosa o N acetil
Galactosamina por CLRs especificosss. Estas evidencias demuestran que los glicanos
parasitarios poseen una funcién esencial en el desarrollo de las respuestas Th2

modificadas inducidas por helmintos.

Modulacion de CDs por glicanos de F. hepatica

Nuestro grupo de investigacién fue el primero en reportar que los glicanos de F.
hepatica poseen un papel fundamental en la modulacién de la maduracién y funcién
de CDs %°. En efecto, las CDs provenientes de animales infectados poseen un estado
semimaduro caracterizado por bajos niveles de MHCIl y aumentando la produccién de
IL-10. Ademas, los glicanos de F. hepatica poseen un rol importante en la modulacién
de la maduracion de las CDs inducida por LPS, disminuyendo asi la produccion de IL-6 e
IL-12/23p40 y aumentando la de IL-10. Esta inhibicion estaria al menos parcialmente
mediada por el reconocimiento de CLR especificos de manosa que sefializan a través

del reclutamiento de la fosfatasa Php2 %°.

Nuestros resultados también han sido corroborados por otros grupos de investigacion.
Se ha visto que los antigenos tegumentarios altamente glicosilados de F. hepatica
(FhTeg) exhiben propiedades supresioras de Thl in vivo al disminuir la produccion de

mediadores como IFNy y IL-12p70 en el modelo de shock séptico en el ratén>® .Las CDs




INTRODUCCION

y mastocitos activados por FhTeg responden de menor forma a la activacion por TLRs
al suprimir la produccién de enzimas inflamatorias y moléculas coestimuladoras

importantes para el desarrollo de respuestas adaptativas ®>’

. La via de sefalizacion
desencadenada por FhTeg es independiente de TLR y ha sido asociada a la supresién
de las vias NF-kB y MAPK®®. Estas evidencian resaltan la importancia de los

glicoconjugados en modular las CDs.
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Hipotesis de trabajo

En esta tesis, proponemos que las glicoproteinas de tipo mucina y las glicoproteinas
altamente manosiladas de F. hepatica poseen propiedades inmunomoduladoras sobre
la maduracion de las CDs. Esta hipodtesis se fundamenta por: i) el papel fundamental de
los glicanos a nivel de la biologia parasitariasg; ii)La gran variedad de evidencias que
reportan propiedades inmunomoduladoras por parte de glicoproteinas, incluyendo a
las mucinas, sobre la maduracién, funcién y el procesamiento antigénico de las
CDs>*®%%% i) la identificacién de transcriptos que codifican para proteinas de tipo
mucina en el estadio invasivo del pare’1sit03'6 ; ¥ iv) la presencia de alto contenido de

manosa en los glicoconjugados parasitarios >>>*.






OBEJETIVOS

Objetivos generales y especificos

El objetivo general de esta tesis comprendié la purificacion y caracterizacién de
glicoproteinas de tipo mucina y glicoproteinas altamente manosiladas de F. hepatica y

la evaluacion de su capacidad de inmunomodular la maduracién de CDs.
En particular, como objetivos especificos nos planteamos:

® |dentificar y obtener glicoproteinas de tipo mucina asi como glicoproteinas

altamente manosiladas producidas por F. hepatica.

® (Caracterizar bioquimicamente las glicoproteinas purificadas, a través de la

identificacidon de su peso molecular aparente y punto isoeléctrico.

® Determinar el perfil de estructuras carbohidratas expresados por las

glicoproteinas obtenidas a través de su reconocimiento por lectinas.

® Evaluar la modulacién de la maduracién de las CDs por parte de las

glicoproteinas obtenidas.
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Materiales y Métodos

Ratones

Se utilizaron ratones hembras BALB/c de 6 a 8 semanas de edad. Los ratones fueron
adquiridos en la Division de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) del Ministerio de
Ganaderfa, 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 racién
estéril, administradas en condiciones ad libitum. Todos los experimentos animales
fueron aprobados por la Comisién Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA,
UdelaR, Protocolo No. 071140-000143-12). Las infecciones de ratones con F. hepatica
se realizaron de la siguiente manera.Grupos de 5 ratones BALB/c fueron infectados
oralmente con 10 metacercarias de F. hepatica (DILAVE). Transcurridas las 3 semanas

de infeccion los animales fueron sangrados y para la obtencién de suero.

Preparacion del Extracto Total de F. hepatica (FhTE)

Los gusanos adultos de F. hepatica fueron obtenidos durante visitas a la playa de faena
del Frigorifico Carrasco, recolectados de los ductos biliares de higados bovinos
infectados. Para producir el extracto total, los gusanos adultos fueron lavados en
buffer fosfato salino (PBS) pH 7,4, disgregados mecdnicamente en presencia de
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich, P2714) con la ayuda de un homogenizador y
ultrasonicador y posteriormente centrifugado a 40.000 g por 60 min. El sobrenadante
fue dializado contra PBS por al menos 48 horas. Posteriormente, fue almacenado a -
80°C. La concentracion proteica del lisado obtenido (FhTE) fue cuantificada utilizando
el método del acido Bicinconinico (BCA — Sigma-Aldrich, US). Los niveles de
endotoxinas fueron determinados usando el kit Limulus Amebocyte Lysate
Pyrochrome (Associates of Cape Cod). Los lisados presentaron niveles de endotoxinas

bajos que no activaron a las CDs.
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Analisis por SDS-PAGE

El andlisis de las fracciones proteicas se realizé por SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio) utilizando el método Lambli. Las muestras
proteicas se trataron con agentes desnaturalizantes (SDS), reductores (beta-
mercaptoetanol 5%), y calor (1 min a 1002C). Las proteinas se separaron en un gel de

poliacrilamida del 15%.

Luego de la corrida electroforética las proteinas fueron visualizadas con la utilizacion

de un colorante, Coomassie brilliant Blue R (Sigma- Aldrich, US).
Analisis por método de Western Blot

La identificacién de las cadenas liviana y pesada de anticuerpos purificados, se llevé a
cabo mediante Western Blot. Las proteinas se separaron en un SDS-PAGE al 15% y
transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham, Francia) a 45 V durante 16-24
horas en buffer Tris-HCI 20mM pH 8,3, Glicina 192 mM y Etanol 10%. Las membranas
se bloquearon durante toda la noche a 4°C con BSA 1% en PBS. Luego se hicieron 3
lavados con PBS/Tween-20 0.1% (solucion de lavado) durante 10 minutos en agitacion.
Posteriormente, las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante 2 horas a
temperatura ambiente con anticuerpos de cerdo multilink biotinilados 1/2000 (DAKO,

E0453).

Luego de los correspondientes lavados, se realizd una incubacidon con strepatvidina
dye-lite 800nm con una dilucion 1/5000 en PBS BSA 1%. El revelado se realizd

mediante deteccidon de fluorescencia con el equipo Odyssey®.
Estudio de glicoproteinas de FhTE mediante Lectin Blot

La identificacion del perfil de bandas correspondientes a componentes manosilados
en el FhTE se llevd a cabo mediante Lectin Blot. Las proteinas se separaron en un SDS-
PAGE al 15% y transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham, Francia) a 45 V
durante 16-24 horas en buffer Tris-HCl 20mM pH 8,3, Glicina 192 mM y Etanol 10%. Las

membranas se bloquearon durante toda la noche a 4°C con BSA 1% en PBS. Luego se
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hicieron 3 lavados con PBS/Tween-20 0.1% (solucion de lavado) durante 10 minutos en
agitacion. Posteriormente, las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante 2
horas a temperatura ambiente con lectina ConA HRP a una concentracién de
2.4pug/mL. Se realizaron 5 lavados con solucién de lavado de 10 minutos cada uno. El

revelado se realizé mediante quimioluminiscencia (Amersham, Sclay, Francia).

Previo a su utilizacién en el Lectin blot, la ConA fue conjugada a la perxosidasa de
rabano (HRP). Se utilizé HRP (2 mg, Sigma-Adlrich) para conjugar 1 mg de ConA. Para
ello se activé la HRP con NalO4 0,01 M pH 6,8 por 10min. La ConA se preservd en
buffer fosfato 0,01 M pH 8.4. Se agregd la HRP activada a la solucién del ConA a una
concentraciéon de 1 mg/mL. Se incubd a temperatura ambiente durante 1h.
Posteriormente se agregd 0,01 M de glicina y posteriormente se dializé el conjugado

contra PBS. Se alicuotd y preservé a -20°C.
Analisis por técnica de ELISA

El reconocimiento de las glicoproteinas parasitarias obtenidas por parte de anticuerpos
especificos de F. hepatica se realizd a través de un ensayo de ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) utilizando anticuerpos de animales infectados. Para ello, se
sensibilizaron placas de 96 pocillos (NUNC, Dinamarca) con 100 uL de las diferentes
mestras en buffer carbonato de sodio 0,1 M pH 9, toda la noche a 4¢C.
Posteriormente, se efectuaron 3 lavados con solucién de lavado, seguido del bloqueo,
el cual se realizd con gelatina 1% en PBS (PG) durante una hora a 372C. Luego de 3
lavados se incubaron las muestras de suero provenientes ratones infectados con F.
hepatica o sueros control de ratones no infectados diluidos en PBS conteniendo 0.5%
de gelatina y 0.05% de Tween 20 (PTG) por una hora a 379C a diferentes
concentraciones (1/100, 1/200, 1/400). A continuacidn se lavd 3 veces, para luego
incubar durante 1 hora a 379C con anticuerpo secundario. El anticuerpo secundario en
cada oportunidad varié dependiendo del disefio experimental, pero a grandes rasgos
consistid en un anti-IgG conjugado con biotina de la especie en la que provino del
anticuerpo primario. Luego, se llevaron a cabo 5 lavados adicionales para
posteriormente incubar con la solucién de revelado, que consisti6 en o-

phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (Sigma-Aldrich, EE.UU) y peroxido de
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hidrogeno (4 uL/mL) en buffer citrato-fosfato 0.1 M pH 5, y el desarrollo de color fue
cuantificado con un lector de ELISA (Labsystems Multiskan MS) midiendo absorbancia
a 492 nm. Se incluyeron los controles negativos y positivos pertinentes en cada

ensayo.
Péptido VF66

VF66 (Figura 14) es un péptido sintético (Peptide 2.0 Inc.) de 66 aminoacidos que
proviene de la secuencia predicha de un transcrito (contig FH00023) recientemente
identificado a partir de una biblioteca de ADNc28. Este péptido, al igual que las
proteinas de tipo mucina tiene un alto contenido de repeticiones de residuos

hidroxilados que consitituyen sitios potenciales de O-glicosilacion (serinas y treoninas).

Se conocen dos isoformas, FhmucL y FhmucS, que comparten gran homologia de
secuencia excepto por una insercion de 22 aminodcidos. Tal como se detalla en la
Figura 14, la prediccion de la proteina Fhmuc, comienza con un péptido sefal
hidrofébico de 20 aminoacidos, donde el sitio de corte del péptido sefial se encuentra
luego de la Thr precediendo la Glu en la posicidon 1 de la proteina madura. La porcion
gue sigue al péptido sefial es rica en residuos de Ser y Thr. La isoforma FhmucL posee
dos tandem repetidos, conteniendo alta densidad de residuos de Ser y Thr de alta

probabilidad a ser O-glicosilados (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc). Por

ultimo la region C terminal es de 22 residuos y se compone principalmente de

aminodacidos hidrofdbicos.



http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc
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Figura 14- Representacion esquematica de las dos isoformas identificadas para Fhmuc. Se detallan las secuencias
de las dos isoformas de la Fhmuc, L y S. Se sefialan los amino-acidos compartidos (*) Ambas regiones cuentan con
una secuencia corresponsiente a un péptido sefial, un secuencia abundante en repeticiones de serina y treonina y
un dominio C-terminal. Las flechas indican los sitios potenciales de N-glicosilacidn. La flecha horizontal indica donde
se encuentra el péptido VF66.

Teniendo en cuenta el alto grado de homologia entre ambas isoformas de Fhmuc, se
eligié un péptido mds corto, que contiene la secuencia entre los amino acidos 87 y 172
qgue incluye la mayor parte de las repeticiones en tdndem y la regién C-terminal de
FhmuclL. Este péptido se refiere en esta tesis como VF66, fue sintetizado por Peptide

2.0, Inc, US.
Obtencion de anticuerpos policlonales especificos de VF66

El suero policlonal anti-VF66 fue obtenido a partir de conejos inmunizados 3 veces
subcutdneo con 500 ug del péptido en adyuvante de Freund cada 15 dias. La primera
inmunizacion se realizé en adyuvante de Freund completo, mientras que los refuerzos
fueron en adyuvante de Freund incompleto. También se obtuvo un suero control a
partir de conejos inmunizados con PBS en lugar del péptido VF66. El suero se obtuvo a

partir de sangre extraida de los conejos un mes luego de la ultima inmunizacién.

Para purificar los anticuerpos IgG presentes en los sueros de conejos, se realizd una
cromatografia de intercambio idnico en batch. Para ello, se resuspendio el
Dietilaminoetil Celulosa (DE52, Whatman No. 4057050) en buffer fosfato pH 8. Se filtro
con embudo Buchner. Se pasé 2,5 g de DE52 (peso humedo) para 500 plL de diluciéon

del suero. Se realizaron diluciones % del suero de interés en agua destilada y se




MATERIALES Y METODOS

mezclaron con el DE52. Se dejaron 1 hora a 42C en agitacion. Posteriormente se
centrifugé la mezcla a 1500 rpm durante 4 minutos. Se guardd el sobrenadante. Se
adicionaron 500 ul de buffer fosfato, dejando en agitacidon durante 5 minutos a 4 9C, se
centrifugd a 1500 rpm y se guardd el sobrenadante (L1). Se repitidé este ultimo paso 2
veces mas (obteniéndose L2 y L3). La elucidn final fue con NaCl 0,5M. Las muestras
fueron analizadas por SDS-PAGE y Western Blot de la forma explicada previamente. Se
determiné la presencia de I1gGs de conejo purificadas mediante Western Blot utilizando
anticuerpos policlonales biotinilados anti -cabra, anti-ratéon y anti-conejo (multi-link,

Dako). El revelado fue

Evaluacion del reconocimiento de FhTE por anticuerpos aVF66

La evaluacion del reconocimiento de FhTE por los anticuerpos anti-VF66 fue realizada
por ELISA. En particular, se sensibilizaron placas con FhTE a una concentracién de 100
ng/ml en buffer carbonato 0.1 M pH 9. Luego del bloqueo, se incubaron los
anticuerpos anti-VF66 y el control diluido en PTG por una hora a 379C a diferentes
concentraciones (1/100, 1/200, 1/400). El anticuerpo secundario utilizado en este
ensayo fue el anti-conejo polivalente conjugado a la peroxidasa (SIGMA, EE.UU) diluido
1500 veces en PTG. Como controles negativos de la técnica se consideraron los valores
de absorbancia sin antigeno, y/o sin anticuerpo secundario. El control positivo
correspondié al reconocimiento del péptido sintético VF66 por el anticuerpo generado

anti-VF66.

Enriquecimiento en glicoproteinas por cromatografia de afinidad

utilizando anticuerpos anti-VF66.

Generacion de la columna de afinidad con anticuerpos anti-VF66

Para la generacién de la columna de afinidad inicialmente se diluyeron los anticuerpos
purificados en buffer bicarbonato 0.1 M pH 8.7. Una vez hidratada la agarosa activada

con bromuro de cianégeno (Pharmacia No. 17-0430-01) con HCl 0.1 M, se adiciond 8
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mg de anticuerpos purificados anti-Fhmuc por 2.5 ml de gel. Posteriormente, se
bloquearon los sitios activos del gel que no se unieron al anticuerpo con glicina 0,2 M
pH 8. Se realizaron lavados posteriores con buffer bicarbonato 0.1 M pH 8,3
controlando la absorbancia de los mismos a 280 nm hasta que la misma fuera menor a
0,05. Seguidamente se realizaron lavados con buffer acetato pH 4,0 procediendo de
igual manera que en la etapa anterior. La columna se preservé con buffer bicarbonato
0,1 M pH 8,3 a 42C conteniendo azida de sodio 0,02%. Con iguales indicaciones se
generd una columna control, en esta oportunidad con el conjugado de IgGs purificadas

a partir del suero control (conejos inmunizados con PBS).

Obtencion de componentes mucinicos por cromatografia de afinidad

Se incubd 1 ml de FhTE (a 12,5 mg/ml) con la columna por recirculacion toda la noche
a 4°C. La fraccidon no unida a la columna se denomind percolado. La columna se lavé
con buffer fosfato 10 mM pH 6.5 (lavados 4cidos) para luego realizar eluciones a pH
acido con buffer glicina 100 mM pH 2.5 (eluidos 4acidos). Se realizaron lavados
nuevamente pero con buffer fosfato 10 mM pH 8 (lavados basicos) y finalmente se
eluyd a pH alcalino con buffer trietilamina 100 mM pH 11.5 (eluidos bdsicos). Todos los
lavados y eluciones fueron llevados a pH 7 inmediatamente luego de obtenidos.
Posteriormente, se regenerd la columna con PBS conteniendo NaCl 0.5 M. La elucion
se monitored a través de la medida de la absorbancia a 280 nm y por ELISA utilizando
anticuerpos presentes en sueros de ratones infectados con anti-F. hepatica. Con el
objetivo de evitar la presencia de endotoxinas en los extractos los mismos fueron

sometidos a columnas de polimixina B (Detoxigel, Pierce).

Concentracion de E1-VF66 por precipitacion con acido tricloroacético (TCA)

A las diferentes muestras obtenidase dializaron ON contra PBS 0,05 X. Se les agregd
acido tricloroacético para alcanzar una concentracion final del 13%. Se incubd toda la
noche a -202C y luego 15 minutos a 49C. Las muestras se centrifugaron 15 minutos a

4°C a 15000 g. Se descartd el sobrenadante y se resuspendid el pellet en agua
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destilada de manera de concentrar 20 veces el material. Se dializaron nuevamente
contra PBS. Se analizaron por SDS PAGE como se explicé anteriormente.

Posteriormente, se estimo la concentraciéon del EI-VF66 mediante el método del BCA.

Obtencion de fracciones parasitarias reconocidas por la lectina ConA
Generacion de la columna con ConA: Activacion de agarosa

El gel agarosa 4B, se activo utilizando el agente cianilante ciano-4-dimetil-amino-
piridinio tetrafluoro borato (CDAP-BF4) de forma de introducir grupos cianato éster®.
Todos los reactivos utilizados fueron pre-enfriados a 4°C. Se lavaron 3 g de agarosa 4B
con: 50 ml de agua destilada, 50 ml de acetona:agua (3:7) y 50 ml de acetona:agua
(6:4). Se escurrid el gel haciendo vacio, se suspendié en 2 ml de acetona:agua (6:4) y se
colocé en bafio de hielo. Posteriormente, se agregaron a la suspension de gel 2 ml de
CDAP 160 mM en acetona:agua (6:4) bajo agitacién vigorosa durante 3 minutos. A
continuacion, se agregaron 240 ul de una solucién de trietilamina (TEA) 0,2 M gota a
gota durante un periodo de 2 a 3 minutos. Después de 3 minutos de agitacion
continua, se transfirié rapidamente la mezcla de reaccién a un recipiente conteniendo
50 ml de HCI 50 mM enfriado a 4°C. Luego de un mdaximo de dos minutos el gel se lavé
rapidamente en una placa filtrante con 50 ml de agua a 4°C y se utilizd6 en forma

inmediata para la inmovilizacion de la lectina ConA.

Generacion de la columna con Con A: Inmovilizacion de la lectina

Para la inmovilizacion de la lectina ConA, se incubd 1 g de agarosa activada con 5 ml (4
mg/mL) de Concavalina A (Sigma Aldrich) en buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7,5
suplementado con 0,1 mM de acetato de zinc (buffer de inmovilizacién) durante 4
horas a temperatura ambiente y agitacidn suave en roto-torque. Se separd el
sobrenadante, se lavd el derivado inmovilizado con buffer de inmovilizaciéon y se
guardd a 4°C. La cuantificacion de la ConA inmovilizada en agarosa se determind por

diferencia entre la proteina aplicada y la recuperada en el sobrenadante mediante la
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técnica de BCA. Los resultados se expresaron en mg/mL para la enzima soluble y mg/g

para los derivados inmovilizados.

Purificacion de glicoproteinas manosiladas por cromatografia de afinidad

Una vez generada la columna de afinidad se equilibré con 4 mL de PBS pH 7,4 0,4 M
NaCl, 1 mM MnCl;, 1 mM CaCl, y 1 mM MgCl,. Adsorbimos FhTE (12,5 mg)
obteniéndose diferentes fracciones: percolado, lavados (en PBS NaCl pH 7,4 0,4 M,
MnCl; 1 mM, CaCl, 1 mM y MgCl, 1 mM), eluciones con manosa 0,5 M, eluciones
basicas con buffer carbonato 0,1 M pH 8,5 y eluciones acidas con buffer acetato de
sodio 0,1 M, NaCl 0,4 M, MnCl, 1 mM, CaCl, 1 mM y MgCl, 1 mM pH 4,5). Se realizan
lavados posteriores con buffer acetato de sodio pH 6,0 Se analizaron las diferentes
fracciones midiendo su absorbancia a 280 nm. No se cambid el agente de elucidn hasta

que la absorbancia en las fracciones obtenidas fuera inferior a 0,1.

Evaluacion del reconocimiento de fracciones parasitarias por parte de

lectinas

Para la evaluacién del reconocimiento de las fracciones obtenidas por lectinas se
realizé un ensayo de tipo ELISA las placas se sensibilizaron con 10ug de FhTE/Percolado
por well o sensibilizando con el material obtenido en las purificaciones diluido al medio
en buffer carbonato de sodio 0,1 M pH 9, toda la noche a 42C. Posteriormente, se
efectuaron 3 lavados con solucién de lavado, seguido del bloqueo, el cual se realizd
con BSA 1% en PBS durante una hora a 372C. Luego de 3 lavados se incubaron las
muestras con diferentes concentraciones de lectinas biotiniladas (20, 10, 1 y 0,1
pug/mL) durante 1 hora a 37°C. En el presente trabajo se utilizaron las lectinas
provenientes de: Vicia Villosa isolectina B4 (VVL: GalNAc, Antigeno Tn), Triticum
vulgaris (WGA: GIcNAc), Cancavalina ensiformis (ConA: aMan>aGlc), Arachis hipogaea
(PNA: BGal(1->3)GalNAc, Antigeno T). Posteriormente, se adiciond estreptavidina-HRP
(horse raddish peroxidase) y se revelé con OPD 0,4mg/Ml (Sigma-Aldrich) como fue

anteriormente descrito.
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Previamente a su uso en el ELISA las lectinas fueron conjugadas a biotina. Para ello se
incubd 100 pg de biotina por cada miligramo de lectina en buffer carbonato 100 uM
pH 8.4 ON a 42C en rotacioén. Luego se dializé contra PBS en una membrana con poro
de 10 kDa. Se cuantific6 mediante método de BCA y se probé reactividad mediante

ensayo tipo ELISA.
Oxidacion de FhTE y OSM con meta-periodato de sodio

Los dioles vecinales presentes en los carbohidratos de presentes en las fracciones
parasitarias y el FhTE fueron oxidados con metaperiodato de sodio (10 mM) en PBS pH
6,5, a temperatura ambiente por 45 min en la oscuridad. Posteriormente, los grupos
aldehidos formados fueron reducidos con borhidruro de sodio (50 mM). Finalmente,
los lisados fueron dializados contra PBS. El lisado oxidado resultante es referido como
FhTEox. Asimismo, se utilizd el control buffer trietilamina (BT) oxidado, consistiendo en

el buffer de partida sujeto a todo el tratamiento.
Generacion de CDs derivadas de médula 6sea (BMDCs)

Ratones de 6 a 8 semanas fueron sacrificados y sus fémures fueron extraidos. Luego de
lavar los fémures en PBS los mismos fueron colocados en medio RPMI 1640 (PAA
Laboratories, Austria) completo con suero fetal bovino (FBS) al 10% previamente
inactivado a 56°C, 50 mM de 2-mercaptoetanol, 100 U/ml penicilina y 100 U/mg
estreptomicina (Sigma-Aldrich). Utilizando una jeringa se extrajo la médula dsea y se
resuspendid en medio RPMI completo complementando al 1% con sobrenadante de
células J558 conteniendo GM-CSF (factor estimulante de colonias de macroéfagos y
granulocitos) para diferenciar los precursores hematopoyéticos a BMDC en una
concentracién de 1 x10° céls/ml. Los precursores fueron incubados por 6 dias a 372C
con 5% CO, en placas de Petri de 20 ml. En el dia 3 se agregd 4 ml de medio RPMI
completo suplementado con 1% de GM- CSF. Al dia 7 las células en suspension fueron
colectadas. Se centrifugaron 5 min a 1500 rpm a 42C y se resuspendieron en medio

RPMI completo a la concentracion deseada.
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Maduracion de BMDCs

Las BMDC generadas fueron depositadas en placas de 96 pocillos a una concentraciéon
de 5.0 x 10° células/pocillo. Posteriormente se incubaron con el FhTE (75 pg/ml),
fracciones correspondientes a percolados (75 pg/ml) y eluidos (20 ug/ml) o medio
toda la noche a 372C con 5% CO2. El sobrenadante de las células incubadas fue
colectado para evaluar los niveles de citoquinas por ELISA (IL-6, IL-12, IL-10, TNFa) en
presencia o ausencia de LPS (1 pg/pocillo) o CpG (0.5 pg/pocillo) como se detalla en la

seccién siguiente.
Medicion de citoquinas por ELISA

La deteccion de citoquinas producidas por las BMDC se realizé mediante ELISA de tipo
sandwich. Para ello se sensibilizaron placas NUNC Maxisorp con anticuerpos anti-
citoquina de interés en buffer fostato 100 mM pH 9 (excepcionalmente para IL-10 pH
6.5), durante una noche a 42C, posteriormente se lavaron las placas con una solucién
de solucion de lavado para proceder al bloqueo de las mismas en solucién de BSA 1%
en PBS, durante 1 hora a 37°2C. Luego de 3 lavados con solucién de lavado, se
incubaron los sobrenadantes provenientes de los cultivos de las BMDC diluidos en PBS
BSA 0.5% Tween-20 0.05% por 1 hora a 37°C. A continuacidn, se lavé 3 veces con
solucién de lavado y se incubaron por 1 hora a 37°C los anticuerpos secundarios en
solucion PBS BSA 0.5% Tween-20 0.05%. Se reveld de la misma forma que se explico
para otros ensayos de ELISA. Los valores fueron convertidos a concentracién mediante
la utilizacion de un estandar que fue tratado del mismo modo que la muestra

problema.
Estudio de viabilidad celular

Para evaluar si el tratamiento de las BMDC con las diferentes fracciones parasitarias
altera su viabilidad, las BMDC tratadas como se describid previamente fueron
incubadas con 100 pyL de medio RPMI commpleto conteniendo una solucién de 50
mg/mL de MTT ((3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5- diphenyl tetrazolium bromide;
thiazolyl blue) a 372C por 3 a 4 horas. Posteriormente, se disolvieron los cristales

formados con 100 pL de una solucién de HCI 0.1 N en alcohol isopropilico. Se cuantifico
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la viabilidad midiendo la absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA (Labsystems
Multiskan MS). El control de 100% de viabilidad fueron pocillos en los cuales las células

no sufrieron ningun tratamiento. Cada condicion se realizé por triplicado.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando el test de t de Student o el test ANOVA de
una via seguido del test de multiple comparaciéon de Bonferroni utilizando el software
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA). Los resultados fueron

considerados significativamente diferente cuando p < 0,05.
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Resultados

Los resultados se expondran en dos partes. El eje de la primera parte es la obtencién
de proteinas de tipo mucina de F. hepatica y su estudio bioquimico e inmunoldgico. La
segunda parte corresponde a la obtencién de glicoproteinas manosiladas y el estudio

de esta fraccidn desde el punto de vista bioquimico e inmunoldgico.

Parte I: Obtencion de proteinas de tipo mucina de F. hepatica y

evaluacion de sus propiedades inmunomoduladoras sobre CDs

Desarrollo de la columna de afinidad

En este trabajo de maestria hipotetizamos que las proteinas de tipo mucina de F.
hepatica poseen la capacidad de modular la maduraciéon de CDs. Ello se fundamenta,
no solamente en su alta expresién en el estadio invasivo del parasito*® (Figura 15), sino
ademas por el hecho de que: i) las glicoproteinas de tipo mucina parasitarias participan
en diferentes procesos escenciales para la vida parasitaria, como infeccién, migracion
parasitaria, adhesion®, ii) existe gran variedad de evidencia sobre las propiedades
inmunomoduladoras de CDs de mucinas humanas a través de la modulacién de la
funcién de las CDs, asi como del procesamiento antigénico63, iii) los glicanos de F.

hepatica pueden inhibir la maduracién de las CDs*.

&5

FHCOO02A

NED Adult
cIDNAs

Figura 15- Expresién génica de Fhmuc (FHC0023) en el gusano adulto y en el juvenil (NEJ: Newly Excysted Juvenile)
de F. hepatica. qRT-PCR realizada con primers especificos. Extraido de Cancela et al, 2010%.
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Con el objetivo de evaluar las propiedades inmunomoduladoras sobre las CDs,
primeramente nos propusimos la obtencidén de glicoproteinas de tipo mucina de F.
hepatica a partir de un lisado total del pardsito adulto (FhTE). Estudios anteriores de
nuestro grupo de investigacion han confirmado que dicho lisado inhibe la maduracién
de CDs*°. Teniendo en cuenta que los transcriptos de Fhmuc son altamente expresados
en el estadio NEJ parasitario (Figura 15), un lisado total de NEJ hubiera constituido el
preparado ideal de partida. Sin embargo, la cantidad de lisado obtenida a partir de NEJ
es escasa y resulta incompatible con cantidades semi-preparativas necesarias para un
enriquecimiento por cromatografia de afinidad. Ademas, los transcriptos de Fhmuc
también son expresados en el estadio adulto parasitario, aunque 25 veces menos
(Figura 15) Por ello, nos propusimos el enriquecimiento en proteinas de tipo mucina
utilizando como herramienta anticuerpos policlonales especificos de un péptido que
corresponde a una parte de la secuencia de Fhmuc (Figura 16), denominado VF66. Este
péptido estd formado por 66 aminodcidos y fue disefiado a partir de transcritos
codificantes para una proteina de tipo mucina (contig FH00023) recientemente

identificado realizacién de una biblioteca de ADNc*2.

Al igual que otra glicoproteinas de tipo mucina, FhmucL y FhmucS tienen un alto
contenido de repeticiones Ser/Thr (Figura 16). Las dos isoformas identificadas por
Cancela et al, 2010%* comparten gran homologia de secuencia excepto por una
insercion de 22 aminodacidos. Tal como se detalla en la Figura 16 la secuencia proteica
predicha de Fhmuc estd caracterizada por la presencia de: i) un péptido seiial
hidrofobico de 20 aminoacidos; ii) una regién de corte del péptido seiial luego de la
Thr precediendo la Glu en la posicion 1 de la proteina madura; iii) una porcién rica en
residuos de Ser y Thr. La isoforma FhmuclL posee dos tdndem en los que los residuos

de Ser y Thr estarian glicosilados (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc); y, por

ultimo iv) la regién C terminal de 22 residuos, se compone principalmente de

aminoacidos hidrofdbicos.
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Figura 16 - Representacion esquematica de las dos isoformas identificadas para Fhmuc. y del péptido
VF66 Se detallan las secuencias de las dos isoformas de la Fhmuc, L y S. Se sefialan los aminoacidos
compartidos (*) Ambas regiones cuentan con una secuencia corresponsiente a un péptido sefial, un
secuencia abundante en repeticiones de serina y treonina y un dominio C-terminal. Las flechas indican
los sitios potenciales de N-glicosilacién.

Teniendo en cuenta el alto grado de homologia entre ambas isoformas de Fhmuc, se
eligié un péptido mas corto, que contiene la secuencia entre los aminodcidos 87 y 152
gue incluye la mayor parte de las repeticiones en tdndem vy la regién C-terminal de

FhmucL. Este péptido se refiere en esta tesis como VF66.

Para determinar si el péptido sintético VF66 puede constituir una buena herramienta
para purificar glicoproteinas de tipo mucina nativas de F. hepatica, analizamos si el
mismo es reconocido por anticuerpos especificos de componentes inmunogénicos
parasitarios por medio de la evaluacion de su antigenicidad utilizando anticuerpos
desarrollados durante una infeccion por F. hepatica. De esta forma, obtuvimos suero
de ratones infectados con F. hepatica y de ratones no infectados (suero control) y
evaluamos si los mismos reconocen al péptido VF66 por un ensayo de tipo ELISA.
Como control positivo de este ensayo utilizamos FhTE. Como puede observarse en la
Figura 17 A, el suero proveniente de ratones infectados reconocio el péptido VF66,
aunque en menor proporcion que el FhTE, el cual suministra una gran variedad de

moléculas parasitarias. Sin embargo, el suero de animales no infectados (control) no
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reconocié a dicho péptido (Figura 17 B), indicando que VF66 es reconocido por
anticuerpos especificos de componentes parasitarios. Este resultado sugiere que la
utilizacidn de anticuerpos anti-VF66 puede constituir una estrategia interesante para

enriquecer en proteinas de tipo mucina por cromatografia de afinidad.
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Figura 17 - Antigenicidad de VF66. A- ELISA evaluando el reconocimiento de VF66 por parte de un pool de sueros
provenientes de ratones infectados con F. hepatica. Como control positivo y negativo se evalud el reconocimiento
por FhTE y PBS, respectivamente.B- Reactividad de anticuerpos I1gG presentes en sueros provenientes de ratones
infectados con F. hepatica o ratones no infectados (control) por VF66 por ELISA.

Posteriormente, procedimos a la generacién de anticuerpos anti-VF66. Para obtener
gran cantidad de suero con anticuerpos especificos contra VF66, decidimos generar
dichos anticuerpos en conejos mediante la inmunizacién subcutdnea en 3
oportunidades separadas por 15 dias entre si, con 500 pg del péptido VF66 en
adyuvante de Freund completo (AFC) para la inmunizacion inicial e incompleto (AFI)
para los refuerzos. Ademas, y con el fin de descartar cualquier reactividad cruzada con
anticuerpos especificos de Mycobacterium tuberculosis (ya que el ACF posee

componentes de dicha bacteria) también obtuvimos un suero control a partir de
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conejos inoculados con PBS/AFC y PBS/AFI, siguiendo el mismo esquema de
inmunizacion (Figura 18A).

El suero se obtuvo a partir de sangre extraida de los conejos un mes luego de la ultima
inmunizacion. En la Figura 18 B se observa que Unicamente el suero conteniendo los

anticuerpos anti-VF66 reconocio al péptido correspondiente. Ademads, los anticuerpos
anti-VF66, ademas de reconocer al péptido VF66, como era esperado, también
reconocieron al lisado parasitario FhTE (Figura 18C), indicando que los anticuerpos
anti-VF66 consituyen una herramienta para enriquecer en proteinas de tipo mucina
por cromatografia de afinidad a partir de FhTE.

Una vez generados los sueros de interés (procedentes de los conejos inmunizados con
VF66 y con PBS como control) y evaluada su reactividad contra VF66 y el lisado total
del extracto procedimos a la purificaciéon de las IgGs totales a partir de los mismos.
Esto se realizd mediante purificacién por intercambio idnico en batch. En la Figura 19A
se observa la absorbancia a 280 nm de las fracciones de la purificacién en batch,
destacdndose una disminucidn gradual en la misma en los sucesivos lavados con buffer
fosfato a pH 8, donde esperamos encontrar los anticuerpos purificados por su punto
isoeléctrico aproximado de 8,7. Al presentarse cargados negativamente éstos no se
unirian a la matriz cargada negativamente a pH 8. Sin embargo, el resto de las
proteinas del plasma sérico, con puntos isoeléctricos menores a 8 en su mayoria
permanecerian unidas a la resina de intercambio. Esto es congruente con el marcado
aumento de la absorbancia a 280 nm que se observa al eluir con NaCL 1M. Por otro
lado, evaluamos la presencia de IgG en los lavados y eluidos mediante ELISA utilizando
un anticuerpo anti-IgG de conejo. Este ensayo permitié detectar mayor reactividad en
los lavados, la cual disminuy6 en los eluidos (Figura 19 B) confirmando la presencia de
IgGs en los lavados. Por ultimo, caracterizamos los anticuerpos IgG purificados por
SDS-PAGE (Figura 19 C). Las fracciones correspondientes a los lavados se separaron en
2 bandas mayoritarias a nivel de los 50 y 25 kDa, que podrian corresponder con las
cadenas pesadas y livianas de las IgGs respectivamente. Posteriormente, a fin de
verificar si estas bandas correspondian efectivamente a las cadenas pesadas y livianas
de los anticuerpos purificados realizamos un ensayo de Western Blot, utilizando un
anticuerpo secundario especifico contra 1IgGs de conejo, el cual reconocié

principalmente las cadenas livianas de las IgG (Figura 19 D). De esta forma logramos
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exitosamente la purificacion de IgGs de los sueros de conejo. El mismo procedimiento
se realizd con los anticuerpos provenientes del suero de los conejos inoculados con

PBS/Adyuvante, obteniendo resultados similares (no mostrados).
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Figura 18- Induccién de anticuerpos a VF66 en conejo. A- Esquema de Inmunizacion de los conejos. Los conejos
fueron inmunizados cada 15 dias con 500 pg de VF66 en adyuvante de Freund. Como control se utilizé suero de
animales inoculados con PBS en adyuvante de Freund. Al mes de la ultima inmunizacidn se sacrificaron los conejos y
se obtuvo el suero a partir de la sangre. B- Reconocimiento de VF66 por suero con anticuerpos anti-VF66 y suero
control C- Reconocimiento de FhTE y VF66 por el suero conteniendo anticuerpos anti-VF66. Como control se utilizd
PBS. Las fracciones de IgG purificadas a partir de sueros de conejos inoculados con VF66/adyuvante (que a partir de
ahora llamaremos “anticuerpos anti-VF66”) y con PBS/adyuvante (que denominaremos “anticuerpos control”)
fueron utilizadas para preparar columnas de agarosa que sirvieron que herramienta para realizar una posterior
cromatografia de afinidad. Para ello, incubamos las IgG diluidas en buffer bicarbonato la agarosa activada (adiciond
8 mg de anticuerpos purificados anti-Fhmuc por 2.5 ml de gel). Se bloquearon los sitios activos del gel que no se
unieron al anticuerpo con glicina 0,2M, pH 8.0. Se realizaron lavados posteriores con buffer bicarbonato.
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Figura 19 -
Purificacion de I1gG especificas del péptido VF66 a partir del suero de conejo inmunizados. A) Determinacion de la
Absorbancia a 280 nm de cada fraccién de la purificacién de suero de conejo mediante intercambio i6nco. B)
Reconocimiento de las distintas fracciones mediante técnica de ELISA obtenidas por anticuerpo anti IgG de conejo.
C- SDS-PAGE 15% de las fracciones purificadas tefiidos con coomasie blue. PM corresponde al peso molecular
(Sigma- Aldrich SigmaMarker low range), MNU: Material no unido, L1-L11: Lavados con buffer carbonato donde se
encuentran las 1gG, E1-2: Eluidos con NaCl 0,5M D) Western Blot utilizando un anticuerpo de cerdo anti-conejo
biotinilado el revelado fue con el equipo Oddysey mediante el uso de streptavidina dye lite 800nm. La flecha
completa y punteada indican respectivamente déonde se encuentra el peso molecular esperado para la cadena
pesada y liviana de IgG.
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Obtencion de glicoproteinas con los anticuerpos aVF66 (ElaVF66)

Con el objetivo de obtener fracciones del extracto parasitario reconocidas por el pool
de anticuerpos policlonales contra el péptido VF66, generamos una columna de
agarosa a la cual unimos las lgGs purificadas como se explicé en la seccién
correspondiente de Materiales y Métodos. De la misma forma generamos una
columna control utilizando el suero del conejo inmunizado con PBS de manera de
poder determinar cualquier reactividad cruzada con componentes del lisado
parasitario que pudieran ser reconocidos por anticuerpos no especificos de VF66
presentes en el suero. Con esta herramienta procedimos a la obtencién de distintas
fracciones del extracto parasitario correspondientes al material no unido a la columna
(percolado), y a lavados y eluciones a distintos pH. Se midid la absorbancia a 280 nm
de cada fraccidn, como forma estimativa de cuantificar la presencia de proteinas. La
misma fue maxima como era esperable en la fraccidn correspondiente al FhTE, menor
en el percolado y en el primer lavado. Sin embargo, no hubo valores detectables de
absorbancia a 280 nm en el resto de las fracciones (Figura 20 A). Sabemos que este
método de deteccidén de proteinas en las muestras presenta una cierta variabilidad
dependiendo de los componentes presentes en la misma. De forma aproximada, una
concentraciéon de 0,1 pg/ml ya puede ser detectado mediante este método por lo que
este resultado nos traduce que el material parasitario obtenido tanto en los lavados
como eluidos estaria en muy baja concentracion. Otra posibilidad es que
modificaciones post-traduccionales de la proteina enmascaren la presencia de cadenas
polipéptidicas, evitando su deteccién por la abosrbancia 280 nm.

A continuacién, y con el objetivo de detectar si alguna de las fracciones obtenidas
tenian alguna relevancia antigénica, evaluamos si éstas eran reconocidas por
anticuerpos especificos contra F. hepatica. Para ello, realizamos un ELISA utilizando
suero de ratones infectados y como control un pool de sueros de ratones controles (no
infectado). Las fracciones fueron inmediatamente llevadas a pH neutro una vez
obtenidas de manera de no generar variaciones en la generacién de color en este
ensayo por diferencias en el pH inicial de las muestras. En la Figura 20 B observamos
qgue hay un fuerte reconocimiento tanto del lisado total, como se vio anteriormente,
pero ademas el suero de ratones infectados reconocieron fuertemente el material

presente en las fracciones correspondientes a los eluidos, siendo el eluido obtenido a
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pH alcalino aquel que reacciond mas. Por el contrario el suero del ratdén no infectado
no presenta reactividad contra ninguna de las fracciones obtenidas (Figura 20 B). Esto
dirigid nuestra atencién a caracterizar bioquimica e inmunolégicamente el material
presente en dichas eluciones. Para ello seleccionamos el eluido basico el que de ahora

en adelante es denominado EI-VF66.

Es importante destacar que también generamos una columna control utilizando el
suero del conejo inmunizado con PBS de manera de poder determinar cualquier
reactividad cruzada con componentes del lisado parasitario que pudieran ser
reconocidos por anticuerpos no especificos de VF66 presentes en el suero. Con esta
herramienta realizamos los mismos pasos descritos anteriormente para la
cromatografia de afinidad con los anticuerpos anti-VF66. La determinacion de la
absorbancia a 280 nm de cada fraccién asi como la evaluacién de la antigenicidad no

permitié detectar sefial por ninguno de los métodos (resultados no mostrados).
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Figura 20 - Obtencion del ElaVF66. A) Se realizdé una columna de afinidad con anticuerpos policlonales especificos.
Se obtuvieron diferentes fracciones parasitarias: percolado (fraccion no unida), lavados a pH 6,5, eluidos pH 2,5,
avados a pH 8, eluidos pH 11,5 a los cuales se les midié la absorbancia a 280 nm. B) Se determind la reactividad del
suero de ratones infectados y no infectados con F. hepatica contra las diferentes fracciones parasitarias obtenidas.
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Caracterizacion bioquimica del ElaVF66

Con el objetivo de caracterizar bioquimicamente el material presente en la fraccién
mas antigénica, constituida por el eluido basico (al cual llamaremos EI-VF66),
primeramente debimos concentrar el material obtenido. Para ello, se dializaron las
muestras contra PBS 0,05 X ON, y se concentraron 20 veces por precipitacion con acido
tricloroacético y se dializaron finalmente contra PBS. Posteriormente, se estimd la
concentracion del EI-VF66 mediante el método del BCA obteniendo una concentracion
final de 0,1 mg/ml. Con el objetivo de analizar los componentes presentes en la
muestra se realizé luego una corrida electroforética en un gel de policarilamida con
SDS al 15% vy se tifid con azul de Coomasie. Como se aprecia en la Figura 21, se obtuvo
una banda mayoritaria de aproximadamente 45 kDa. Basandonos en el peso molecular
estimado de la secuencia aminoacidica correspondiente a Fhmuc L y Fhmuc S los
cuales serian de 15,3 kDa y 13,2 kDa, respectivamente, consideramos es posible que
en el caso de presentar cadenas de glicanos, su masa molecular seria mayor a estos
valores. Es importante destacar que se obtuvo una Unica banda, algo que resulta
sorprendente en las glicoproteinas ya que en general se caracterizan por poseer una
variacion en la glicosilacién dando lugar a un conjunto de bandas de préximo peso

molecular, a veces evidenciado como un “smear”.

Caracterizacion glucidica del ElaVF66

La caracterizacidn de los posibles glicanos presentes en el El- VF66 se realizd mediante
el uso de lectinas vegetales especificas de diferentes estructuras carbohidratas (Tabla
2). Para ello se realizd un procedimiento de conjugacion a biotina de las cuatro lectinas
seleccionadas por su alta reactividad por FhTE, previamente evaluada por E. Rodriguez

en el contexto de su Tesis de Doctorado.
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Tabla 2 - Lectinas utilizadas para la identificacion de carbohidratos.

Abreviacidn Origen Especificidad de Union
ConA Concanavalia ensiformis a-Man Glc
WGA Triticum vulgaris GlcNAc; NeusAc
PMNA Arachis hypogea Gal-g-(1,3)-GalNAc-c-Thr/Ser
VWL Vicia villosa Terminal GalNAc

En la Figura 22 se evidencia que las lectinas fueron efectivamente biotiniladas, al
mostrar la reactividad dosis-dependiente obtenida tras la incubacidon con

estreptavidina-HRP.

Una vez biotiniladas las lectinas de interés, y determinada la concentracién a utilizar,
procedimos a estudiar con las mismas el perfil glucidico del FhTE. Esta caracterizaciéon
ya se habia realizado y publicado previamente reportdndose el reconocimiento del

FhTE por las 4 lectinas citadas anteriormente® .

Como se observa en la Figura 23 se destaca el mayor reconocimiento del FhTE por las
lectinas ConA y PNA lo que sugiere la presencia aManosas terminales y/o Glucosas asi
como también de BGal(1->3)GalNAc, y un reconocimiento menor de VVL y WGA
(reconocen GalNAc y GIcNAc respectivamente), apoyando lo reportado en la

literatura™’.
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Figura 22 - Confirmacion de la conjugacion de lectinas con biotina. Se sensibilizaron placas con las diferentes
lectinas biotiniladas por 1 h a 37°C, se bloqued y se incubd con estreptavidina-HRP por 30 min a 37°C. El revelado se

realiz6 con OPD/H202.

Seguidamente, con el objetivo de caracterizar los glucidos presentes en nuestro
material de interés realizamos el mismo ensayo sobre el ElaVF66 en relacidn al FhTE. El
eluido fue fuertemente reconocido por ConA principalmente, y en menor grado por
PNA, WGA y VV como se ilustra en la Figura 24. Dada la especificidad de la ConA por
aManosas terminales/ Glucosas pensamos que esta fraccidon podria ser rica en este
tipo de glucido. Sin embargo, las cuatro lectinas utilizadas reconocieron en la misma
relacion (30-40%) el EIaVF66 en relacidn al FhTE, sugiriendo que las estructuras que
son reconocidas por las mismas se encuentran presentes en la fraccién enriquecida. Es
interesante notar que la PNA y VV estarian detectados O-glicanos, mientras que la
ConA detectaria N-glicanos. Por otro lado la WGA podria detectar GIcNAc tanto en N-
como en O-glicanos. En nuestro grupo de trabajo se estudid el potencial
inmunoregulador de la manosa sobre las CDs, lo que es de gran relevancia visto las
caraceristicas glucidicas del ElaVF66 y planteando la hipotesis de un papel

inmunoregulador de nuestro propio material de estudio.
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Figura 23- Reconocimiento de FhTE por las lectinas PNA, ConA, VV y WGA. Se realiz6 un ensayo de tipo ELISA
sensibilizando con FhTE, incubando con diluciones seriadas de lectinas biotiniladas, seguido de estreptavidina-HRP.
En A se observa la reactividad de las lectinas a 10 ug/mL o a diferentes concentraciones seriadas (B).
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Figura 24 - Reconocimiento del FhTE y ElaVF66 por diferentes lectinas. Se evalud el reconocimiento de FhTE y el
ElaVF66 por diferentes lectinas (ConA, WGA, PNA, VV) por ELISA. En la parte A se observa el reconocimiento en
valores absolutos de absorbancia a 492 nm. En la parte B se graficd el porcentaje de reconocimiento del ElaVF66 en
relacion al reconocimiento del FhTE para las 4 lectinas seleccionadas.
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Oxidacion del FhTE y El - VF66

Posteriormente, y de forma de confirmar que el reconocimiento por la lectina ConA
fuera especifico de la porcién glucidica del material purificado, procedimos a la
oxidaciéon del mismo con metaperiodato. Se puede observar en Figura 25 A, la puesta a
punto del método de oxidacidn utilizando una glicoproteina modelo como lo es la OSM
(mucina submaxilar ovina) y utilizando como método de deteccién el anticuerpo B72.3,
el cual reconoce los sialil-Tn presente en la OSM ®*. En dicha figura se puede observar
que la oxidacidén de los glucidos terminales con meta-peirodato de sodio presentes en
la OSM disminuye considerablemente la reactividad del anticuerpo B72.3 por la OSM
(Figura 25A). Se concluye que la técnica de oxidacion con metaperiodato era efectiva

para abrogar el reconocimiento de sus glucidos terminales.

Una vez probado el método de oxidacidn, procedimos a confirmar que la lectina ConA
reconocia los glucidos presentes tanto en FhTE, como en el El- VF66 mediante un lectin
blot luego de tratar las muestras con meta periodato. Se utilizd6 como control la
oxidacién y reconocimiento del buffer trietilamina en el que se encuentra el El -VF66.
Como esperado, el reconocimiento del tanto del FhTE como de El — VF66 por ConA fue
ampliamente menor cuando las muestras son oxidadas, confirmando la unidn de la

lectina a la porcién glucidica de estas fracciones (Figura 25B).
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Figura 25 - Oxidacion del FhTE y ElaVF66. Las diferentes proteinas fueron oxidadas con meta-periodato de sodio
una vez adsorbidas a la placa de ELISA. En la parte A se muestra la reactividad de un anticuerpo monoclonal
especifo de Sialil-GalNAc presente en la proteina modelo OSM. En la parte B se muestra el reconocimiento por ConA
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de FhTE, ElaVF66 y el buffer control antes y después de la oxidacion de los mismos. El asterisco corresponde a
diferencia con significacidn estadistica con valor de p<0.05

Evaluacion de la inhibicion de la maduracién de las células dendriticas por el FhTE y
el ElaVF66

Con el objetivo de caracterizar el efecto del FhTE en las células dendriticas se
obtuvieron células hematopoyéticas de la médula 6sea de ratones BALB/c las cuales se
diferenciaron en células dendriticas in vitro mediante el agregado de GMCSF como se

explico en la seccidn correspondiente de Materiales y Métodos.

Inicialmente evaluamos la maduracion de BMDCs frente a la estimulacion con
agonistas TLRs. Se cuantificd la producciéon de TNFa, IL-12, IL-6 e IL-10 por BMDCs
luego de la incubacién con LPS o CpG. En la Figura 26 se observa que las BMDCs
incubadas con LPS y CpG provocaron un aumento en la produccién de las citoquinas
pro-inflamatorias evaluadas (Figura 26), indicando que los mismos constituyeron un
estimulo para su maduracion. Sin embargo, la produccion de IL-10 mostré tendencia a
disminuir en estas circunstancias (Figura 26). Esto es esperable ya que sabemos que el
LPS y CpG corresponden a ligandos de los TLR 4 y 9 respectivamente y llevan a un
aumento de citoquinas pro-inflamatorias y disminucién de citoquinas reguladoras

como IL-10%°.

Posteriormente, procedimos a confirmar el efecto inmunomodulador de FhTE sobre la
maduarcion de las CDs en este mismo sistema. Como observamos en la Figura 27 el
agregado de FhTE a una concentracion final de 75 pg/ml, inhibié parcialmente la
produccién de IL-12, IL-6 y TNFo, mientras que aumento la de la IL-10, confirmando los

. . . e 2
resultados previamente reportados por nuestro grupo de investigacion®’.
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Figura 26 - Evaluacion de la maduracién de BMDCs frente a la estimulacion con agonistas TLRs. Se evalud la
produccién de TNFa, IL-12 e IL-6 por BMDCs luego del agregado de LPS (1 pg) o CpG (0.5 pg) por pocillo. Las BMDC
generadas fueron depositadas en placas de 96 pocillos a una concentracion de 5.0 x 105 células/pocillo. El asterisco
corresponde a diferencia con significacion estadistica con valor de p<0.05
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Figura 27 - Evaluacion de la inhibicién de la maduraciéon de BMDCs inducida por LPS y CpG por FhTE. Las BMDCs
fueron incubadas con FhTE (75 pg/ml) toda la noche en presencia de LPS o CpG. Posteriormente se cuantificé los

niveles de IL-6, IL-12, IL-10 y TNFa en el medio de cultivo mediante técnica de ELISA.
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A continuacién, las BMDCs fueron incubadas con FhTE, percolado, El-aVF66, asi como
también con la fraccion correspondiente al eluido control (obtenida con los
anticuerpos purificados de suero de conejos inmunizados con PBS/adyuvante) en
presencia o ausencia de LPS o CpG. Primeramente verificamos que la viabilidad celular
no se viera comprometida en las condiciones ensayadas (Figura 28 A). En segundo
lugar, recuperamos el sobrenadante del medio de cultivo y evaluamos los niveles de IL-
6, IL-12, y TNFa por ELISA (Figura 28 B). Observamos que el agregado de El-aVF66
provoco, al igual que FhTE, una disminucion de la produccién de IL-6 e IL-12 tanto en
presencia de LPS como de CpG. Sin embargo, la produccién de TNFa por BMDC
incubadas con El-aVF66 en presencia de CpG aumentd notoriamente (Figura 28 B). En
sus conjunto, estos resultados sugieren que la fraccion parasitaria obtenida
denominada El-aVF66 mimetiza, al menos en parte, la inhibicidon de la maduracion de

BMDC inducida por ligandos de TLRs inducida por FhTE.
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Figura 28 - Evaluacién de la inhibicidn de la maduraciéon de BMDCs inducida por LPS y CpG por ElaVF66. Las BMDCs
fueron incubadas con FhTE (75 pg/ml), El-aPBS (control) EI-aVF66 toda la noche en presencia o ausencia de LPS o
CpG. Posteriormente se cuantificd los niveles de IL-6, IL-12 y TNFa en el medio de cultivo. Posteriormente se
incubaron con el FhTE (75 pg/ml), fracciones correspondientes a percolados (75 pg/ml) y eluidos (20 pug/ml) o
medio en presencia o ausencia de LPS (1 pg/pocillo) o CpG (0.5 pg/pocillo) toda la noche a 372C con 5% CO?2. El
sobrenadante de las células incubadas fue colectado para evaluar los niveles de citoquinas por ELISA (IL-6, IL-12, IL -
10, TNFa). El asterisco corresponde a diferencia con significacidn estadistica con valor de p<0.05
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Parte II: Obtencion de glicoproteinas de F. hepatica reconocidas por

ConA y evaluacion de sus propiedades inmunomoduladoras sobre CDs

Visto que el El-aVF66 fue fuertemente reconocido por Concavalina-A (ConA), la cual
reconoce con alta afinidad y especificidad la aMan terminal y en menor grado las aGlc;
y en conocimiento de la importancia que presentan los glicoconjugados ricos en
manosa en el efecto inhibidor de FhTE sobre las BMDCs reportado previamente por
nuestro equipo de trabajozg, decidimos ampliar nuestro abordaje mediante el estudio
de glicoconjugados ricos en motivos manosilados. Primeramente evaluamos el
reconocimiento del FhTE por la ConA mediante un ensayo de tipo lectin-Blot. Para ésto
se realizé un lectin blot sobre FhTE utilizando una ConA conjugada a HRP y se reveld
mediante quimioluminiscencia. Como control negativo se usé un duplicado de la
membrana el cual se incubd sin lectina y no mostré reactividad (Figura no mostrada).
En la Figura 29 se observa en la izquierda los distintos componentes proteicos del FhTE
con tincion de Azul de Coomasie y en la derecha las bandas que son reconocidas por la
ConA-HRP. Estas figuras permiten observar la abundancia de componentes parasitarios
reconocidos por la lectina de interés traduciendo una gran abundancia de

glicosilaciones con manosas terminales y/o glucosa.

ASKkDa v

14kDa ==

Figura 29 — Reconocimiento del FhTE por ConA-HRP. A la izquierda se
observa una electroforesis en gel de acrilamida al 15% de FhTE con
tincién de Azul de Coomasie. A la derecha se evalud la reactividad de
ConA-HRP con una concentracion de 1 pug/ml sobre el FhTE mediante
lectin blot.
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Posteriormente, utilizamos como herramienta la lectina ConA para realizar una
cromatografia de afinidad. Por lo tanto, procedimos a la conjugaciéon de ConA a una
matriz de agarosa de manera de poder aislar todos los componentes en FhTE
reconocidos por esta lectina y poder estudiarlos desde el punto de vista bioquimico e

inmunoldgico.

Purificacion del EI-ConA

Con el objetivo de separar la fraccidn parasitaria reconocida por ConA, nos planteamos
inmovilizar la lectina de interés en una columna de agarosa, de la misma forma que lo
hicimos anteriormente con los anticuerpos anti-VF66. Para ésto se incubd 1 g de
agarosa activada con 20 mg de ConA en buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7,5
suplementado con 0,1 mM de acetato de zinc (buffer de inmovilizacién). La
cuantificacion de la ConA inmovilizada en agarosa se determiné por diferencia entre la
proteina aplicada y la recuperada en el sobrenadante. No se detectd la presencia de
ConA por BCA en el sobrenadante por lo que se estimd que toda la lectina se unié a la

agarosa (resultados no mostrados).

Una vez generada la columna se equilibré con 4 mL del buffer de unién (PBS pH 7,4 0,4
M NaCl, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl, y 1 mM MgCl,) y se incubd con FhTE (12,5 mg)
seguido de lavados en el buffer de unién. Las eluciones se realizaron por competencia
con manosa o por pH (eluciones basicas con buffer carbonato 0,1 M pH 8,5 y eluciones
acidas con buffer acetato de sodio 0,1 M pH 4,5). Las diferentes fracciones obtenidas
fueron analizadas por espectrometria para determinar su absorbancia a 280 nm. No se
cambio el agente de elucidn hasta que la absorbancia en las fracciones obtenidas fuera
inferior a 0,1. De esta forma, obtuvimos diferentes fracciones: percolado, eluciones
basicas y eluciones acidas. El cromatograma de A 280 nm destacd la presencia de un
discreto pico de absorbancia correspondiente a las eluciones basicas, a las que
llamaremos desde ahora EI-ConA (Figura 30). Esto traduce la presencia de
glicoconjugados con motivos carbohidratos reconocidos por ConA, es decir

manosilados y/o glucosilados.
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Figura 30 Obtencidon del EI-ConA. Se realizdé una cromatografia de afinidad sobre FhTE utilizando agarosa conjugada
a ConA. Luego de la obtencion de las diferentes fracciones, se determiné la absorbancia a 280 nm.

Caracterizacion bioquimica del El1-ConA

Una vez obtenidas las diferentes fracciones nos propusimos el objetivo de determinar
mediante una corrida electroforética la presencia de bandas correspondientes a los
componentes presentes en las mismas. Para ello se analizaron las diferentes fracciones
en un gel SDS-PAGE. De éste se desprende la presencia de una banda prioritaria de
aproximadamente 28 kDa en los eluidos alcalinos, presentando cuatro bandas de
menor intensidad con un peso molecular aparente de 66, 45, 21 y 17kDa (Figura 31).
Por otro lado, destacamos que cuando se realizé la elucidon por competicidn utilizando
Manosa 0,5 M, los mismos componentes fueron observados por SDS-PAGE, aunque de
menor intensidad (resultados no mostrados). Esto podria indicar que con la elucién a
pH alcalino estariamos probablemente obteniendo los mismos componentes en el El-

ConA excepto que con mayor concentracidn por ser una elucion mas agresiva.

Con el objetivo de verificar que los componentes obtenidos por cromatografia de
afinidad utilizando la lectina ConA son efectivamente reconocidos por la misma,
procedimos a la realizacidon de un lectin Blot con las fracciones eluidas (EI-ConA) de la
misma forma que descrito anteriormente. El lectin blot determiné la presencia de 4
bandas mayoritarias correspondientes a pesos moleculares aparentes aproximados a

los 66, 45, 21 y 17 kDa, previamente identificados por tincion de azul de Coomassie.




RESULTADOS

Sin embargo, el componente mayoritario de 28 kDa no fue reconocido por la lectina en

estas condiciones (Figura 32).
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Figura 31 Identificacion de los componentes presentes en el El-aConA por SDS-PAGE. A) SDS-PAGE en gel de
acrilamida al 20% con tincién de plata. Los carrilles corresponden a: 1) FhTE, 2) Percolado 3) primer lavado, 5, 6 y 7)
eluidos alcalinos, 8) marcador de peso molecular. B) SDS-PAGE en un gel de acrilamida al 15% con tincion de azul de

coomassie.
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Figura 32 — Reconocimiento del EI-ConA por ConA-HRP por
lectin-Blot. A la izquierda se observa una electroforesis en gel
de acriliamida al 15% del EI-ConA con tincién de coomasie. A la
derecha se evalla la reactividad de ConA HRP con una
concentracion de 1 pg/ ml sobre el EI-ConA mediante lectin
blot.

14kDa

Adicionalmente, y con el objetivo de continuar la caracterizacidon del material presente
en el EI-ConA estudiamos el punto isoeléctico (Pl) de los componentes identificados
por SDS-PAGE presentes en los eluidos alcalinos. En la Figura 33 se observan los pl
determinados experimentalmente a través de un isoelectroenfoque, con posterior

tincién con nitrato de plata, mostrando dos Pl ubicados entre el rango de 6.85 y 7.35.

Figura 33 - Isoelectroenfoque de EI-ConA. Se determind el punto isoeléctrico
de los componentes presentes en EI-ConA mediante la realizacién de un
isoelectroenfoque con tinciéon de nitrato de plata. EIl componente que se
sefiala con la flecha corresponde al lugar de sembrado de la muestra y se
considera inespecifico.
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Con el objetivo de determinar si el EI-ConA era antigénico, es decir puede ser
reconocido por anticuerpos especificos de F. hepatica, evaluamos el reconocimiento
de anticuerpos provenientes de ratones infectados por ELISA, utilizando como control
aquellos presentes en un animal no infectado. Nuestros resultados indican que existen
componentes antigénicos en dos de las tres fracciones parasitarias utilizadas: FhTE y
El-ConA, ya que los dos fueron reconocidos por los anticuerpos presentes en el suero
de animales infectados, mientras que el suero proveniente de los animales control los
reconocid en menor medida (Figura 34). Este resultado es indicativo de que la fraccién
purificada es fuertemente anitgénica, resaltando su papel en la respuesta del

hospedero durante la infeccidén y subrayando su relevancia biolégica.
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Figura 34 - Reconocimiento del EI-ConA por el suero de ratén infectado y no infectado con Fasciola hepatica. Se
evalud la antigenicidad del EI-ConA, mediante la realizacién de un ensayo tipo ELISA sensibilizando con las
diferentes fracciones parasitarias e incubando con los sueros de animales infectados y controles, seguidos de un
anticuerpo anti-lgG-HRP.

Caracterizacion de la composicion de carbohidratos de El-ConA

Visto nuestro interés en separar aquellos componentes parasitarios con glicosilaciones
de tipo manosa terminal, resultd especialmente importante la confirmacion del
reconocimiento del EI-ConA por la lectina ConA, asi como continuar la caracterizacién
de otros glucidos posiblemente presente mediante la determinacién de la reactividad
con lectinas adicionales. Se caracterizé el reconocimiento del EI-ConA por las lectinas

detalladas en la tabla 2 (no se utilizd VV). En la Figura 35 se aprecia que el EI-ConA fue
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reconocido fuertemente por ConA, como era esperable, mientras que el percolado no
tiene reactividad por esta lectina. A su vez, el EI-ConA fue moderadamente reconocido
por PNA, pero en menor medida que el el percolado. Por ultimo, el EI-ConA fue
reconocido en menor grado por WGA en una proporcion similar al percolado. De
forma interesante, el reconocimiento de percolados y EI-ConA por las lectinas en todos
los casos fue complementario, resultando en el reconocimiento de FhTE (Figura 35).
Estos resultados sugieren la alta presencia de aMan/aGlc, GIcNAc y en menor medida

de BGal(1->3)GalNAc.
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Figura 35 - Reconocimiento del FhTE, Percolado y El-ConA por diferentes lectinas. Se determiné la reactividad de
WGA, PNA y ConA sobre el FhTE, el Percolado y nuestro material de interés (EI-ConA) mediante un ensayo tipo
ELISA sensibilizando con FhTE, Percolado o El-ConA y agregando 10 ug/mL de lectina biotinilada seguida de
estraptevidina -HRP.
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Evaluacién de la inhibicion de la maduracién de las células dendriticas por el EI-ConA
Posteriormente, estudiamos la modulacién de la maduracién de las BMDCs por parte
del EI-ConA y se las compard al efecto inducido por FhTE y el percolado obtenido. Para
ello, realizamos experimentos de incubacién con BMDC con las fracciones parasitarias
en presencia o ausencia de los ligandos de TLR 4y 9, LPS y CpG respectivamente, como
ya se describid anteriormente. En la Figura 36 se muestran los resultados obtenidos.
Para facilitar la descripcion y comprensién de estos resultados primeramente
analizaremos los resultados obtenidos en las BMDCs maduradas en presencia de LPS.
La produccién de IL-6 estimulada por LPS fue inhibida por FhTE, como esperado.
Interesantemente, esta inhibicion también se evidenciéon al incubar las BMDCs en
presencia de EI-ConA. Sin embargo, el percolado tuvo efectos variados, ya que inhibid
la produccién de IL-6 estimulada por LPS, mientras que no modificé la de IL-12. El
efecto de EI-ConA sobre la produccién de TNFa inducida por LPS fue diferente. FhTE y
el percolado se comportaron similares, inhibiendo la produccién de TNFa en niveles
similares. Sin embargo, el EI-ConA inhibid la producciéon de esta citoquinas pero en
menor proporcidén. Por ultimo, la produccién de IL-10 inducida por LPS vio una
tendencia al aumento en presencia de FhTE o el percolado, mientras que El-ConA no
modificd la produccién de la misma. Estos resultados sugieren que el EI-ConA
comparte algunas, pero no todas, de las propiedades inmunomoduladoras sobre la
maduraciéon de BMDC inducida por LPS.

Con respecto al efecto de estas fracciones parasitarias sobre las citoquinas producidas
por BMDC maduradas por CpG, se muestra que tanto el FhTE, el percolado como El-
ConA inhibieron de forma similar la produccién de IL-6 e IL-12 por BMDCs inducida por
CpG (Figura 36) Sin embargo, su efecto fue diferente sobre la produccion de IL-10 y
TNFa. Mientras que FhTE y el percolado potenciaron la produccion de IL-10, el EI-ConA
no la modificd, sugierendo que el componente parasitario que potencia la produccion
de IL-10 permanecié en el percolado y no tiene reactividad por ConA. Por otro lado,
FhTE inhibid la produccion de TNFa asi como tambien el percolado, mientras que el El-
ConA no la modificd. En su conjunto estos resultados sugieren que el EI-ConA posee
propiedades inmunomoduladoras sobre la maduracion de BMDCs, pero no mantiene
las mismas identificadas para FhTE, sugieriendo que diferentes glicoconjugados

participan en el efecto inmunomodulador observado para FhTE.
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Figura 36 - Evaluacion de la inhibicion de la maduracion de BMDCs por el FhTE, el Percolado y el EI-ConA. Las
BMDC fueron depositadas en placas de 96 pocillos a una concentracion de 1.0 x 10° células/pocillo. Posteriormente
se incubaron con FhTE, percolado, EI-ConA a 372C toda la noche. Transcurridas dos horas se adicion6 el LPS (1 pg) o
CpG (0.5 pg) o medio. El sobrenadante de las células incubadas fue colectado para evaluar citoquinas por ELISA (IL-

6, IL- 12, IL- 10, TNFa).
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Discusion

En esta tesis evaluamos la capacidad de glicoproteinas de F. hepatica de modular la
maduracion de las CDs. Los glicanos pueden ejercer diferentes funciones en la biologia
parasitaria. Diferentes tipos de evidencias indican que los glicoconjugados tendrian un
rol fundamental en la supervivencia parasitaria al influenciar la respuesta del

d®®”. Al momento de iniciar esta tesis se desconocia mayormente el tipo de

huéspe
glicanos de F. hepatica y el efecto de los mismos sobre las CDs. Sin embargo, en los
meses siguientes, nuestro equipo de investigacidon reportaria la presencia de
estructuras glucidicas en el lisado de F. hepatica conteniendo Man/Glc, GalNAc,
GlcNAc confirmado por la unidn de lectinas a estas estructuras (ConA, WGA and VV,
respectivamente)®’. Ademas, durante su tesis doctoral, Ernesto Rodriguez caracterizé
los N-glicanos presentes en el lisado total parasitario (FhTE) identificando N-glicanos
manosilados cortos e hibridos, algunos de los cuales contienen GIcNAc terminal y
Fucosa en core central®. En el mismo sentido, estudios de otros grupos de
investigacion han indicado mediante estudios de espectrometria de masa la presencia

de oligosacaridos con oligomanosa expresadas en escamas, ventosas y cobertura

tegumentaria del parasito adulto®.

En este trabajo de maestria logramos obtener glicoproteinas utilizando anticuerpos
especificos de proteina de tipo mucina (EI-VF66) y glicoproteinas manosiladas (El-
ConA), a partir del lisado total del parasito adulto (FhTE). Las mismas fueron
caracterizadas desde el punto de vista bioquimico e inmunoldgico, demostrando que:

i) La fraccion EI-VF66, que resultd ser altamente antigénica (ya que fue reconocida por
anticuerpos desarrollados durante el transcurso de la infeccién por F. hepatica) se
caracterizd por poseer un peso molecular aparente aproximado de 45 kDa, presentd
N-glicanos conteniendo Man (porque fue fuertemente reconocido por la lectina ConA)
y GIcNAc (por su reactividad con WGA) y demostré mimetizar el efecto inhibidor de la
maduracion de BMDCs por FhTE.

ii) La fraccion EI-ConA, también antigénica, caracterizada por estar constituida por 5

componentes de peso molecular aparente aproximado de 66, 44, 28, 21 y 17 kDa, con
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pl de 6.85 y 7.35, altamente reactivo con ConA, y reconocido en menor medida por
WGA. A diferencia del EI-VF66, el EI-ConA inhibié Unicamente en parte la maduracion

de las CDs.

A pesar de que la ConA posee alto reconocimiento por Man seguido de Glc, nuestros
resultados permitirian a priori afirmar que la reactividad de la ConA se da a través del
reconocimiento de Man y no de Glc en los N-glicanos, ya que los estudios analiticos
llevados previamente a cabo por nuestro y otros grupos de investigacion han
demostrado que los N-glicanos de F. hepatica carecen de residuos de GIc>%8% 4
diferencia de lo que sucede en las células de mamifero. Por lo tanto, la reactividad de
las lectinas ConA y WGA por el EI-VF66 sugiere la presencia de N-glicanos manosilados
y GlcNAcsilados, coherente con lo ya reportado para los N-glicanos de F. hepatica
338859 Ademads, esta observacion también es consistente con el hecho de gue FhmucL

presenta 3 sitios de N-glicosilacion (determinados por el algoritmo NetNglyc 1.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)(Figura 14).

Una estrategia a futuro para profundizar en el andlisis glucidico del EI-VF66 y verificar
la presencia de N-glicanos constituiria en la remocién de los N-glicanos utilizando
PNGasa, los cuales podrian ser analizados posteriormente por espectrometria de
masa. En este tema, nuestro grupo de investigacién se encuentra actualmente
trabajando gracias a una colaboracién que mantenemos con el grupo del Dr. J. Garcia-

Vallejo en la VUMC University de Amsterdam (Holanda).

Por otro lado, el reconocimiento por PNA (Gal-GalNAc-Thr/Ser) y VV (con especificidad
contra GalNAc-Thr/Ser, también conocido como antigeno Tn) del EI-VF66 sugiere la
presencia de O-glicanos en esta proteina. La presencia del antigeno Tn en F. hepatica
ya ha sido previamente reportad337, y considerando el alto contenido de Ser y Thr
presentes en el péptido VF66, utilizado para la generacién de anticuerpos policlonales
que sirvieron para la obtencién del EI-VF66, es altamente probable que dicha fraccién

contenga O-glicanos truncados.



http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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A pesar de la informacién reportada en los uUltimos meses sobre los N-glicanos de F.
hepatica, aun no se ha abordado el estudio de sus O-glicanos. Considerando las
evidencias que sugieren la presencia de O-glicanos en el EI-VF66, podriamos proponer
realizar su identificacidon a través del uso de exoglicosidasas secuenciales seguidas por
una O-glicosidasa’ y el andlisis del aztcar liberado por cromatografia en capa fina
utilizando estandares correspondientes. Estas son estrategias que nos encontramos
actualmente abordando con el grupo de la Dra. Marifio quién dirige el Laboratorio de

Glicdmica funcional y Molecular en el IByME (Buenos Aires, Argentina).

Con respecto a la fraccién obtenida EI-ConA, podemos afirmar, andlogamente a lo
descrito anteriormente para EI-VF66, que posee N-glicanos manosilados conteniendo
GlcNAc. La poca reactividad encontrada con PNA sugiere que los O-glicanos estan poco

representados en la fraccion, o incluso ausentes.

Considerando ademas que identificamos 5 componentes en el EI-ConA por SDS/PAGE,
podriamos hipotetizar que el componente de 44 kDa presente en el EI-ConA
corresponde al componente identificado en el EI-VF66 (de 45 kDa). Para poder
demostrarlo podriamos mediante un ensayo de western blot con anticuerpos anti-
VF66 identificar si hay un reconocimiento especifico de esta banda sobre el material

obtenido por la columna de ConA.

Por otro lado, para determinar la identidad de los componentes obtenidos en el El-
VF66 y EI-ConA, podriamos abordar la pregunta mediante el andlisis de protedmica.
Los mismos consisten en evaluar mediante espectrometria de masa MALDI-TOF/TOF la
masa de péptidos generados tras la protedlisis de proteinas lo que permite identificar
la identidad de proteinas luego de consultar una base datos segun el perfil de masas
de péptidos obtenidos®. En este contexto, y considerando que nuestros componentes
son glicoproteinas, deberiamos eliminar los N- y O-glicanos previamente, utilizando
PNGasaF y B-eliminacién, respectivamente. De esta forma, y para confirmar los
resultados encontrados en esta tesis, se podria realizar una SDS/PAGE en 2
dimensiones para identificar “spots” de acuerdo a su peso molecular aparente y punto

isoélectrico, deglicosilar, proteolizar y analizar por espectrometria de masa.
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Cabe resaltar que hace unos meses el grupo liderado por Sandra O’Neill (Irlanda)
realizé estudios de protedmica con el fin de identificar las glicoproteinas manosiladas
presentes en una fracciéon tegumentaria de F. hepatica31.

En este trabajo se detallan las proteinas manosiladas (previamente purificadas por
afinidad utilizando, al igual que nosotros, la lectina ConA) presentes en el tegumento
de F. hepatica. Identifican 341 proteinas glicoproteinas manosiladas, de las cuales 28
fueron las mds abundantes, con funciones estructurales y metabdlicas, proteinas de
shock térmico y cistein proteasas®’. Dentro de éstas se identificaron las siguientes
proteinas:

- Catepsina-L2 (BN1106_s8098B000020) con un peso molecular (PM) de 37 kDa y un
punto isoeléctrico (pl) de 5.44;

- la Actina (BN1106_s2907B000133) con PM=42 kDa y pl=5.43;

- La Catepsina-L1 (BN1106_s8490B000026) con PM=37 kDa y pl=6.3;

- La Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, (BN1106_s5174B000030) con pM= 54
kDaypl=7.1;

- la Disulfuro isomerasa (BN1106_s2763B000063) con un PM= 53 kDa y pl de 5.1;

- la Piruvato carboxilasa (BN1106_s1091B000125) con un PM=14 kDa y pl=6.3;

- una Proteina de unién a Calcio (CaBP4) (BN1106_s214B000742) con un PM=130 kDa y
pl=5.4.

- la Peroxiredoxina (BN1106_s1614B000280) con un PM=22 kDa y pl=6.3.

Considerando que la fraccién que obtuvimos al purificar con la ConA contiene cinco
componentes de 66, 44, 30, 20 y 14 kDa, con pl de 6.85 y 7.35, podriamos especular
gue algunos de éstos corresponden a alguna de las proteinas identificadas por Ravida y
colaboradores. Por ejemplo, la piruvato carboxilasa (PM=14 kDa y pl=6.3), la
peroxiredoxina (PM=22 kDa y pl=6.3) o la Catepsina-L1 (PM=37 kDa y pl=6.3), aunque
hay que considerar que los pesos moleculares y puntos isoeléctricos indicados
corresponden a la proteina sin modificaciones post-traduccionales. Para verificar esto
podriamos producir estas proteinas de forma recombinante en células de mamifero,
purificarlas y caracterizarlas desde el punto bioquimico e inmunolégico, comparando

con nuestros resultados. Para evaluar el rol de los N glicanos en su funcién
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inmunomoduladoras podemos generar mutaciones en la secuencia aminoacidica de las
mismas, con una sustitucion de las Asn en sus secuencias aminoacidicas por Gly, de
manera de truncar la N-glicosilacidon desde su inicio y evaluar cambios en su potencial
inmunomodulador al modificar su glicosilaciéon. Esta estrategia serd préoximamente
abordada por nuestro equipo de investigaciéon, en colaboracién con la Dra. Pifieyro. En
particular, trabajaremos en un principio con la peroxirdoxina y buscaremos el rol de

sus glicanos y actividad anti-oxidante de modular la maduracién de las CDs.

En relacién a la capacidad de los glicoconjugados de F. hepatica en inhibir la
maduracion de las CDs, nuestro grupo de trabajo ha sido el primero en reportar su rol,
no solamente a nivel de la maduraciéon y funcién estimuladora de CDs, sino que
también en la inducccién de la respuesta Th2 modificada, induciendo la produccién de
IL-4 e IL-10 por linfocitos T CD4 especificos®®. En esta misma linea se reportd la
importancia de los glicoconjugados manosilados en la determinacién de este tipo de
respuesta ya que tanto la preincubacién de CDs con manosa como la utilizacion de

FhTE demanosilado abolieron este perfil tolerogénico e inmunomodulador?.

En relacidon al efecto inmunomodulador de los glicoconjugados parasitarios sobre las
CDs, nuestro grupo reportd que el FhTE inhibe la produccion de la IL-12 e IL-6 pero
aumenta los niveles de IL-10 producidos por BMDC estimuladas con LPS?, similar a lo
que sucede con CD humanas®. Ademds, demostramos que dicha inhibicion esta
mediada por receptores de tipo lectina (CLR) que reconocen glicanos manosilados?.
En concordancia con estos resultados, demostramos que los glicoconjugados
manosilados parasitarios son reconocidos por DC-SIGN, un CLR expresado por CDs
humanas, y que este receptor media la diferenciacidn a linfocitos T anérgicos o
reguladores que son incapaces de proliferar ante estimulos o incluso de inhibir una
reaccién estimuladora®. En este mismo sentido, otros grupos de investigacion
reportaron que un lisado tegumentario del parasito condiciona CDs con la capacidad
de inducir anergia sobre linfocitos T CD4, aunque la funcidn anérgica de estos linfocitos
T CD4 no fue probada, sino solamente determinada por la presencia de marcadores
asociados con anergia como GRAIL, EGR2, ICOS o ITCH’*. Ademas, evidenciaron que

este proceso esta mediado por el MR, pero no por su funcién de reconocer glicanos
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parasitarios, sino porque el MR aumentaria su expresién en CD luego del
condicionamiento con FhTeg e interaccionaria con glicanos presentes en linfocitos T
cpa’.

En este trabajo de maestria encontramos que el EI-VF66 reproduce la inhibicién
causada por el FhTE sobre las BMDCs, mientras que el EI-ConA reproduce parcialmente
esta inhibiciéon. A continuacidon se muestra una tabla que resume los resultados

correspondientes a la modulacién de las CDs obtenidos:

Tabla 3 - Analisis de la respuesta en la produccion de citoquinas por CDs frente al agregado de FhTE, EI-VF66

FhTE El - VF66 El-ConA
LPS CpG LPS CpG LPS CpG
IL-12 _ N2 2 % _ v
IL-6 N2 N2 N2 N2 N v
IL-10 1t (N N/E N/E - -
TNFa | L4 N2 N2 ™~ v -

Las flechas azules y rojas indican inhibicién y estimulacion respectivamente en la produccién citoquinica. Los
guiones indican que no se identifican modificaciones en los niveles de citoquinas producidos. N/E indica que esa
citoquina no fue evaluada.

Como se observa en la Tabla 3 el EI-VF66 obtenido disminuyd la IL-6, IL-12 y TNFa
inducido por LPS, que es el mismo efecto que observamos con el lisado total
parasitario FhTE. Su efecto sobre las citoquinas inducidas por CpG fue similar
(disminucidon de IL-6 e IL-12), excepto por el hecho de que encontramos un aumento
en la produccion de TNFo por CDs estimuladas con CpG, mientras que el FhTE lo
disminuye. En suma, el EI-VF66 mimetizd los efectos inhibitorios del FhTE sobre las CDs
estimuladas, a excepcidon del TNFa inducido por CpG que en lugar de disminuirlo, lo
aumenta. Es importante recordar que el TNFa se ve aumentado no sélo en condiciones
proinflamatorias sino que también en determinadas situaciones reguladores, ya que es

un factor fundamental en la regulacién de la respuesta inmune’?.
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Una de las razones que podria explicar esta diferencia entre el FhTE y EI-VF66 es que
los glicanos, asi como otras proteinas, parasitarias, pueden interaccionar con las CDs a
través de una gran variedad de receptores. En particular, se ha visto que los CLRs, que
reconocen estructuras de glicanos de forma especifica, “dialogan” con la sefalizacién

de TLRs, en un proceso conmunmente conocido como “crosstalk”.

Podemos hipotetizar que los CLRs estimulados por el EI-VF66 o la afinidad de unién, no
son los mismos que reconocen el FhTE y ésto podria explicar las diferencias en la
respuesta de las CDs. Otra posibilidad es que el EI-VF66 estimule sélo algunos de los
receptores que estimula el FhTE, generando una respuesta parcial en relacion al lisado
total. Se ha reportado como la activacion de un CLR determinado puede llevar a la
inhibicidn o aumento en la produccién de diferentes citoquinas, asi como modificar la
sefializacion desencadenada por receptores Toll activados por componentes del
pardsito. Existe un crosstalk entre TLRs y CLRs. A modo de ejemplo dectin-1 colabora
con TLR2 o TLR4 para desencadenar la produccion de citoquinas frente al
reconocimiento de Candida albicans y zymosan73. Otro ejemplo esta dado por la
Galectina-3 y el receptor de manosa (MR) los cuales estan involucrados en potenciar la

respuesta inmune innata mediada por TLR2 frente a C. albicans “,

En el caso del EI-ConA, una fraccién mas compleja desde el punto de vista proteico que
ElI-VF66, se reprodujo el efecto encontrado para el FhTE sobre la produccién de IL-6 e
IL-12, aunque no modificd los niveles de IL-10 ni TNFa producidos por las CDs
estimuladas con LPS o CpG (mientras que el FhTE aumentd la IL-10 y disminuye el
TNFa). Es importante considerar que el El-ConA pareceria contener una mayor
variedad de componentes en comparacion con EI-VF66 basados en el perfil de corridas
electroforéticas, y mas interesantemente no podemos descartar que comprenda
dentro de sus componentes a EI-VF66.

Estos resultados sugieren que otras moléculas, presentes en el FhTE pero ausentes en
el EI-ConA, serian responsables de la modulacidn de la produccién de IL-10 y TNFa por

CDs estimuladas con CpG o LPS.
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A modo de conclusién general, podemos decir que las fracciones de glicoproteinas
obtenidas poseen propiedades moduladoras de la maduracién de las CDs, aunque no
reproducen en su totalidad las propiedades inmunomoduladoras del lisado total
parasitario FhTE. La identificacion de estas glicoproteinas, asi como de sus cadenas de
glicanos podria ser importante para dilucidar los mecanismos moleculares

inmunomodulatorios utilizados por F. hepatica.

Esta modulacidon presenta una crucial importancia bioldgica, ya que segun el
condicionamiento de las CDs y su produccidon de diferentes citoquinas, dirigiran el
perfil de la respuesta inmunitaria al pardsito. Particularmente en este caso, frente a la
disminucion de la producciéon de IL-6 e IL-12 podriamos esperar un perfil de respuesta
de tipo Th2 y no Thl. Se vio que es el perfil Thl1 el de mayor eficacia para la
supervivencia del parasito, por lo cual esta modulacién seria favorecedora para su
supervivencia en su hospedero. En este sentido, la identificacion de las glicoporteinas
gue inducen este efecto es importante y permitirian encontrar puntos de control, por
ejemplo a través de su bloqueo o inhibicidn para evitar el efecto inmunolégico

favorable para el parasito.
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