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RESUMEN

La equinococosis quistica (EQ) -una zoonosis de distribucién cosmopolita causada
por el parasito cestodo Echinococcus granulosus- es considerada por la Organizacion
Mundial de la Salud como una enfermedad desatendida generadora de impactos
socio-econdémicos altamente negativos. En el caso de los humanos, considerados
hospederos intermediarios accidentales, la denominada EQ secundaria se considera
un problema grave asociado al procedimiento quirdrgico de remocién de quistes
hidaticos primarios. El modelo murino de EQ secundaria ha sido extensamente
validado para el estudio de distintos aspectos relacionados con la infeccién. En este
sentido, nuestro grupo reportd la existencia de diferente susceptibilidad a la EQ
secundaria murina segun la cepa de ratones utilizada: los ratones Balb/c son mas
susceptibles que los C57BI/6. Por otro lado, la subpoblacién de linfocitos B1a ha sido
sugerida como un actor celular clave en el desarrollo de infecciones por helmintos.
Interesantemente, se ha reportado que los ratones de las cepas Balb/c y C57BI/6
presentan diferencias en el nimero de dichas células. Por otro lado, los linfocitos B1a
y T son los principales tipos celulares donde se co-expresan los receptores CD5 y
CDe6, pertenecientes a la superfamilia de receptores scavenger ricos en cisteina. Entre
otras funciones, estas moléculas han sido descritas como receptores de
reconocimiento para patrones de patdégenos frente a un abanico amplio de los mismos,
como ser bacterias, hongos y virus. En este sentido, nuestro grupo reportd
recientemente que ambos receptores también son capaces de reconocer antigenos

parasitarios presentes en el tegumento de protoscoleces de E. granulosus.

En el presente trabajo, nos propusimos analizar las variaciones en el perfil de
expresion de CD5 y CD6 sobre linfocitos T y B -de bazo y cavidad peritoneal-
obtenidos de ratones C57BI/6 y Balb/c en el contexto de la EQ secundaria
experimental. Asimismo, exploramos in vitro los efectos inducidos por antigenos
tegumentarios sobre la expresidon de dichas moléculas sobre células peritoneales. Los
resultados obtenidos mostraron diferencias interesantes entre cepas de ratones, y
seran el punto de partida para el desarrollo de esta nueva linea de trabajo sobre la
capacidad de los receptores CD5 y CD6 de interactuar con antigenos de parasitos

helmintos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Helmintos parasitos: grupos y caracteristicas bioldgicas.

El término helminto (del griego hélminthos) significa gusano y se utiliza para
agrupar diversos organismos multicelulares eucariotas invertebrados que presentan
simetria bilateral y tienen forma de “tubo” o “cinta aplanada”. Los helmintos pueden ser
de vida libre o parédsitos. De hecho, gran parte de los animales vertebrados son
hospederos de helmintos parasitos. A modo de generalidad, estos ultimos atraviesan
por tres etapas durante su ciclo vital: huevo, larva (o juvenil) y gusano adulto; pudiendo
requerir de dos 0 mas hospederos para completar el ciclo. Los helmintos parasitos se
clasifican en tres grupos: cestodos, trematodos y nematodos; caracterizandose los dos

primeros grupos por ser gusanos planos (platelmintos) [Castro, 1996].

Los cestodos tienen forma de cinta, son segmentados y principalmente parasitos
intestinales. No ingieren material particulado ya que no poseen sistema digestivo; en
su lugar, absorben directamente los nutrientes a través de su tegumento, el cual
presenta gran cantidad de microvellosidades. La anatomia del gusano adulto esta
compuesta por una cabeza (denominada escélex) que presenta ganchos y ventosas
que tienen como funcién la fijacién a la pared intestinal de su hospedero, un cuello y
un cuerpo (denominado estrobila) formado por una serie de segmentos llamados
proglétides. Cada una de ellas desarrolla un juego completo de érganos reproductores
(femeninos y masculinos) que producen huevos fertilizados. Las proglétides maduras,
llenas de huevos y que se localizan en la porcion final del organismo, pueden
romperse y liberarse al medio exterior junto con las heces del hospedero [Castro,
1996; Harvey et al., 2007].

Los trematodos poseen forma de hoja y son capaces de infestar diferentes
6rganos, dependiendo de la especie. Su ciclo vital puede presentar uno o0 varios
hospederos intermediarios, y siempre uno de ellos es un caracol de agua dulce.
Poseen una ventosa oral y una ventral para adherirse a los tejidos de su hospedero.
Ademas, presentan un canal alimentario con faringe y eso6fago. Sus intestinos se
componen de una sola capa de células epiteliales y tienen forma de tubo bifurcado. La
mayoria de las especies son hermafroditas (excepto los miembros del género
Schistosoma) [Castro, 1996; Harvey et al., 2007].
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Por ultimo, y a diferencia de los platelmintos, los nematodos son gusanos
cilindricos que suelen desarrollarse en un Unico hospedero. Presentan un cuerpo
recubierto por una cuticula acelular externa, una hipodermis fina y gran musculatura.
Su canal alimentario es completo, es decir con boca y ano, presentando la primera
labios con papilas sensoriales. El es6fago de los nematodos bombea alimento hacia el
intestino gracias a su naturaleza muscular. El intestino es tubular y se compone por
una Unica capa de células columnares con prominentes microvellosidades en la
superficie luminar. Los nematodos presentan dimorfismo sexual, siendo las hembras
generalmente mas grandes que los machos. El desarrollo de su larva pasa por cuatro
etapas, cada una seguida por una muda de cuticula. La quinta etapa de su desarrollo

corresponde al gusano adulto [Castro, 1996; Harvey et al., 2007].

A pesar de ser un grupo complejo y heterogéneo de animales, todos los helmintos
parasitos comparten una importante caracteristica: son capaces de generar
infecciones crénicas en sus hospederos naturales especificos [Wiria et al., 2012].
Algunas de ellas forman parte de las llamadas Enfermedades Tropicales Desatendidas
[Hotez et al., 2011], las cuales afectan a la cuarta parte de la poblacién mundial [Hotez
et al., 2008]. Generalmente, los helmintos parasitos se desarrollan en los aparatos
digestivo, circulatorio, reproductor y en el sistema nervioso de sus hospederos [Hotez
et al., 2008], y muchos de ellos tienen complejos ciclos de vida que involucran varios
hospederos. En hospederos mamiferos, los helmintos suelen crecer de forma extensa
y diferenciarse produciendo estadios que permiten su transmision hacia el siguiente
hospedero. En general, el estadio responsable de infectar mamiferos es la larva, la
cual debe migrar hasta un nicho apropiado donde puede crecer y reproducirse. Debido
a que requieren distintos hospederos para completar su ciclo, los helmintos parasitos
deben alojarse en sitios anatomicos desde los cuales puedan salir luego [MacDonald
et al., 2002].

Desde una perspectiva evolutiva, cabe destacar que los helmintos paréasitos han
convivido e interactuado con el sistema inmune de sus hospedadores desde muy
temprano en la historia, de forma tal que han logrado un equilibrio que favorece su
establecimiento. Esta estrategia de asentamiento, mediante la evasién de las
respuestas del sistema inmunitario y la reduccion de sintomas y signos en los
hospederos, favorece su supervivencia y posterior diseminacion, siendo este su

objetivo principal [Vuitton et al., 2010].
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1.2. Respuestainmune frente a las infecciones por helmintos parasitos.

Los helmintos parasitos producen infecciones cronicas en hospederos
inmunocompetentes, lo cual implica que poseen estrategias que les permiten
adaptarse a los mecanismos de defensa de sus hospederos para asi poder sobrevivir
en su interior durante periodos de tiempo prolongados. Es asi que en la mayoria de los
casos, la respuesta inmune producida por el hospedero no es efectiva a la hora de
eliminar al paréasito. La cronicidad de la que hablamos en general se correlaciona con
respuestas polarizadas de citoquinas. Generalmente, las infecciones por parasitos
intracelulares se asocian a respuestas de citoquinas de tipo Thl; mientras que aunque
los helmintos son un grupo de animales muy divergente, inducen respuestas
estereotipadas de tipo Th2, con nulos o muy bajos niveles de componentes de tipo
Thl [Pearce et al., 2004].

La respuesta inmune contra parasitos helmintos se caracteriza por la accion de las
citoquinas IL-4, IL-5 e IL-10, asi como por una marcada expansion de eosindfilos y
mastocitos [Hotez et al., 2010; Allen & Maizels, 2011]. A su vez, se producen niveles
elevados de anticuerpos de todos los isotipos/subclases, pero especialmente de IgE,
IgG1 e IgG4 en humanos [McSorley & Loukas, 2010; Caldas et al., 2008; Wright &
Bickle, 2005]. El papel de estos actores en la interaccibn hospedero-parasito se
mantiene desconocido para muchas infecciones [Baz et al., 2006]. A su vez, la
resistencia a la infeccién y la eliminacién de los helmintos no depende Unicamente de
un fenotipo celular particular o de un solo mecanismo molecular de eliminacién, sino
de multiples vias de desarmado, degradacién y dislocacion ("disable, degrade and
dislocate") del parasito, que en Ultima instancia llevan a su expulsion [Zhang et al.,
2012].

Por un lado, las células innatas son las principales productoras de las citoquinas
clave en las respuestas de tipo Th2 contra helmintos [Koyasu et al., 2010; Neill &
McKenzie, 2011]. Por otro lado, las citoquinas son factores importantes en la
regulacién del sistema inmune y se secretan en respuesta a diferentes estimulos
(propios o foradneos). La comunicacion entre células, tanto en un mismo sitio
anatémico como a distancia ocurre via citoquinas, las cuales determinan la calidad y la
potencia de la respuesta inmune innata y adaptativa [Baz et al., 2006]. La existencia
de componentes parasitarios -principalmente glicoconjugados- capaces de sesgar la

respuesta del hospedero hacia un perfil Th2 ha sido ampliamente descrita [Appelmelk
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et al., 2003; Dai et al., 2001; Anbu & Joshi, 2008; Hokke & Deelder, 2001; Sestak et
al., 2002; Atochina et al., 2001; Terrazas et al., 2001; Walker et al., 2004; Everts et al.,
2009].

Los componentes adaptativos que participan en la respuesta contra helmintos son
células Th2 efectoras y células T reguladoras, las cuales minimizan la patogenicidad
pero, paraddjicamente, pueden llegar a bloquear también la expulsion del parasito
[Taylor et al.,, 2012]. Las células B cumplen un papel dual, actuando tanto en
detrimento [Harris & Gause, 2011] como a favor [Amu et al., 2010; Wilson et al., 2010]

de la inmunidad anti-parasitaria, segun sea el caso.

Durante este tipo de respuestas, la IL-4 induce el cambio de clase en las células B
activadas hacia la produccién de IgE, la cual se une al FceRI de mastocitos y baséfilos.
Su subsiguiente unién a su antigeno especifico produce entrecruzamiento de los
receptores, derivando en la degranulacién de las mencionadas células y la liberacion
de mediadores inflamatorios como histamina, prostaglandinas y leucotrienos [Boyce,
2003]. A su vez, estd reportado que los linfocitos B podrian llegar a sesgar la
respuesta inmune hacia un perfil Th2 [Barr et al., 2007; Macaulay et al., 1997].
Interesantemente, se ha visto que la IL-10 secretada por células B CD5* estimuladas
por CpG a través del TLR-9, regula de forma negativa la respuesta pro-inflamatoria de

las células dendriticas [Sun et al., 2005].

Por lo anterior, es posible decir que los linfocitos B mediante la secrecién de IL-10,
podrian regular negativamente las respuestas de tipo Thl, reduciendo asi las
respuestas inflamatorias que dafarian tanto al parasito como a su hospedero, y
también favoreciendo el desarrollo de respuestas de tipo Th2. Por ejemplo, en el caso
de S. mansoni, se ha visto que el parasito induce la expansién de células Bl
peritoneales y células B de bazo, y que ademas, oligosacaridos de antigenos de
huevos promueven la proliferacién B y secrecion de IL-10 [Velupillai & Harn, 1994;
Velupillai et al., 1996]. Este hecho sugiere que estructuras parasitarias podrian
modular la inflamacion crénica mediante la induccién de IL-10 en células B [Harris &
Gause, 2011].
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1.3. Echinococcus granulosus: caracteristicas biolégicas y ciclo de vida.

Los parasitos del género Echinococcus, son un grupo de platelmintos cestodos
causantes de variadas formas de equinococosis (quistica, alveolar o poliquistica).
Desde el punto de vista taxondmico, este género esta actualmente compuesto por 9
especies: E. granulosus sensu stricto (s.s.) (genotipos G1-3), E. equinus (genotipo
G4), E. ortleppi (genotipo G5), E. canadensis (genotipos G6-10), E. felidis (“cepa
ledn”™), E. multilocularis, E. vogeli, E. oligarthrus, y E. shiquicus. [Xiao et al., 2005;
Huttner et al., 2008; Thompson, 2008; Nakao et al., 2010; 2013], siendo E. granulosus
8.S. (particularmente el genotipo G1) el que presenta mayor distribucién mundial y es
responsable de aproximadamente el 80% de los casos humanos de equinococosis
quistica (en adelante: EQ) [Cucher et al., 2015].

E. granulosus sensu lato (s.l.), complejo multi-especies compuesto por los 10
genotipos reconocidos, requiere de dos hospederos mamiferos para completar su ciclo
vital: un hospedero definitivo donde se desarrolla el gusano adulto (en el intestino
delgado) y un hospedero intermediario en el cual se desarrolla el metacestode (en las
visceras) [Moro & Schantz, 2009]. El hospedero definitivo es siempre carnivoro (perro
u otros canidos), el cual se infecta al ingerir el estadio parasitario de protoscélex (en
adelante PSC) resultante de la reproduccién asexuada del metacestode o quiste
hidatico. Un unico quiste puede contener miles de PSC en su interior y cada uno de
ellos tiene la capacidad de desarrollarse en un gusano adulto, normalmente de unos 3
mm de longitud. Este ultimo produce huevos conteniendo al embrion (la oncdsfera)
que son expulsados a través de las heces del hospedero definitivo. Los huevos
sobreviven en el ambiente por largos periodos de tiempo y son inefectivos para sus
hospederos intermediarios (ungulados domésticos y salvajes) luego de la ingesta
accidental por parte de los mismos [Thompson, 1995]. Una vez ingeridas las
oncésferas, estas se activan en el intestino delgado del hospedero intermediario
(herbivoro u omnivoro) y atraviesan la mucosa intestinal hacia el sistema circulatorio
del hospedero (venoso y linfatico) gracias a la produccion de secreciones liticas. A
partir de alli pasan principalmente a higado y pulmones, y otros sitios 6ptimos para el
desarrollo post-oncésfera. Dias después, las oncosferas comienzan a desarrollarse en
quistes, y la duracion de este proceso varia segun las distintas especies de

hospederos intermediarios.
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El metacestode es unilocular esférico y se mantiene distendido gracias a que
contiene un liquido claro y transparente llamado liquido hidatico. La pared del quiste se
compone de dos capas: una externa y acelular, de estructura laminada y formada por
mucopolisacaridos; y otra interna, la membrana germinativa, constituida por epitelio
nucleado, capaz de proliferar originando agregados de células que se vacuolizan y
generan las denominadas vesiculas proliferas. Asimismo, en el interior de éstas, por
gemacion se forman los PSC (cabezas de futuros gusanos). Con el tiempo, las
vesiculas se desprenden de la capa germinativa y flotan libremente en el interior del
quiste (vesiculas hijas); algunas se rompen y se liberan los PSC que se acumulan
constituyendo la llamada arenilla hidatica. El quiste queda recubierto por una capa de
tejido conjuntivo (capa adventicia) resultante de la reaccion inflamatoria del hospedero
[Siracusano et al., 2009].

En el humano (hospedero intermediario accidental), los quistes crecen lentamente,
de 1 a 5 cm por afio, pudiendo llegar a los 20 cm de diametro en el higado. Luego de
un tiempo pueden formarse septos internos y quistes hijos que modifican el patron
unilocular caracteristico de los quistes jévenes. En el transcurso de su desarrollo
pueden comprimir estructuras adyacentes, fisurarse, infectarse o romperse. De hecho,
cuando un quiste fértil se rompe accidentalmente, se produce una siembra interna de
PSC que, dada su plasticidad, pueden evolucionar a nuevos quistes en el hospedero
intermediario o a gusanos adultos en el hospedero definitivo. A esta forma de infeccion

se la llama equinococosis quistica secundaria [Thompson, 1995].

1.4. Equinococosis quistica.

De forma general, las equinococosis son un grupo de infecciones zoondticas
causadas por el estadio larval de cestodos pertenecientes al género Echinococcus.
Originalmente se consideraba a E. granulosus como el Unico agente causante de EQ,
pero actualmente se reconocen otras especies dentro del mismo taxén que son
capaces de causar dicha patologia [Nakao et al., 2013]. Asi, a medida que las
diferentes variantes génicas o genotipos de E. granulosus (mencionados en el
apartado anterior) se han ido identificando, se observé que cada una de ellas muestra
diferencias en preferencia respecto al hospedero intermediario (por ejemplo: G1 en

ovejas, G4 en caballos, G5 en vacas, etc.). Sin embargo, la discusion taxonémica de
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las especies causantes de EQ continua y aun estamos lejos de llegar a un acuerdo
final [Lymbery et al., 2015].

La cuestion taxondmica es de gran relevancia, ya que distintas especies del
género Echinococcus causan distintos tipos de equinococosis en humanos. Asi,
mientras la EQ es causada por infecciones con E. granulosus s.s., E. ortleppi y E.
canadensis; la equinococosis alveolar es causada por E. multilocularis; y la
equinococosis poliquistica por E. vogeli y E. oligarthrus. Hasta el momento, no se han
reportado casos de equinococosis humana debido a E. equinus, E. felidis o E.

shiquicus [Alvarez-Rojas et al., 2014].
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Figura 1.1. Ciclo de vida de Echinococcus granulosus sensu lato. Extraido de

https://www.cdc.gov/dpdx/echinococcosis/index.html.

La identificacion regional de las cepas/genoctipos circulantes de E. granulosus es

relevante para la salud publica por distintos motivos. Por ejemplo, la forma adulta del
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parasito de las cepas G2, G5 y G6 posee un tiempo de maduracién mas corto y esto
lleva a que el intervalo para la administracién de medicamentos para tratar perros
infectados deba ser menor en las zonas donde dichas cepas son predominantes
[Rosenzvit et al., 1999]. A su vez, ciertas actividades humanas (por ejemplo, alimentar
perros con visceras crudas de ovejas) posibilitan la transmision de la cepa G1 y por

consiguiente, elevan el riesgo de infecciones humanas [Moro et al., 2008].

La EQ presenta una prevalencia mundial aproximada de 6 millones de humanos
infectados [Siracusano et al., 2009; Thompson, 2008; Moro & Schantz, 2009] y
actualmente integra, segun la Organizacion Mundial de la Salud, el grupo de
patologias infecciosas denominado Enfermedades Tropicales Desatendidas [Cucher et
al., 2015]. Las pérdidas socio-econdmicas mundiales anuales asociadas a esta
enfermedad estan estimadas entre 1 y 3.6 millones de DALYs (del inglés Disability-
Adjusted Life Year) para el caso de humanos [Craig et al., 2007], y 2 billones de
ddlares americanos para el caso de la industria ganadera [Budke et al., 2006]. La
dimensién de dichas pérdidas se debe en parte a que la EQ es una zoonosis
cosmopolita, siendo especialmente endémica en gran parte del oeste de China y en
Asia central, en los paises con costas sobre el mar Mediterraneo, en el sur de Brasil,
en las regiones montafiosas de Peru, en el cono sur de América del Sur (Argentina,
Chile y Uruguay), en Australia y en partes del cuerno de Africa [Yang et al., 2006; Moro
et al., 2008; Cucher et al., 2015].

Respecto a la respuesta inmune del hospedero, aunque la estrategia de
eliminacion "disable, degrade and dislocate” resulta efectiva para muchas infecciones
por helmintos, en el caso de la EQ, una vez que se establece el quiste, este ya no
puede ser eliminado por el sistema inmune [Zhang et al., 2012]. Para el caso de la EQ
en humanos, se ha propuesto que las respuestas de citoquinas se correlacionarian
con los estadios croénicos de la infeccién [Amri et al., 2009]. A su vez, esta reportado
que anticuerpos especificos contra antigenos de oncoésferas participarian en la
eliminacion del parasito y serian centrales en la respuesta inmune protectora
[Dempster et al., 1992]. A pesar de que los niveles de dichos anticuerpos son bajos en
etapas tempranas de la infeccion [Zhang et al., 2003], se ha visto que las reacciones
de citotoxicidad celular mediada por anticuerpos seria uno de los mecanismos
involucrados en la eliminacion del parasito [Beardsell & Howell, 1984; Rogan et al.,
1992]. En la fase crénica de la infeccidon en humanos, frecuentemente se encuentran
niveles elevados de anticuerpos, particularmente 1gG, IgM e IgE [Dessaint et al., 1975;
Craig, 1986; Pinon et al.,1987; Daeki et al., 2000; Khabiri et al., 2006], siendo IgG1 e
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IgG4 las subclases mayoritarias [Aceti et al., 1993; Wen & Craig, 1994; loppolo et al.,
1996; Shambesh et al., 1997; Sterla et al., 1999; Daeki et al., 2000]. Aun asi, en un 30-
40% de los pacientes con EQ no se observan niveles detectables de anticuerpos
contra antigenos de liquido hidatico, si bien en suero de muchos de ellos se pueden
detectar niveles variables de inmunocomplejos circulantes. Estos ultimos podrian
regular e inhibir la activacién y proliferacion de células B, directamente sobre ellas o
bien mediante mecanismos T reguladores [Zhang et al., 2012]. En este sentido, existe
un antigeno lipoproteico llamado antigeno B (AgB), presente en grandes cantidades en
el liquido hidatico, que ha mostrado importantes propiedades inmunomoduladoras
[Rigano et al., 2001; Mamuti et al., 2006].

El espectro clinico de la EQ en humanos va desde infecciones asintomaticas a
severas, y raramente fatales. Actualmente existen cuatro aproximaciones para el
manejo clinico de la enfermedad: en el caso de quistes activos las opciones son
cirugia, técnicas percutaneas y/o quimioterapia, mientras que para quistes inactivos lo
usual es el seguimiento continuo de su evolucién. Para decidir cual aproximacion
utilizar en cada paciente se toman en cuenta el estadio del quiste, su tamafo y
localizacion anatémica, y las co-morbilidades potencialmente asociadas [Brunetti &
Junghanss, 2009; Piccoli et al., 2014; Rinaldi et al., 2014].

El diagndstico y seguimiento de la EQ en humanos se basa mayoritariamente en el
uso de técnicas imagenoldgicas, principalmente ultrasonido, la cual ha permitido
clasificar de forma estandarizada a los quistes hidaticos segun su “estado vital’
(activos: CE1, CE2, CE3a; transicionales: CE3b; inactivos: CE4 y CE5). Dicha
clasificacién es util desde el punto de vista clinico al momento de elegir la mejor
alternativa terapéutica para el paciente [Brunetti et al., 2010; 2016]. Por su parte, los
métodos seroldgicos utilizados en diagndstico y seguimiento consisten basicamente en
la deteccién de anticuerpos IgG especificos contra antigenos del liquido hidatico,
mayoritariamente AgB. Sin embargo, varias desventajas en su uso han sido reportadas
debido a su moderada o baja sensibilidad y especificidad diagnésticas, y a su pobre
valor pronéstico durante el seguimiento post-quirdrgico, a causa de que dichos
anticuerpos perduran por largos periodos de tiempo en circulacién [Manzano-Roman
et al., 2015]. A su vez, los niveles de IgGs especificas cambian con el nimero, el
tamano, la localizacion y el “estado vital” de los quistes [Lissandrin et al., 2016],
haciendo que solamente un 60-80% de los casos de EQ en humanos confirmados por
cirugia muestren serologia positiva [Craig, 1997]. A pesar de ello, los niveles de

subclases de IgG especificas contra AgB son buenos marcadores del estado de la
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infeccion, ya que titulos elevados de IgG4 se asocian a fases evolutivas de la EQ
(quistes tipo CE1, CE2 y CE3a-CE3b), mientras que titulos elevados de 1gG1, 1gG2 e
IgG3 se correlacionan con fases involutivas de la enfermedad (quistes tipo CE4 y CE5)
[Daeki et al., 2000]. Asimismo, se ha reportado que individuos con infeccién primaria
presentan niveles menores de IgE e IgG4 especificas contra liquido hidatico
comparado con pacientes con recidivas [Rigand et al. 1995a; 1995b; 1996;
Hernandez-Pomi et al. 1997]. De esta manera, podria pensarse que la calidad de la
respuesta humoral de pacientes con EQ, en términos de isotipos y subclases de

anticuerpos inducidas, podria condicionar el desarrollo de la infeccion.

Por ultimo, cabe destacar que la practica de referencia para el tratamiento de la
enfermedad es la remocién quirdrgica del/los quiste/s hidatico/s. Sin embargo, la
misma posee un problema grave asociado al procedimiento: la EQ secundaria. De
hecho, el porcentaje de casos post-quirurgicos de EQ secundaria oscila entre 10% y
31%, dependiendo de la serie en estudio y el tiempo de seguimiento [Schiller, 1966;
Mottaghian & Saidi, 1978; Morel et al., 1988; Little et al., 1988; Teggi et al., 1993;
Saimot, 2001].

1.5. Modelo murino de equinococosis quistica secundaria.

En forma similar a lo que ocurre con otras infecciones por cestodos, la hidatidosis
desencadena una respuesta en el hospedero que generalmente no se asocia con
inmunidad protectora. Por ende, es posible asumir que el parasito posee estrategias
de evasion y/o modulacién de la respuesta inmune de su hospedero. En este sentido,
se han propuesto algunos mecanismos gracias a estudios realizados sobre el modelo
murino de EQ secundaria. El mismo consiste en la inoculacion por via intraperitoneal
(i.p.) de PSC viables en ratones inmunocompetentes, y se basa en la capacidad de
aquellos de diferenciarse a quistes hidaticos en hospederos intermediarios [Heath,
1970]. Este modelo ha ganado terreno sobre otros, principalmente el de infeccién
primaria, ya que permite utilizar estadios parasitarios no infectivos para los seres

humanos, lo que permite trabajar bajo condiciones de bioseguridad menos estrictas.

La cepa de ratones Balb/c ha sido la mas utilizada en el modelo de EQ secundaria,
y es a partir de ella que se ha obtenido la mayor parte de la informacién actualmente

disponible. En ella, la EQ secundaria se desarrolla en dos etapas: una etapa temprana
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(pre-enquistamiento) que dura hasta el dia 20-30 post-inoculacién (p.i.), durante la cual
los PSC se diferencian a quistes [Richards ef al., 1983]; seguida de una etapa tardia
(post-enquistamiento) en la cual los quistes ya establecidos aumentan de tamafio, y

eventualmente se vuelven fértiles [Rogan et al., 2015].

Son escasos los reportes existentes respecto a las primeras etapas del
establecimiento de la infeccion experimental, es decir, la diferenciacion de los PSC a
quistes en la cavidad peritoneal de ratones infectados. Por ejemplo, se ha visto que los
PSC inoculados son encapsulados muy rapidamente (7 dias p.i.) dando lugar a la
formacion de pequefios granulomas en ganglios linfaticos mesentéricos, higado vy
diafragma [Riley et al., 1984]. Mas recientemente, se reporté que hacia el dia 100 p.i.,
el 2-3% de los PSC inoculados se encuentran completamente diferenciados en quistes
viables [Breijo ef al., 1998], mientras que la inflamacién local se resuelve y desaparece
completamente sobre el dia 30 p.i. [Breijo et al., 2008]. Estos hallazgos indicarian que
el establecimiento y la sobrevida del parasito en la infeccién secundaria experimental,
se correlacionan con un fuerte control local de la inflamacion al inicio de la

diferenciacion del PSC a quiste.

Por otra parte, los primeros reportes sobre la respuesta humoral en el modelo
mostraron que existen variaciones cuanti-cualitativas en la produccion de anticuerpos
segun el estadio especifico del parasito [Araj et al., 1977; Liu et al., 1992; Haralabidis
et al., 1995]. Asimismo, se ha visto que la respuesta de anticuerpos contra el liquido
hidatico reconoce principalmente epitopes glucidicos y que, en la fase crénica de la
infeccion, no sufre maduracion de su avidez [Ferragut & Nieto, 1996]. Seguidamente,
se observd que la relacion de titulos IgG1/IgG3 especificos contra antigenos
somaticos de PSC (PSA, del inglés: Protoscolex Somatic Antigens), asi como la avidez
de las IgG3 especificas y el reconocimiento de epitopes peptidicos, decrecen a lo
largo del tiempo [Severi et al., 1997]. Por su parte, en lo referido a la etapa temprana
de la infeccion experimental, se ha reportado que ratones Balb/c con 1 semana de
infeccidn, producen anticuerpos IgM e IgG especificos contra PSA a nivel sistémico
[Dematteis et al., 1999] y los mismos serian producto de respuestas, en su mayoria, T-
independientes dirigidas principalmente contra epitopes glucidicos [Baz et al., 1999;
2008]. Mas recientemente, se reportd que las poblaciones linfocitarias peritoneales
poseen una cinética diferente en su comportamiento. En particular, se observé que se
produce un descenso significativo en el numero de células B (CD19") peritoneales muy
rapidamente (dia 5 p.i.) acompanado por una activa diferenciacion de linfocitos B a

células productoras de anticuerpos que secretan IgM e IgG2b especificos contra PSA
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[Mourglia-Ettlin et al., 2011a]. Esta respuesta podria ser relevante para evitar el
establecimiento de la infeccion, ya que (al menos in vitro) los PSC son altamente
sensibles a la activaciéon del sistema del complemento por via clasica [Ferreira et al.,
1992].

Con respecto a la respuesta de citoquinas, uno de los primeros trabajos en el area
mostré que en el suero de ratones Balb/c en etapa crénica de infeccidn se detectan
citoquinas tanto del tipo Th1 como del tipo Th2 [Haralabidis et al., 1995]. En este
sentido, los helmintos parasitos se caracterizan por inducir potentes respuestas de tipo
Th2, tanto en modelos murinos como también en humanos [Diaz & Allen, 2007;
Jenkins & Allen, 2010]. Sin embargo, de forma analoga a lo que ocurre en humanos, la
inmunidad contra E. granulosus en ratones infectados dependeria de efectores tipicos
de respuestas de tipo Th1 [Rogan, 1998; Dematteis et al., 1999, 2003; Al-Qaoud &
Abdel-Hafez, 2008; Mourglia-Ettlin et al., 2011a]. En 1998, Micheal Rogan analizé el
perfil de citoquinas producidas por células de bazo de ratones Balb/c con 3 meses de
infeccién [Rogan, 1998]. Mediante experimentos in vitro de cultivo de esplenocitos re-
estimulados con liquido hidatico, observé que dicho perfil se compone de una gran
produccién de IL-10 e IL-4, y niveles muy bajos de IFN-y. Ademas, en ratones con 5
meses de infeccion, se observd que las células que rodean al quiste producen
mayoritariamente IL-10. A su vez, se analizé el perfil de citoquinas en ratones a los que
se les implanté quistes viables mediante cirugia, y se observé que 2 semanas luego de
la implantacién, todos ellos continuaban siendo viables y los esplenocitos y las células
que los rodeaban secretaban altos niveles de IL-10. Mientras tanto, el mismo analisis
pero a los 4 meses post-implantacién mostré que los ratones con quistes no viables
produjeron cantidades elevadas de IFN-y, contrariamente, los ratones con quistes
viables mostraron niveles reducidos de IFN-y. A partir de estos resultados, Rogan
postuld que el parasito induciria respuestas de citoquinas de tipo Th2 como forma de
inhibir la produccion de citoquinas de tipo Th1 potencialmente perjudiciales para si

mismo [Rogan, 1998].

Por otro lado, se reportd que en la etapa temprana de la infeccién secundaria en
ratones Balb/c (antes del dia 20 p.i.) la respuesta de citoquinas a nivel sistémico es
claramente de tipo Th2 [Dematteis et al., 1999]. La estimulacién in vitro con PSA, de
esplenocitos obtenidos de ratones con 1-3 semanas de infeccidn, induce niveles
significativos de IL-4, IL-5 e IL-10, sin la deteccidén de importantes cantidades de IFN-y.
Es claro que esta respuesta no posee relacion con mecanismos protectores, ya que de

todas formas la infeccién logra establecerse [Dematteis et al., 1999]. En linea con lo
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anterior, Dematteis y cols. mostraron luego que células peritoneales adherentes de
ratones Balb/c virgenes activadas con IFN-y presentan in vitro actividad protoscolicida
[Dematteis et al., 2003]. Mas recientemente, Mourglia-Ettlin y cols. reportaron que en
ratones Balb/c infectados, la expresion temprana de citoquinas a nivel local
experimenta una cinética bifasica que se caracteriza por la induccién inicial de
citoquinas de tipo Th1 seguida de un cambio, al dia 5 p.i. aprox., hacia un perfil de tipo
Th2. Es importante destacar que durante el periodo de infeccion analizado en este
trabajo (hasta el dia 9 p.i.), no se observé un aumento de la expresion de IL-12 y por
tanto se propone que el mencionado comportamiento, junto al no aumento de los
niveles de IL-12, indicaria que E. granulosus seria capaz de modular la respuesta de
citoquinas hacia un perfil de tipo-Th2 para favorecer su sobrevida [Mourglia-Ettlin et
al., 2011a]. Estos y otros resultados [Al-Qaoud & Abdel-Hafez, 2008; Rigano et al.,
1999a; 1999b], apoyan la hipotesis de que el IFN-y (citoquina clave en las respuestas
de tipo Th1) jugaria un rol central en la eliminacién del parasito. Asi, el desarrollo
temprano de una respuesta de citoquinas de tipo Th2 podria interpretarse como un
mecanismo inducido y/o modulado activamente por el parasito propiciando su

sobrevida.

Como se comentod, la informacion presentada previamente ha sido obtenida
principalmente en base al uso de ratones de la cepa Balb/c como modelo de estudio.
Sin embargo, se sabe que el perfil de la respuesta inmune del hospedero depende -al
menos parcialmente- de sus caracteristicas genéticas. En este sentido, son varios y
variados los estudios que muestran diferencias en las respuestas inmunes adaptativas
desarrolladas por ratones de las cepas Balb/c y C57BI/6, polarizandolas hacia perfiles
del tipo Th2 y Th1, respectivamente. Sin embargo, los fendmenos de resistencia o
susceptibilidad de cada una de dichas cepas a infecciones por helmintos, ha mostrado

ser patégeno-especifica [Hoffmann et al., 2000; Terrazas, 2008; Filbey et al., 2014].

En este sentido, nuestro grupo reportd recientemente que ambas cepas de ratones
poseen distinta susceptibilidad a la EQ secundaria: los ratones Balb/c son mas
susceptibles que los C57BI/6 [Mourglia-Ettlin et al., 2016a]. Asi, se profundizé en la
busqueda de mecanismos que ayuden a explicar dicha diferencia y se observd que
ambas cepas desarrollan distintos perfiles de respuestas tempranas y locales de
citoquinas. Globalmente, se reporté que -a diferencia de los ratones Balb/c- los ratones
C57BI/6 desarrollan respuestas mezcladas de IL-5/TNF-a en concomitancia con
respuestas de tipo Th2 de baja intensidad. Asimismo, exhiben infiltrados peritoneales

ricos en macréfagos y células B, pero pobres en eosindfilos. Por ultimo, se vio también
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que las diferencias mencionadas a nivel local, en ratones C57BI/6, se correlacionan
con una mayor produccion de oxido nitrico y con una mayor actividad anti-parasitaria
in vitro de sus células peritoneales (actuando en forma directa 0 mediante mecanismos
de ADCC, del inglés Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity) [Mourglia-Ettlin et
al., 2016b]. Estos resultados sugeririan entonces que respuestas de tipo Th2 de baja
intensidad en concomitancia con mecanismos celulares activos asociados a
respuestas de tipo Th1, serian determinantes de la susceptibilidad del hospedero

intermediario experimental frente a la EQ secundaria.

Por otro lado, las cepas de ratones Balb/c y C57BI/6 poseen distintos haplotipos de
moléculas del MHC-Il, lo cual podria provocar una presentacion diferencial de
antigenos que influyera sobre el espectro de especificidades de los anticuerpos
inducidos en cada una. En este sentido, nuestro grupo reportd la existencia de
diferencias entre cepas en cuanto a los niveles de anticuerpos especificos -naturales e
inducidos- contra el parasito [Mourglia-Ettlin et al., 2016b]. Asi, se observé que niveles
mayores de IgG2b naturales se correlacionan con un menor numero de quistes
desarrollados y una menor carga parasitaria, e interesantemente dichos anticuerpos
estan significativamente elevados en los ratones de la cepa C57BI/6. Por otro lado, se
observd que los ratones Balb/c infectados exhiben una polarizacién temprana de
anticuerpos inducidos hacia IgG1 de alta avidez, mientras que los C57BI/6 muestran
una respuesta con predominancia de IgM/IgG2c/IgG2b; sugiriéndose asi que las
respuestas polarizadas hacia 1gG1 se relacionarian con susceptibilidad a la EQ
secundaria [Mourglia-Ettlin et al., 2016a]. Estos resultados son de gran interés ya que
IgM, IgG2c e 1gG2b son isotipos/subclases de anticuerpos con excelente capacidad
activadora del sistema complemento [Nimmerjahn & Ravetch, 2005; 2006], el cual
posee actividad protoscolicida [Ferreira et al., 1992]. Estos reportes sugieren que los
anticuerpos (naturales e inducidos) jugarian un papel importante en la susceptibilidad
del hospedero experimental frente a infeccibn por E. granulosus. Queda claro
entonces que estas diferencias en susceptibilidad han sido utiles a la hora de descifrar
cuales serian los mecanismos inmunes efectores O6ptimos para el hospedero

experimental frente al desarrollo de la EQ.

Por ultimo, creemos importante destacar que el establecimiento de la EQ en
humanos es generalmente un proceso asintomatico, y que por lo tanto, resulta
practicamente imposible estudiar la respuesta inmune temprana contra E. granulosus
en contextos naturales de infeccion humana. En este sentido, si bien el modelo de la

EQ secundaria tiene sus limitaciones, ya que por ejemplo al utilizar ratones virgenes
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no quedan reflejados los posibles efectos que tendria la infeccion primaria original,
igualmente resulta de gran ayuda para la interpretacién de los procesos inmunolégicos
que ocurren en la etapa cronica de la infeccion, y para proponer posibles hipotesis
referidas a los eventos que ocurririan en las etapas tempranas de la misma [Tamarozzi
et al., 2016].

1.6. Superfamilia de receptores scavengers ricos en cisteina: estructura,

distribucion y funciones.

Los receptores scavenger (en adelante RSs) se definieron originalmente por su
capacidad de interactuar con lipoproteinas modificadas. Sin embargo, actualmente se
sabe que presentan una mayor gama de ligandos, tanto de origen microbiano como
enddgeno. Estos comparten como caracteristica, su naturaleza polianidnica, y por lo
tanto, hoy en dia el término RS define a aquellas glicoproteinas (solubles o unidas a
membrana) involucradas en la endocitosis y/o el reconocimiento de moléculas con

carga negativa [Sarrias et al., 2004].

La superfamilia de receptores scavengers ricos en cisteina (SF-SRCRs, del inglés
Scavenger Receptors Cysteine-Rich) se describié a comienzos de 1990, luego de que
se identificaran varios receptores que poseian al menos un dominio homdlogo al
presente en el extremo C-terminal del RS denominado SR-Al en macréfagos [Freeman
et al., 1990]. El hecho que algunos miembros de la SF-SRCR tengan funciones de tipo
RSs ha causado cierto nivel de confusion entre ambas familias de receptores innatos,
por lo que es preciso aclarar ambos conceptos. Desde el punto de vista estructural, no
se ha podido identificar un dominio comun encargado de la actividad scavenger, por lo
que los RSs constituyen una familia funcional de receptores estructuralmente no
relacionados [Gough & Gordon, 2000]. Por su parte, los miembros de la SF-SRCRs
estan estructuralmente muy relacionados pero comparten muy pocas funciones. El
modelo actual plantea que los dominios SRCR intervendrian en interacciones de tipo
proteina-proteina, tanto homo- como hetero-tipicas [Bowdish & Gordon, 2009]. A su
vez, existe clara evidencia sobre la capacidad de algunos miembros de la superfamilia
para reconocer PAMPs (del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns) [Bikker et
al., 2004; Brannstrom et al., 2002; Sarrias et al., 2005; 2007; Fabriek et al., 2009; Vera
et al., 2009; Martinez et al., 2014; Sanjuro et al., 2015]. Ademas, algunos miembros

han sido involucrados en el desarrollo del sistema inmune y la regulacién de
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respuestas inmunes innatas y adaptativas [Aruffo ef al., 1997; Chappell et al., 2015;
Sanjurjo et al., 2015].

Actualmente, la SF-SRCR estd compuesta por mas de 30 miembros -de
membrana y/o secretados- descritos en diversos mamiferos, asi como en distintas
especies filogenéticamente muy distantes, lo que la convierte en una superfamilia muy
antigua y altamente conservada [Martinez et al., 2011]. En cuanto a la estructura, los
dominios SRCRs se componen de 90-110 aminoacidos, destacandose su alto y bien
definido contenido de cisteinas (Cys) [Sarrias et al., 2004]. A su vez, los dominios
SRCRs pueden clasificarse en 2 tipos: los dominios tipo A y los dominios tipo B. Los
primeros estan codificados por al menos 2 exones y contienen 6 residuos de Cys, y los
segundos estan codificados por un unico exén y contienen 8 residuos de Cys. La
posicidn relativa residuos es constante, definiéndose un patron de enlaces disulfuro
del tipo Cys2-Cys7, Cys3-Cys8 y Cys5-Cys6; y para los dominios tipo B ademas se
observa Cys1-Cys4. Cabe mencionar que hasta el momento no se ha reportado la co-

existencia de ambos tipos de dominios en una misma proteina [Resnick et al., 1996].

1.7. Receptores CD5y CD6: estructura, distribucion y funciones.

Los receptores CD5 y CD6 son glicoproteinas de membrana de 67 kDa y 105-130
kDa, respectivamente. Presentan gran homologia estructural y funcional, asi como
similitudes en sus perfiles de expresion. De hecho, ambas proteinas estan codificadas
por genes contiguos ubicados en la misma regiéon cromosémica (cromosoma 1122 en
humanos y cromosoma 9 en ratones), lo cual podria deberse a fendmenos de
duplicacion génica partiendo de un ancestro comun [Lecomte et al., 1996; Padilla et
al., 2000]. Ambos receptores poseen regiones extracelulares (ectodominios)
compuestas exclusivamente por 3 dominios SRCRs de tipo B en serie, una regién
transmembrana y una cola citoplasmatica encargada de mediar procesos de

senalizacién intracelular [Sarrias et al., 2004].

Ambos receptores se expresan en timocitos desde etapas tempranas de su
maduracion, en linfocitos T maduros y en linfocitos B1a [Kamoun ef al., 1981; Martinez
et al., 2011]. Ademas, se ha descrito que CD6 (pero no CD5) se expresa también en
algunas regiones del cerebro [Mayer et al., 1990] y en sub-poblaciones de células NK

[Zimmerman et al., 2006]. Tanto CD5 como CD6 estan asociados fisicamente al TCR
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(en células T) o al BCR (en células B1a) [Beyers et al., 1992; Lankester et al., 1994].
En linfocitos T, ambas proteinas junto a otras moléculas co-estimuladoras, componen
un complejo macromolecular [Carmo et al., 1999]. Por otro lado, esta descrito que la
molécula CD6 es capaz de asociarse fisicamente en forma independiente al receptor
CD5 [Gimferrer et al., 2003] y al TCR/CD3 [Gimferrer et al., 2004]. Estos hechos
sugieren que ambos receptores se encuentran en buena posicién para regular sefiales
inducidas mediante el reconocimiento especifico de antigenos, dependiendo del tipo y
del estado de maduracion celular. En este sentido, se postula que CD5 actuaria como
molécula co-estimuladora en linfocitos T maduros, y como molécula de senalizacion
negativa en timocitos y células B1a [Tarakhovsky et al., 1995; Bikah et al., 1996;
Lozano et al., 2000]. En linea con estos postulados, resultados obtenidos utilizando
ratones transgénicos que expresan constitutivamente una forma soluble del
ectodominio de CD5 humano (ratones shCD5EuTg) mostraron que los mismos
desarrollan respuestas mas fuertes contra auto-antigenos: especificamente
manifiestan mejores respuestas anti-tumorales y formas mas severas de
autoinmunidad. Estos hechos se correlacionarian con una menor proporcion de
linfocitos T reguladores CD4*CD25"FoxP3* tanto en bazo como en ganglios linfaticos,
y con una disminucién en el numero de células B productoras de IL-10 en cavidad
peritoneal. Asi, la interaccion de CD5 con su(s) ligando(s) cumpliria un importante rol
en la regulacion de la respuesta inmune contra auto-antigenos y en la homeostasis de

ciertas subpoblaciones linfocitarias [Fenutria et al., 2014].

1.8. CD5y CD6 como receptores de reconocimiento de patégenos.

Como se comentd previamente, existe clara evidencia sobre la capacidad de
reconocer PAMPs por parte de algunos miembros pertenecientes a la SF-SRCR
[Brannstrom et al., 2002; Bikker et al., 2004; Sarrias et al., 2005; Fabriek et al., 2009;
Martinez et al., 2014; Sanjuro et al., 2015]. En este sentido, se describid que los
ectodominios de CD5 y CD6 interactuan también y en forma directa con PAMPs
presentes en hongos y bacterias, respectivamente [Sarrias et al., 2007; Vera et al.,
2009]. Asi, los dominios extracelulares de CD5 (pero no los de CD6) son capaces de
interactuar con motivos de B-glucanos de las paredes de hongos, con una afinidad
equivalente a la reportada para Dectin-1 (el principal receptor mamifero para [3-

glucanos) [Vera et al., 2009]. Por otro lado, la regién extracelular de CD6 (pero no la

17



“Andlisis del perfil de expresién de los receptores linfocitarios CD5 y CD6 en el contexto de la
hidatidosis secundaria murina”
| Br. Joaquin Garcia Luna

de CD5) es capaz de unir LPS de bacterias Gram (-) y acido lipoteicoico y
peptidoglicanos de bacterias Gram (+). Lo destacable es que la afinidad de la
interaccion CD6-LPS es equivalente a la reportada para CD14, el principal receptor de
LPS en mamiferos [Sarrias et al., 2007]. Tanto la regidn extracelular de CD5 como la
de CD6 son capaces de inducir agregacion microbiana (fungica y bacteriana,
respectivamente), hecho que podria ser relevante en la prevencion del transito de
patdgenos microbianos a través de barreras epiteliales y que ademas facilitaria su
eliminacion de la circulacién por parte de las células fagociticas. Por ultimo, los
estudios anteriores demostraron que las estructuras microbianas mencionadas
también se unen a los receptores de membrana CD5 y CD6, e inducen sefiales de
activacion, via MAPK, que permiten a los linfocitos la deteccidon de una amplia gama
de patogenos [Sarrias et al., 2007; Vera et al., 2009]. En este sentido, aunque aun no
existen reportes al respecto, se podria suponer que la interaccién de CD5 y CD6 con
sus ligandos microbianos generaria efectos trascendentes en la expansién y funcién
de linfocitos T y B1a, mediante modulacion o interferencia de la sefializacion antigeno-
especifica via TCR o BCR, segun sea el caso. De hecho, este tipo de fendmenos ya
ha sido reportado para otros PRRs de linfocitos, en particular para receptores de tipo
TLRs [Caron et al., 2005; Liu et al., 2006; Lampropoulou et al., 2008, Yanaba et al.,
2009].

Por otro lado, existe evidencia sobre la relevancia practica que tiene la capacidad
de CD5 y CD6 de reconocer agentes microbianos: la administracion de sus
ectodominios recombinantes solubles -rshCD5 y rshCD6- tiene efectos beneficiosos en
modelos murinos de shock séptico inducidos por PAMPs flungicos (zymosan) o
bacterianos (LPS, peptidoglicano, acido lipoteicoico), respectivamente. Se ha visto que
dichas administraciones aumentan el porcentaje de supervivencia y reducen los
niveles séricos de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-13, TNF-a) a la vez que se
observan aumentos de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-B) [Sarrias et al.,
2007; Vera et al., 2009; Martinez-Florensa et al., 2014]. Estos resultados pre-clinicos
promueven el planteamiento del uso profilactico o terapéutico de rshCD5 y rshCD6 en

humanos con cuadros de sepsis.

Por ultimo, pareceria ser que tanto CD5 como CD6 son capaces ademas de
reconocer virus. Asi, CD5 actuaria como receptor de entrada del virus de la hepatitis C
(HCV) en linfocitos T [Sarhan et al., 2012] y existen resultados preliminares sobre la
interaccion de CD6 con la proteina gp120 del virus de la inmunodeficiencia humana

(HIV-1) [Carrasco et al., 2014]. Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente,
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cabe la posibilidad de que las propiedades de reconocimiento de antigenos
microbianos por parte de CD5 y CD6 se extiendan a otros patégenos, como seria el

caso de parasitos.

1.9. Contexto y punto de partida.

Considerando que la gama de patdgenos reconocidos por los receptores CD5 y
CD6 es amplia, y que la misma podria extenderse aun mas, nuestro grupo en
colaboracién reciente con el grupo “Inmunoreceptores del Sistema Innato y Adaptativo”
dirigido por el Dr. Francisco Lozano de la Universidad de Barcelona (Espaina), realizd
varios y variados estudios que han mostrado la capacidad que tienen ambos

receptores de reconocer e interactuar con antigenos de E. granulosus.

En primer lugar, mediante ensayos de tipo ELISA 'y western blot se observé que los
ectodominios de CD5 y CD6 son capaces de interactuar con antigenos de PSC,
particularmente con aquellos presentes en su tegumento (extracto antigénico
denominado PSEX) y de naturaleza proteica y/o lipidica. Cabe agregar que, si bien se
ha observado cierto solapamiento en el patron de reconocimiento de PSEx por parte
de rshCD5 y rshCD6, también se han evidenciado ciertas preferencias individuales.
Asi, mediante una estrategia de 2D-PAGE, western blot y MALDI-TOF/TOF, nuestro
grupo logré identificar tres posibles ligandos proteicos presentes en PSEXx: la
tiorredoxina peroxidasa para rshCD5; y la peptidil-prolil cis-trans isomerasa (ciclofilina)
y la endofilina B1 (antigeno P-29) para rshCD6. Por otro lado, los resultados in vitro de
interaccion de rshCD5 y rshCD6 obtenidos con PSEX, se confirmaron realizando
ensayos de unién a la superficie del parasito utilizando PSC viables e integros.
Ademas, es importante mencionar que las concentraciones a las cuales los dos
receptores interactian con los antigenos parasitarios se encuentran dentro de rangos
fisiologicos, descartandose posibles efectos artefactuales [Mourglia-Ettlin et al.,

manuscrito en preparacion].

En segundo lugar, también se demostr6 que las formas de membrana, tanto de
CD5 como de CD6, son capaces de unir PSEx de forma especifica y dependiente de
la concentracion. Sumado a esto, y queriendo evaluar la relevancia del reconocimiento
mencionado, los autores analizaron los efectos de la interaccion de PSEx con los

receptores sobre la produccion de citoquinas. En este sentido, observaron que dicha

19



“Andlisis del perfil de expresién de los receptores linfocitarios CD5 y CD6 en el contexto de la
hidatidosis secundaria murina”
| Br. Joaquin Garcia Luna

interaccion modula la produccién de citoquinas, destacandose el hecho de que el
bloqueo con rshCD5 produce el aumento de secrecion de citoquinas pro-inflamatorias
(TNF-a e IL-6) sin aumento en la secrecion de IL-10, mientras que el bloqueo mediante
rshCD6 genera un descenso en la produccién de las tres citoquinas mencionadas

[Mourglia-Ettlin et al., manuscrito en preparacion].

Por ultimo, se exploré el posible uso profilactico de los ectodominios
recombinantes de CD5 y CD6 en el modelo murino de EQ secundaria en ratones
Balb/c (alta susceptibilidad a la infeccién). En este sentido, se observd que la
administracion i.p. de rshCD5 y -en menor medida- de rshCD6 previo al desafio de los
ratones con PSC viables, induce efectos protectores en los animales; es decir, no
desarrollan quistes o si lo hacen, alcanzan menores numeros que en los grupos
control. Por lo tanto, en forma analoga a lo observado en modelos de shock séptico
por PAMPs flungicos o bacterianos, las formas rshCD5 y rshCD6 poseen un
interesante potencial profilactico en el modelo murino de EQ secundaria [Mourglia-

Ettlin et al., manuscrito en preparacion].

Los resultados obtenidos hasta el momento son relevantes en si mismos por varios
motivos. Por un lado, existen escasos receptores innatos descriptos con capacidad de
reconocer antigenos parasitarios de helmintos [Paveley et al., 2011; Hsu et al., 2013;
Tundup et al., 2015; Ponichtera & Stadecker, 2015; Aldridge & O’Neill, 2016]. Por otro
lado, los receptores CD5 y CD6 se expresan en la subpoblacion de linfocitos B1a que
se localizan preferentemente en cavidades serosas como la cavidad peritoneal
[Fainboim & Geffner, 2011], y que han sido sugeridos como actores celulares clave en
el desarrollo de infecciones por helmintos al producir anticuerpos naturales poli-
reactivos y actuar como células B con funciones reguladoras (Breg productoras de IL-
10) [Fainboim & Geffner, 2011; Sun et al., 2005; Mourglia-Ettlin et al., 2011b]. Por
ultimo, se ha reportado que los ratones de las cepas Balb/c y C57BI/6 presentan
diferencias en el numero de células B1a peritoneales [ltakura et al., 2013]. Todo ello
permitiria sugerir que los receptores CD5 y/o CD6 podrian jugar papeles importantes

en el normal desarrollo de la EQ murina.
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2.1.

2.2.

2.3.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Hipotesis de trabajo.

Los receptores linfocitarios CD5 y CD6 jugarian un papel relevante durante
la etapa temprana del modelo murino de EQ secundaria dada su particular
expresion en células Bla peritoneales y su capacidad de reconocer antigenos
tegumentarios de PSC de E. granulosus.

Objetivo general.
Estudiar las variaciones en la expresion de los receptores CD5 y CD6 sobre
poblaciones linfocitarias de ratones con baja (C57Bl/6) y alta (Balb/c)

susceptibilidad al modelo de EQ secundaria.

Objetivos especificos.

2.3.1. Objetivo especifico #1.

Caracterizar las poblaciones linfocitarias peritoneales y de bazo que
expresan CD5 y/o CD6 en ratones Balb/c y C57BI/6 durante la etapa

temprana de infeccién en el modelo de EQ secundaria.

2.3.2. Objetivo especifico #2.

Analizar los efectos inducidos por antigenos tegumentarios de PSC
de E. granulosus sobre la expresion de CD5 y CD6 en cultivos de
células peritoneales virgenes obtenidas de ratones Balb/c y C57BI/6.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales.

En todos los experimentos se utilizaron ratones hembras Balb/c y C57BI/6 normales
de 8-12 semanas de edad. Los mismos se obtuvieron del Bioterio de Cria de la
Direccion de Laboratorios Veterinarios “Dr. Miguel Rubino” (DI.LA.VE) del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca (M.G.A.P.). Los ratones se mantuvieron en condiciones
convencionales en el Laboratorio de Experimentacion Animal del Instituto de Higiene
(Universidad de la Republica). Los mismos estuvieron bajo condiciones reguladas y
controladas de ciclos luz/oscuridad (12hs/12hs) y temperatura (24°C), y se los aliment6
ad libitum con racion y agua esterilizadas. Los procedimientos realizados siguieron las
Normas de Trabajo con Animales de Experimentacion establecidas por la Comision
Honoraria de Experimentaciéon Animal (C.H.E.A.) de la Universidad de la Republica, y
fueron llevados a cargo por el Dr. Gustavo Mourglia-Ettlin (habilitado C.H.E.A. en las
categorias B y C2), ya que el tesista aun no posee la habilitacion correspondiente.

3.2 Parésitos.

Los PSC se obtuvieron mediante puncién aséptica de quistes hidaticos fértiles de
origen bovino segun Baz et al. (1995). Una vez obtenidos, se los lavé varias veces con
buffer fosfato salino (PBS) pH 7.2 conteniendo gentamicina (40 ug/mL) y su viabilidad se
determiné mediante tincién (exclusion) con eosina (0.5% w/v) [Dematteis et al., 2003].

Solo se utilizaron aquellos lotes de PSC con valores de viabilidad superior al 90%.

3.3. Obtencion del extracto PSEXx.

La obtencién del extracto de antigenos tegumentarios de PSC se realiz6 siguiendo
el protocolo descrito por Hernandez & Nieto (1994). Brevemente, se incubaron 125.000
PSC viables/mL de solucion de extraccion (detergente MEGA-10 1% w/v; EDTA 5mM y
PMSF 2mM en PBS) durante 2hs a temperatura ambiente y con rotacién constante.

Luego, el sobrenadante se dializ6 extensamente contra PBS y la fraccion obtenida
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(denominada PSEX) se conservo a -20°C hasta su uso. La integridad de los PSC post-
tratamiento se confirmd mediante microscopia 6ptica con tincion por eosina [Dematteis
et al., 2003].

3.4. Cuantificacion de proteinas en PSEX.

La concentracién proteica de PSEx se determind empleando el método del &cido
bicinconinico (Kit QuantiPro BCA Assay, Sigma) siguiendo las instrucciones del
fabricante y utilizando una curva de calibracion realizada con BSA (albumina sérica

bovina) partiendo desde una concentracién inicial de 60 ug/mL en PBS.

3.5. Infecciones experimentales.

El modelo de EQ secundaria murina se realiz6 en forma convencional segun la
experiencia propia del grupo de investigacion [Mourglia-Ettlin et al., 2011a; Cucher et al.,
2013; Mourglia-Ettlin et al., 2016a&b]. Para ello se utiliz6 un grupo de ratones Balb/c y
otro de ratones C57BI/6 (n=15 de cada cepa). Los ratones de ambos grupos se
inocularon por via i.p. con una suspension de 2.000 PSC viables en 200 uL de PBS
estéril utilizando agujas estériles de calibre 23G. Se utilizaron grupos adicionales de
ratones Balb/c y C57BI/6 virgenes (n=5 de cada cepa) como controles para la

caracterizacion basal de los animales.

3.6. Obtencidn de células peritoneales y esplenocitos.

En distintos puntos temporales de la infeccion temprana (dias 0, 7, 14 y 21 p.i.) se
realizé la eutanasia de n=5 ratones de cada cepa mediante dislocacion cervical con
previa anestesia inhalatoria por isofluorano. Se lavo la cavidad peritoneal de cada raton
5 veces con 2 mL de PBS frio suplementado con 2% de suero fetal bovino (FCS).
Luego, se extrajo y se perfundio el bazo de cada raton 2 veces con 4 mL de PBS-FCS
(2%) frio; y se disgregd mecénicamente sobre placas de Petri. Las suspensiones

celulares obtenidas (lavados peritoneales y suspensiones de esplenocitos) se
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centrifugaron durante 7 min. a 1.200 r.p.m. y a los pellets resultantes se les lisaron los
eritrocitos mediante buffer de lisis comercial (Red Blood Cell Lysing Buffer, Sigma),
siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, se lavaron las células 2 veces
con PBS, se resuspendieron en PBS-FCS (2%) y se determin6 su nimero y viabilidad

por recuento automatico mediante Cellometer® realizando tinciones con azul de tripan.

3.7. Cultivos de células peritoneales.

Para la realizacion de ensayos in vitro de células peritoneales estimuladas con
antigenos tegumentarios de PSC de E. granulosus (PSEX), se realiz6 la eutanasia de
ratones Balb/c y C57BI/6 virgenes (n=3 de cada cepa) mediante dislocacion cervical con
previa anestesia inhalatoria por isofluorano. Se lavo la cavidad peritoneal de cada raton
siguiendo el mismo procedimiento descrito en la actividad 3.6 pero en condiciones de
esterilidad. Luego de la lisis de eritrocitos, las células peritoneales obtenidas se
mezclaron segun cada cepa de ratones y se determiné su numero y viabilidad por
recuento directo en camara de Neubauer mediante tincion con azul de tripan. A
continuacion se resuspendieron las células en medio de cultivo estéril RPMI (con 1 g/L
de bicarbonato) completo (suplementado con FCS 10%, estreptomicina 100 pug/mL y
penicilina 100 U/mL). Luego, se las sembr6 a razén de 2x10° células/pocillo en placas
de 96 pocillos de fondo en U, y se las incub6 con concentraciones crecientes de PSEx
(5-40 pg/mL) durante 72hs a 37°C en una atmésfera controlada con CO; al 5%. Pocillos
adicionales se cultivaron con LPS (10 pg/mL) o medio de cultivo completo como
controles positivos y negativos de estimulo, respectivamente. Una vez culminados las
incubaciones, se centrifug6 la placa durante 7 min a 1.200 r.p.m., se descartd el
sobrenadante y el pellet de células se utiliz6 para su caracterizacion fenotipica mediante

citometria de flujo.

3.8. Marcado celular para caracterizacion por citometria de flujo.

Para la caracterizacion fenotipica de las células provenientes de ratones infectados
y de cultivos celulares, se dispensé 2x10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos de
fondo en U y se centrifugd la/s placa/s durante 7 min. a 1.200 r.p.m. y 4°C. Los

receptores Fc se bloquearon adicionando 100 pL/pocillo de Mouse BD Fc Block
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(PharMingen #553142) diluido 1/400 en PBS-BSA(0,5% w/v)-NasN(0,02% wi/v) e
incubando durante 20 min. a 4°C. A continuacion, las células -salvo aquellas destinadas
a utilizarse como controles isotipicos- se incubaron con 100 pL de una dilucién 1/200 de
anticuerpo monoclonal conjugado a biotina especifico para la molécula CD5 de ratén
durante 20 min. a 4°C. Posteriormente, se descarté el sobrenadante -previa
centrifugacion durante 7 min. a 1.200 r.p.m. y 4°C- y se incubé las células con un coctel
de anticuerpos para caracterizar linfocitos B (CD19-FITC, CD6-PE y estreptavidina-
PE/Cy5) o linfocitos T (CD3-FITC, CD6-PE y estreptavidina-PE/Cy5). En todos los casos
se utilizaron anticuerpos monoclonales generados en rata (anti-CD5-biotina,
PharMingen #01032D; estreptavidina-PE/Cy5, Biolegend #405205; anti-CD6-PE,
Biolegend #146404; anti-CD19-FITC, PharMingen #553785; anti-CD3-FITC,
PharMingen #555274). En paralelo, se incubaron células con los controles isotipicos
correspondientes (IgG2ak-FITC, PharMingen #553929; IgG2bk-FITC, PharMingen
#553988; 1gG2ak-PE, PharMingen #553930; estreptavidina-PE/Cy5, Biolegend
#405205, este Ultimo sin la marca primaria con anti-CD5-biotina). En todos los casos,
los anticuerpos se diluyeron en PBS-BSA(0,5% wi/v)-NasN(0,02% w/v) y las
incubaciones se realizaron durante 20 min. a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células
se centrifugaron durante 7 min. a 1.200 r.p.m. y 4°C, y se resuspendieron en 200 uL de
FACS Buffer (Becton Dickinson) suplementado con paraformaldehido (0,5% v/v)
(Dorwil). La adquisicion de eventos se realizd en un citometro de flujo FACScalibur®
(Becton Dickinson) utilizando el software CellQuest®. El andlisis de datos final se realizo

mediante el uso del software libre FlowingSoftware® (www.flowingsofware.btk.fi).

3.9. Estrategia de andlisis de los resultados obtenidos por citometria de flujo.

Con el fin de analizar los resultados obtenidos por citometria de flujo se eligio la
siguiente estrategia. En primer lugar se caracterizaron los leucocitos y linfocitos totales
en base a sus valores de FSC (“tamafo celular’) y SSC (“‘complejidad celular”)
representados a través de graficos de tipo dot plot. En segundo lugar, se realiz6 un
gate o region sobre la poblacion de linfocitos, y nuevamente mediante dot pot se
identificaron las poblaciones CD19* (células B) o CD3* (células T). Por ultimo, se
defini6 una nueva regién sobre la poblacion marcada y a continuacion, mediante
graficos de tipo histograma, se caracterizé la expresion de CD5 y de CD6 dentro de

ambas poblaciones linfoides bajo estudio.
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Figura 3.1. Esquema de andlisis de datos por citometria de flujo. En la figura se
muestra la estrategia de gating utilizada para el andlisis de los resultados obtenidos.

3.10. Analisis estadistico.

Para evaluar diferencias entre los grupos resultantes de los estudios in vivo se utilizé
el test no-paramétrico U de Mann-Whitney; mientras que para el analisis de los
resultados obtenidos in vitro se trabajo con el test paramétrico t-Student. En todos los
casos, las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con valores de
p=<0.05.
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4. RESULTADOS

El objetivo general de trabajo fue analizar las variaciones en el perfil de expresion de
los receptores CD5 y CD6 sobre poblaciones linfocitarias de ratones con baja (C57BI/6)
y alta (Balb/c) susceptibilidad a la infeccién secundaria experimental por E. granulosus.
Para ello, nos planteamos 2 objetivos especificos, y en este sentido, los resultados que

se muestran a continuacion se agruparon de acuerdo a cada uno de los mismos.

4.1. Caracterizacion de las poblaciones linfocitarias CD5" y CD6" durante la

etapa temprana de la EQ secundaria.

Con el objetivo de caracterizar las poblaciones linfocitarias CD5* y CD6* en el
contexto de la EQ secundaria murina, se inocularon por via i.p. ratones Balb/c y C57BI/6
con una suspension de 2.000 PSC viables de E. granulosus. Luego, en distintos puntos
temporales de la etapa temprana, se realiz6 la eutanasia de individuos pertenecientes a
ambos grupos y se obtuvieron sus células peritoneales y de bazo. En paralelo, se
utilizaron grupos adicionales de ratones de ambas cepas sin infectar como controles
basales (dia 0 de infeccién). Con las células obtenidas, se realizo la caracterizacion de
las poblaciones linfocitarias CD5* y CD6" mediante citometria de flujo. A partir de los
datos obtenidos, se analizaron las variaciones en el nimero de células CD19* (linfocitos
B) y CD3"* (linfocitos T) que expresan CD5 o CD6, asi como los niveles de expresion de
ambos receptores sobre dichas poblaciones. Estos analisis se realizaron sobre células
peritoneales y de bazo, y por ello, con el objetivo de simplificar la interpretacién de los
datos, a continuacién se muestran los resultados agrupados segun origen anatémico de

las células.

4.1.1. Caracterizacion de las poblaciones linfocitarias peritoneales.

En primer lugar, se analizaron las variaciones numéricas en cuanto a leucocitos
totales, linfocitos totales, linfocitos CD3* (células T) y linfocitos CD19* (células B) (Figura
4.1)). Los resultados obtenidos a nivel basal mostraron que tanto el namero de
leucocitos totales como de linfocitos totales no fue significativamente distinto entre

cepas, si bien mostraron una tendencia a ser menores en ratones de la cepa C57BI/6
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respecto a Balb/c (p=0.064 en ambos casos) (Figura 4.1.A & B). Por otro lado, aunque
no se observaron diferencias entre cepas en el numero de linfocitos CD3* (Figura
4.1.C), si se observd un numero significativamente menor de linfocitos CD19* en
ratones de la cepa C57BI/6 respecto a Balb/c (Figura 4.1.D).

Por su parte, en el contexto de la infeccion experimental los ratones de la cepa
C57BI/6 mostraron un aumento significativo en el nimero de leucocitos totales en todos
los puntos temporales analizados (Figura 4.1.A). Asimismo, en dichos ratones se
observo un aumento significativo en el nimero de linfocitos totales en los dias 7 y 14
p.i., los cuales retornaron a valores basales en el dia 21 p.i. (Figura 4.1.B). Por otro
lado, en los ratones de la cepa Balb/c, aunque se observé una tendencia hacia el
aumento del niamero de leucocitos totales en el dia 7 p.i. (p=0.064), el Unico aumento
significativo reportado ocurrié en el dia 14 p.i., retornando luego a valores basales
(Figura 4.1.A). En la misma cepa de ratones, pero para el caso de linfocitos totales, se
observé Unicamente una tendencia hacia el aumento en el dia 7 p.i. (p=0.064) (Figura
4.1.B). Por su parte, el numero de linfocitos CD3* mostré igual comportamiento cinético
en ambas cepas de ratones: aumento significativo en los dias 7 y 14 p.i., seguido de un
retorno a valores basales sobre el dia 21 p.i. (Figura 4.1.C). Asimismo, el nimero de
linfocitos CD3* en el dia 7 p.i. mostré ser significativamente mayor en ratones de la cepa
Balb/c (Figura 4.1.C). Por ultimo, en ambas cepas de ratones no se observaron
variaciones significativas en el numero de linfocitos CD19*, aunque se observé una
tendencia hacia el aumento en el dia 7 p.i. para la cepa C57BIl/6 (p=0.056) (Figura
4.1.D).
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Figura 4.1. Caracterizacion de poblaciones peritoneales. En la figura se muestra el
namero absoluto de leucocitos totales (A), linfocitos totales (B), linfocitos CD3* (C) y
linfocitos CD19* (D) a nivel de cavidad peritoneal en ratones Balb/c y C57BI/6 en funcién
del tiempo de infeccién. Las diferencias significativas (p <0.05) se muestran como
asteriscos en la comparacion respecto a los valores basales de cada cepa (dia 0), y
como flechas en la comparacion entre cepas para cada punto temporal.
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4.1.1.1. Caracterizaciéon de las poblaciones peritoneales CD3" que
expresan CD5 o CD6.

Luego de analizar en forma global el comportamiento de las distintas poblaciones a
estudiar, se procedio al analisis especifico de la expresién de CD5 o CD6 sobre los
linfocitos CD3* 0 CD19".

El analisis de los linfocitos CD3" mostr6 que a nivel basal no se evidencian
diferencias entre cepas en cuanto al numero de linfocitos peritoneales CD3*CD5*
(Figura 4.2.A). Por otro lado, el nivel de expresién de CD5 en linfocitos CD3* de ratones
C57BIl/6 mostrd una tendencia (p=0.064) hacia valores menores respecto a los ratones
Balb/c (Figura 4.2.B).

Por su parte, en el contexto de la infeccibn experimental, el nUmero de linfocitos
CD3*CD5" en ratones Balb/c mostré aumentos significativos en los dias 7 y 14 p.i.,
mientras que en los ratones de la cepa C57BI/6 se observaron tendencias al aumento
en los mismos puntos temporales (p=0.056 y p=0.064 en el dia 7 y 14 p.i,
respectivamente) (Figura 4.2.A). En ambas cepas, los nimeros de linfocitos CD3*CD5*
retornaron a valores basales en el dia 21 p.i. (Figura 4.2.A). En cuanto a la intensidad
de expresion de CD5 en linfocitos CD3*, la misma disminuy6 en ambas cepas a medida
gue avanza la infeccion, mostrando descensos significativos en los dias 14 y 21 p.i. para
los ratones Balb/c, y en el dia 21 p.i. para los ratones C57BI/6 (Figura 4.2.B).
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Figura 4.2. Caracterizacion de la expresion de CD5 en linfocitos CD3* peritoneales.
En la figura se muestra el nimero absoluto de linfocitos CD3*CD5* (A) y la intensidad de
expresion de CD5 sobre linfocitos CD3* (B) a nivel de cavidad peritoneal en ratones
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Balb/c y C57BI/6 en funcion del tiempo de infeccion. Las diferencias significativas (p
<0.05) se muestran como asteriscos en la comparacion respecto a los valores basales
de cada cepa (dia 0), y como flechas en la comparacion entre cepas para cada punto
temporal.

En lo que respecta al andlisis de expresion de CD6 sobre linfocitos peritoneales
CD3", los resultados obtenidos a nivel basal no mostraron diferencias entre cepas de
ratones en el numero de linfocitos CD3*CD6* (Figura 4.3.A) ni en los niveles de
expresion de CD6 sobre dichas células (Figura 4.3.B).

Asimismo, durante la etapa temprana de la infeccion experimental, no se observaron
grandes diferencias entre cepas de ratones en cuanto al comportamiento de la
poblacién de linfocitos CD3*CD6*. En los ratones de la cepa C57BI/6 se observo un
aumento significativo en el nimero de linfocitos CD3*CD6* en todos los puntos
temporales analizados, mientras que en los ratones de la cepa Balb/c dichos aumentos
se observaron solo en los dias 7 y 14 p.i. (Figura 4.3.A). Por su parte, el nivel de
expresion de CD6 en linfocitos CD3* disminuye significativamente a medida que
transcurre la infecciébn en ambas cepas, aunque con mayor velocidad aparente en los

ratones Balb/c (Figura 4.3.B).
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Figura 4.3. Caracterizacion de la expresion de CD6 en linfocitos CD3* peritoneales.
En la figura se muestra el nimero absoluto de linfocitos CD3*CD6* (A) y la intensidad de
expresion de CD6 sobre linfocitos CD3* (B) a nivel de cavidad peritoneal en ratones
Balb/c y C57BI/6 en funcién del tiempo de infeccion. Las diferencias significativas (p
<0.05) se muestran como asteriscos en la comparacion respecto a los valores basales
de cada cepa (dia 0), y como flechas en la comparacion entre cepas para cada punto
temporal.
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4.1.1.2. Caracterizacion de las poblaciones peritoneales CD19" que
expresan CD5 o CD6.

Luego de caracterizar el comportamiento de los linfocitos peritoneales CD3* en
cuanto a su expresion de CD5 o CD6, se procedi6 a realizar un analisis analogo sobre

la poblacién de linfocitos CD19* peritoneales.

En primer lugar, los resultados a nivel basal mostraron que los ratones de la cepa
C57BI/6 presentan un numero significativamente menor de linfocitos peritoneales
CD19*CD5" (linfocitos Bla) en comparacion con los ratones Balb/c (Figura 4.4.A). Sin
embargo, no se observaron diferencias entre cepas en cuanto al nivel de expresion de
CD5 sobre dichos linfocitos (Figura 4.4.B).

Por otro lado, en el contexto de la infeccion experimental, no se observaron grandes
cambios en el numero de linfocitos CD19*CD5* en los ratones de la cepa C57BI/6,
aunque se apreciaron tendencias al alza en los dias 7 (p=0.056) y 21 p.i. (p=0.064)
(Figura 4.4.A). En el caso de los ratones Balb/c, no se observaron grandes variaciones,
salvo un descenso significativo en el dia 21 p.i., haciendo que en dicho punto temporal
ambas cepas de ratones muestren diferencias significativas en el namero de linfocitos
CD19*CD5" peritoneales (Figura 4.4.A). Respecto a los niveles de expresion de CD5 en
linfocitos CD19* durante la infeccién, se observé un descenso significativo de los

mismos en ambas cepas de ratones a medida que transcurre el tiempo (Figura 4.4.B).
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Figura 4.4. Caracterizaciéon de la expresion de CD5 en linfocitos CD19*
peritoneales. En la figura se muestra el nimero absoluto de linfocitos CD19*CD5* (A) y
la intensidad de expresion de CD5 sobre linfocitos CD19* (B) a nivel de cavidad
peritoneal en ratones Balb/c y C57BI/6 en funcidon del tiempo de infeccién. Las
diferencias significativas (p <0.05) se muestran como asteriscos en la comparacion
respecto a los valores basales de cada cepa (dia 0), y como flechas en la comparacion
entre cepas para cada punto temporal.

En lo que respecta a la expresion de CD6 sobre linfocitos peritoneales CD19*, cabe
destacar que a nivel basal no se observaron diferencias entre cepas en el nUmero de
linfocitos CD19*CD6* (Figura 4.5.A), aunque si se observé que los ratones C57BI/6 en
comparacion con los Balb/c mostraron niveles menores de expresion de CD6 sobre

dichos linfocitos (Figura 4.5.B).

Por otro lado, durante la etapa temprana de la infeccion experimental se observé
gue mientras en los ratones C57Bl/6 aumentd en forma sostenida el numero de
linfocitos CD19*CD6*, en los ratones Balb/c dicho aumento fue puntual (dia 7 p.i.)
(Figura 4.5.A). Respecto a los niveles de expresiéon de CD6 en linfocitos CD19*, los
resultados obtenidos mostraron que, al igual que para CD5 (Figura 4.4.B), los mismos
disminuyen significativamente en ambas cepas de ratones a medida que avanza la
infeccion (Figura 4.5.B). En este punto es interesante destacar que la magnitud del
descenso en la expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* seria mayor en los ratones
Balb/c respecto a los C57BI/6 (Figura 4.5.B).
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Figura 4.5. Caracterizaciéon de la expresion de CD6 en linfocitos CD19*
peritoneales. En la figura se muestra el nimero absoluto de linfocitos CD19*CD6* (A) y
la intensidad de expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* (B) a nivel de cavidad
peritoneal en ratones Balb/c y C57BI/6 en funcidon del tiempo de infeccién. Las
diferencias significativas (p <0.05) se muestran como asteriscos en la comparacion
respecto a los valores basales de cada cepa (dia 0), y como flechas en la comparacion
entre cepas para cada punto temporal.

4.1.2. Caracterizacion de las poblaciones linfocitarias en bazo.

Como se mencioné previamente, el andlisis de las poblaciones linfoides que
expresan CD5 o CD6 se realiz6 tanto sobre células peritoneales como sobre células de
bazo. Al igual que lo realizado con células peritoneales, sobre las células de bazo se
analizd6 en primer lugar, las variaciones numéricas en cuanto a leucocitos totales,
linfocitos totales, linfocitos CD3* (células T) y linfocitos CD19* (células B). En este
sentido, los resultados obtenidos a nivel basal no mostraron diferencias significativas
entre ratones de la cepa Balb/c y C57BI/6 (Figura 4.6.).

Por otro lado, en el contexto de la etapa temprana de EQ secundaria, se observé un
descenso en el numero de las cuatro poblaciones analizadas con perfiles cinéticos
similares en ambas cepas de ratones. Asi, para el caso de los leucocitos totales se

observd una tendencia hacia el descenso en el dia 7 p.i. (p=0.064 y p=0.052 para
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ratones Balb/c y C57BI/6, respectivamente), con valores significativamente menores a
partir del dia 14 p.i. (Figura 4.6.A). Un comportamiento similar se observé para la
poblacion de linfocitos totales, con la salvedad que el descenso fue significativo en
todos los puntos temporales para la cepa Balb/c, mientras que para la cepa C57BI/6 en
el dia 7 p.i. se observé una tendencia al descenso (p=0.052) seguida de valores
significativamente menores (Figura 4.6.B). Por ultimo, y en linea con estos resultados
sobre linfocitos totales, a medida que avanz6 la etapa temprana de infeccién, se
observaron descensos tanto en el numero de linfocitos CD3* como CD19* en ambas
cepas de ratones (Figura 4.6.C & D). Para el caso de los linfocitos CD3*, se observé una
tendencia al descenso numérico en el dia 7 p.i. respecto a sus valores basales (p=0.064
y p=0.052 para ratones Balb/c y C57BI/6, respectivamente), volviéndose
significativamente menores en los dias 14 y 21 p.i. (Figura 4.6.C). Por su parte, para el
caso de linfocitos CD19* se observé también un comportamiento de descenso a medida
que transcurrié la etapa temprana de infeccién, con pequefias fluctuaciones de tipo
tendencia (p=0.082 en el dia 7 p.i. para ratones C57BI/6, y p=0.064 en el dia 14 p.i. para
ratones Balb/c) (Figura 4.6.D). Por ultimo, cabe destacar que en ninguno de los puntos
temporales analizados se observaron diferencias significativas, o tendencias, entre

cepas de ratones (Figura 4.6.).
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Figura 4.6. Caracterizacién de poblaciones en bazo. En la figura se muestra el
namero absoluto de leucocitos totales (A), linfocitos totales (B), linfocitos CD3* (C) y
linfocitos CD19* (D) a nivel de bazo en ratones Balb/c y C57BI/6 en funcion del tiempo
de infeccién. Las diferencias significativas (p <0.05) se muestran como asteriscos en la
comparacion respecto a los valores basales de cada cepa (dia 0), y como flechas en la
comparacion entre cepas para cada punto temporal.
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4.1.2.1. Caracterizacién de las poblaciones esplénicas CD3* que expresan
CD5 o CDeé.

En forma analoga a lo realizado sobre las poblaciones peritoneales, luego de
analizar en forma global el comportamiento de las distintas poblaciones a estudiar, se
procedi6 al andlisis especifico de la expresion de CD5 o CD6 sobre los linfocitos CD3* o
CD19* en bazo.

En primer lugar, el analisis de los linfocitos CD3* mostré que a nivel basal no se
evidenciaron diferencias significativas entre cepas en cuanto al numero de linfocitos
CD3*CD5" (Figura 4.7.A) ni respecto a la intensidad de expresion de CD5 sobre
aquellos linfocitos CD3* (Figura 4.7.B). Por su parte, en el contexto de la etapa
temprana de infeccidn, se observé un descenso significativo en el numero de linfocitos
CD3*CD5" en todos los puntos temporales analizados y para ambas cepas de ratones
respecto a sus valores basales (Figura 4.7.A). En cuanto a los niveles de expresion de
CD5 en linfocitos CD3*, no se observaron grandes variaciones en la ventana de tiempo
analizada, salvo un descenso significativo puntual para la cepa Balb/c en el dia 21 p.i.
(Figura 4.7.B).
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Figura 4.7. Caracterizacion de la expresion de CD5 en linfocitos CD3* de bazo. En
la figura se muestra el numero absoluto de linfocitos CD3*CD5* (A) y la intensidad de
expresion de CD5 sobre linfocitos CD3* (B) a nivel de bazo en ratones Balb/c y C57BI/6
en funcion del tiempo de infeccion. Las diferencias significativas (p <0.05) se muestran
como asteriscos en la comparacion respecto a los valores basales de cada cepa (dia 0),
y como flechas en la comparacién entre cepas para cada punto temporal.
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Por otro lado, si bien a nivel basal no se observaron diferencias significativas en el
namero de linfocitos CD3*CD6" entre ambas cepas de ratones (Figura 4.8.A), si se
observo una menor intensidad de expresion de CD6 en los linfocitos CD3* de la cepa
Balb/c (Figura 4.8.B). De forma interesante, y a diferencia de lo observado para
linfocitos CD3*CD5" (Figura 4.7.), el numero de linfocitos CD3*CD6* no mostr6é grandes
variaciones durante la etapa temprana de la infeccibn experimental (Figura 4.8.A), si
bien el nivel de expresion de CD6 en dicha poblacién mostré aumentos significativos

respecto a los valores basales de cada cepa de ratones (Figura 4.8.B).
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Figura 4.8. Caracterizacion de la expresién de CD6 en linfocitos CD3* de bazo. En
la figura se muestra el niumero absoluto de linfocitos CD3*CD6"* (A) y la intensidad de
expresion de CD6 sobre linfocitos CD3* (B) a nivel de bazo en ratones Balb/c y C57BI/6
en funcion del tiempo de infeccion. Las diferencias significativas (p <0.05) se muestran
como asteriscos en la comparacion respecto a los valores basales de cada cepa (dia 0),
y como flechas en la comparacién entre cepas para cada punto temporal.

4.1.2.2. Caracterizacién de las poblaciones esplénicas CD19* que expresan
CD5 o CDé.

En segundo lugar, el andlisis de los linfocitos CD19* de bazo mostré que a nivel
basal no se evidenciaron diferencias significativas entre cepas en cuanto al nimero de
linfocitos CD19*CD5* (Figura 4.9.A) ni respecto a la intensidad de expresion de CD5
sobre aquellos linfocitos CD19* (Figura 4.9.B).
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Por otro lado, y a diferencia de lo observado respecto al numero total de linfocitos
CD19* durante la etapa temprana de la infeccion (Figura 4.6.D), los resultados
mostraron que, aunque con distinto perfil cinético, el numero de linfocitos CD19*CD5*
aumento significativamente en ambas cepas de ratones. En este sentido, para la cepa
Balb/c se observo un aumento significativo del numero de dichas células en el dia 7 p.i.,
retornando luego a valores basales. Por su parte, en el caso de los ratones C57BI/6, el
aumento fue mas sostenido en el tiempo ya que en el dia 7 p.i. se observd una
tendencia al aumento en el nimero de linfocitos CD19*CD5* esplénicos (p=0.052) que
se volvi6 significativo en el dia 14 p.i., retornando a valores basales recién en el dia 21
p.i. (Figura 4.9.A). Esta diferencia en perfil cinético derivé en una tendencia de la cepa
C57BI/6 a presentar mayores numeros de linfocitos CD19*CD5* esplénicos en el dia 14
p.i. que los ratones Balb/c (p=0.056) (Figura 4.9.A). Resulta interesante destacar que el
aumento observado en el numero de linfocitos CD19*CD5* a nivel de bazo en ambas
cepas de ratones, ocurre en paralelo con un fendémeno de disminucién de los niveles de

expresion de CD5 sobre dichas células, también en ambas cepas (Figura 4.9.B).
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Figura 4.9. Caracterizacion de la expresion de CD5 en linfocitos CD19* de bazo. En
la figura se muestra el nUmero absoluto de linfocitos CD19*CD5* (A) y la intensidad de
expresion de CD5 sobre linfocitos CD19* (B) a nivel de bazo en ratones Balb/c y
C57Bl/6 en funcion del tiempo de infeccion. Las diferencias significativas (p <0.05) se
muestran como asteriscos en la comparacion respecto a los valores basales de cada
cepa (dia 0), y como flechas en la comparacién entre cepas para cada punto temporal.

Por otro lado, a nivel basal no se observaron diferencias significativas entre cepas

de ratones ni en el numero de linfocitos CD19*CD6" (Figura 4.10.A), ni en los niveles de
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expresion de CD6 sobre dichas células (Figura 4.10.B). Asimismo, tanto para ratones
Balb/c como C57BI/6, no se observaron grandes variaciones en ambos parametros
durante las primeras etapas de la EQ secundaria (Figura 4.10.).
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Figura 4.10. Caracterizacion de la expresion de CD6 en linfocitos CD19* de bazo.
En la figura se muestra el nUmero absoluto de linfocitos CD19*CD6" (A) vy la intensidad
de expresién de CD6 sobre linfocitos CD19* (B) a nivel de bazo en ratones Balb/c y
C57BI/6 en funcion del tiempo de infeccion. Las diferencias significativas (p <0.05) se
muestran como asteriscos en la comparacion respecto a los valores basales de cada
cepa (dia 0), y como flechas en la comparacién entre cepas para cada punto temporal.

4.1.3. Intensidad de expresion de CD5 y CD6: Analisis comparativo entre

linfocitos peritoneales y esplénicos.

Luego de realizar el andlisis de los perfiles de expresion de CD5 y CD6 sobre
poblaciones linfoides de ratones Balb/c y C57BIl/6 durante la etapa temprana de la EQ
secundaria, se compararon los niveles de expresion de dichos receptores entre los

distintos sitios anatomicos estudiados, es decir, la cavidad peritoneal y el bazo.

En cuanto a CD5, los resultados obtenidos mostraron que los niveles de expresion
en linfocitos CD3" fueron mayores a nivel de bazo en ambas cepas de ratones, e
independientemente del punto temporal analizado (ya sea basal o durante la infeccion
temprana) (Figura 4.11.A & B).
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Por otro lado, si bien a nivel basal el nivel de expresion de CD5 sobre linfocitos
CD19* también mostro ser mayor en bazo en ambas cepas de ratones, dicha diferencia
basicamente desaparece en el contexto de la etapa temprana de infeccion experimental
(Figura 4.11.C & D).
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Figura 4.11. Comparacion de la expresion de CD5 en linfocitos CD3* o CD19*. En la
figura se muestra la intensidad de expresiéon de CD5 a nivel peritoneal y de bazo sobre
linfocitos CD3* de ratones Balb/c (A) y C57BI/6 (B); y sobre linfocitos CD19* de ratones
Balb/c (C) y C57Bl/6 (D), en funciébn del tiempo de infeccion. Las diferencias
significativas (p <0.05) en la comparacion entre sitios anatomicos para cada punto
temporal se muestran como flechas.

En cuanto a CD6, y a diferencia de lo observado para CD5 (Figura 4.11.A & B), los
resultados obtenidos mostraron que los niveles de expresion en linfocitos CD3* fueron

mayores a nivel peritoneal en ambas cepas de ratones tanto a nivel basal como en los
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dias 7 y 14 p.i., invirtiendo esta predominancia hacia mayores niveles de expresion en

bazo en el dia 21 p.i. (en ambas cepas) (Figura 4.12.A & B).

Por otro lado, y nuevamente a diferencia de los observado para CD5 (Figura 4.11.C
& D), los niveles de expresién de CD6 sobre linfocitos CD19* fueron significativamente
(o con tendencias) mayores a nivel peritoneal en ambas cepas de ratones, e
independientemente del punto temporal analizado (ya sea basal o durante la infeccion
temprana) (Figura 4.12.C & D).
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Figura 4.12. Comparacion de la expresion de CD6 en linfocitos CD3* o CD19*. En la
figura se muestra la intensidad de expresién de CD6 a nivel peritoneal y de bazo sobre
linfocitos CD3* de ratones Balb/c (A) y C57BI/6 (B); y sobre linfocitos CD19* de ratones
Balb/c (C) y C57Bl/6 (D), en funcion del tiempo de infeccion. Las diferencias
significativas (p <0.05) en la comparacion entre sitios anatomicos para cada punto
temporal se muestran como flechas.
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4.2. Efecto de los antigenos tegumentarios de PSC sobre la expresiéon de
CD5 y CD6 en linfocitos peritoneales.

Como se mencioné previamente, dentro del objetivo general de trabajo nos
planteamos 2 objetivos especificos. En este sentido, como segundo objetivo especifico
nos propusimos analizar los efectos inducidos por antigenos tegumentarios de PSC de
E. granulosus sobre la expresién de CD5 y CD6 en cultivos de células peritoneales
obtenidas de ratones virgenes Balb/c y C57BI/6. Para ello, se obtuvo un extracto
antigénico derivado del tegumento de PSC viables (denominado PSEX) que se utilizd
para estimular in vitro células peritoneales totales obtenidas de ratones virgenes
pertenecientes a ambas cepas de ratones. Los estimulos se realizaron en presencia de
concentraciones crecientes de PSEX, utilizando en paralelo LPS como control positivo
de estimulacion. Luego de 72 horas, se realizd la caracterizacién de las poblaciones
linfocitarias CD5" y CD6" mediante citometria de flujo. A partir de los datos obtenidos, se
analizaron las variaciones porcentuales de linfocitos CD19* (linfocitos B) y CD3*
(linfocitos T) que expresan CD5 o CD6, asi como los niveles de expresion de ambos
receptores sobre dichas poblaciones.

4.2.1. Efectos de PSEx sobre las poblaciones linfoides CD3*y CD19".

A nivel basal, es decir en ausencia de estimulo, no se observaron diferencias
significativas entre cepas en cuanto al porcentaje de linfocitos CD3* (Figura 4.13.A),
mientras que para el caso de los linfocitos CD19* se observO un porcentaje
significativamente menor en los cultivos de células peritoneales de ratones C57BI/6
(Figura 4.13.B), en linea con nuestros resultados obtenidos in vivo a nivel basal (Figura
4.1.D).

Por otro lado, bajo las condiciones de estimulo con PSEx, aunque se observaron
algunas diferencias significativas puntuales en el porcentaje de linfocitos CD3*, las
mismas no serian claramente concluyentes (Figura 4.13.A). Por su parte, el porcentaje
de linfocitos CD19" en los cultivos de células peritoneales provenientes de ratones
C57Bl/6, pareceria aumentar en forma dosis-dependiente con el estimulo de PSEx

(Figura 4.13.B). Sin embargo, estos analisis en términos porcentuales podrian llevar a
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errores de interpretacion, ya que en células peritoneales los linfocitos CD3* y CD19*
basicamente suman el total de linfocitos, por lo que variaciones porcentuales en una

poblacién afectan en igual medida pero con signo opuesto a la otra poblacion.
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Figura 4.13. Caracterizacion de las poblaciones CD3* y CD19* estimuladas con
PSEx. En la figura se muestra el porcentaje de linfocitos CD3* (A) y CD19* (B) en
cultivos de células peritoneales obtenidas de ratones virgenes Balb/c y C57BI/6
estimuladas con PSEx durante 72 horas. Las diferencias significativas (p <0.05) se
muestran como asteriscos en la comparacion respecto a los valores basales de cada
cepa (sin estimulo), y como flechas en la comparacién entre cepas para cada punto.

4.2.2. Efectos de PSEx sobre la expresion de CD5y CD6 en linfocitos CD3".

Una vez analizado el comportamiento global de las poblaciones linfoides CD3* y
CD19*, se procedio a describir el perfil de expresion de CD5 y CD6 sobre ambas
poblaciones. En cuanto a la poblacion de células CD3*CD5* a nivel basal, no se
observaron diferencias significativas entre cepas de ratones ni a nivel de porcentaje de
linfocitos CD3*CD5* (Figura 4.14.A), ni en términos de la intensidad de expresion de
CD5 en dichas células (Figura 4.14.B).

Por otro lado, en respuesta al estimulo con PSEx, se observaron variaciones
aleatorias en el porcentaje de linfocitos CD3*CD5* que podrian deberse al bajo nimero

de estas células (Figura 4.14.A). Sin embargo, resultd interesante la tendencia
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observada hacia la disminucion en la intensidad de expresion de CD5 en linfocitos CD3*

como respuesta al estimulo con concentraciones crecientes de PSEx (Figura 4.14.B).
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Figura 4.14. Caracterizaciéon de las poblaciones CD3*CD5" estimuladas con PSEXx.
En la figura se muestra el porcentaje de linfocitos CD3*CD5* (A) y la intensidad de
expresion de CD5 sobre linfocitos CD3* (B) en cultivos de células peritoneales obtenidas
de ratones virgenes Balb/c y C57BI/6 estimuladas con PSEx durante 72 horas. Las
diferencias significativas (p <0.05) se muestran como asteriscos en la comparacion
respecto a los valores basales de cada cepa (sin estimulo), y como flechas en la
comparacion entre cepas para cada punto.

En cuanto a la expresion de CD6 en linfocitos CD3*, si bien no se observan
diferencias entre cepas de ratones a nivel basal en el porcentaje de células CD3*CD6*
(Figura 4.15.A), si se reporté una intensidad de expresion significativamente menor de
CD6 sobre dichas células de origen C57BI/6 (Figura 4.15.B).

Por otro lado, al comparar las células estimuladas con PSEX, se observé una
disminucion significativa en el porcentaje de linfocitos CD3*CD6* en ambas cepas de
ratones, la cual pareceria en principio ser independiente de la concentraciéon de PSEx
(Figura 4.15.A). Sin embargo, la intensidad de expresién de CD6 sobre linfocitos CD3*
mostré un comportamiento diferencial entre cepas de ratones: mientras que el estimulo
con PSEXx sobre células de origen Balb/c no mostrd variaciones, en los linfocitos CD3*

de origen C57BI/6 la misma mostr6 un aumento significativo con la concentracion de
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PSEx (Figura 4.15.B). Asimismo, en todas las condiciones ensayadas, la intensidad de
expresion de CD6 sobre linfocitos CD3* fue significativamente mayor en células de
origen Balb/c (Figura 4.15.B).
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Figura 4.15. Caracterizaciéon de las poblaciones CD3*CD6" estimuladas con PSEXx.
En la figura se muestra el porcentaje de linfocitos CD3*CD6* (A) y la intensidad de
expresion de CD6 sobre linfocitos CD3* (B) en cultivos de células peritoneales obtenidas
de ratones virgenes Balb/c y C57BI/6 estimuladas con PSEx durante 72 horas. Las
diferencias significativas (p <0.05) se muestran como asteriscos en la comparacion
respecto a los valores basales de cada cepa (sin estimulo), y como flechas en la
comparacion entre cepas para cada punto.

4.2.3. Efectos de PSEx sobre la expresion de CD5 y CD6 en linfocitos CD19*.

Luego de analizar el perfil de expresién de CD5 y CD6 sobre el compartimiento de
linfocitos CD3*, se procedi6 a realizar un estudio analogo sobre los linfocitos CD19*. En
este sentido, se observd un porcentaje significativamente menor a nivel basal de
linfocitos CD19*CD5* en células de origen C57BIl/6 (Figura 4.16.A), en linea con
nuestros resultados obtenidos previamente in vivo (Figura 4.4.A). Asimismo, no se
reportaron diferencias significativas entre cepas de ratones en cuanto a la intensidad de

expresion de CD5 sobre dichas células (Figura 4.16.B).
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Por otro lado, en cuanto a las células estimuladas con PSEx, no se observaron
grandes variaciones en ninguna de las cepas de ratones tanto en el porcentaje de
linfocitos CD19*CD5* (Figura 4.16.A) como en la intensidad de expresion de CD5 sobre
dichas células (Figura 4.16.B).
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Figura 4.16. Caracterizacion de las poblaciones CD19*CD5* estimuladas con PSExX.
En la figura se muestra el porcentaje de linfocitos CD19°CD5" (A) y la intensidad de
expresion de CD5 sobre linfocitos CD19* (B) en cultivos de células peritoneales
obtenidas de ratones virgenes Balb/c y C57BIl/6 estimuladas con PSEx durante 72
horas. Las diferencias significativas (p <0.05) se muestran como asteriscos en la
comparacion respecto a los valores basales de cada cepa (sin estimulo), y como flechas
en la comparacion entre cepas para cada punto.

Por dltimo, del analisis de la expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* a nivel basal
podemos mencionar que no se observaron diferencias significativas entre cepas en el
porcentaje de células CD19*CD6" (Figura 4.17.A), pero si valores significativamente
menores de intensidad de expresiéon de CD6 sobre dichas células de origen C57BI/6
(Figura 4.17.B), nuevamente en linea con nuestros resultados obtenidos previamente in
vivo (Figura 4.5.A & B).

En cuanto a las células estimuladas con PSEx, no se observaron grandes
variaciones entre cepas en el porcentaje de linfocitos CD19*CD6" (Figura 4.17.A). Sin
embargo, la intensidad de expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* mostré un

comportamiento destacable en ambas cepas de ratones: aumentd significativamente
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frente al estimulo con PSEx en forma dosis-dependiente (Figura 4.17.B). Asimismo, la
induccién de CD6 en linfocitos CD19* seria mas sensible en células provenientes de
ratones Balb/c, ya que el efecto inductor se observé a partir de la menor concentracion
de PSEx ensayada (Figura 4.17.B). Por ultimo, cabe destacar que la intensidad de
expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* fue significativamente mayor en células de
origen Balb/c, independientemente de la condicibn de estimulo analizada (Figura
4.17.B).
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Figura 4.17. Caracterizacion de las poblaciones CD19*CD6* estimuladas con PSEx.
En la figura se muestra el porcentaje de linfocitos CD19*CD6" (A) y la intensidad de
expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* (B) en cultivos de células peritoneales
obtenidas de ratones virgenes Balb/c y C57BI/6 estimuladas con PSEx durante 72
horas. Las diferencias significativas (p <0.05) se muestran como asteriscos en la
comparacion respecto a los valores basales de cada cepa (sin estimulo), y como flechas
en la comparacién entre cepas para cada punto.
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5. DISCUSION

Estudios previos realizados por nuestro grupo mostraron que los ectodominios tanto
de CD5 como de CDG6, son capaces de unir PSC viables e integros, asi como PSEx de
forma especifica y dosis-dependiente, y ese reconocimiento es capaz de modular la
produccién de citoquinas in vitro. A su vez, se observd que la administracion de las
formas recombinantes de dichos receptores posee un interesante potencial profilactico
en el modelo murino de EQ secundaria [Mourglia-Ettlin et al.,, manuscrito en

preparacion].

La relevancia de dichos resultados radica en que, por un lado, son pocos los
receptores innatos descritos capaces de reconocer antigenos de parasitos helmintos
[Paveley et al., 2011; Hsu et al., 2013; Tundup et al., 2015; Ponichtera & Stadecker,
2015; Aldridge & O’Neill, 2016]; y por otro lado, los receptores CD5 y CD6 se expresan
en linfocitos B1a, células que serian clave en el desarrollo de infecciones por
helmintos al producir anticuerpos naturales polireactivos y actuar como células B con
funciones reguladoras (Breg productoras de IL-10) [Fainboim & Geffner, 2011; Sun et
al., 2005; Mourglia-Ettlin et al., 2011b]. Dichas células se localizan preferentemente en
cavidades serosas como la cavidad peritoneal [Fainboim & Geffner, 2011], detalle que
puede ser relevante ya que en el modelo en estudio los PSC se inoculan por via
intraperitoneal en ratones inmunocompetentes [Heath, 1970]. Ademas, esta reportado
que los ratones de las cepas Balb/c y C57BI/6 presentan diferencias en el nimero de
células B1a peritoneales [ltakura et al., 2013]. Cabe aclarar que la expresion de estos
receptores no esta restringida solamente a las células B1a, sino que también son
expresados en linfocitos T, otra poblacién celular importante del sistema inmune
[Kamoun et al., 1981; Martinez et al., 2011]. Todo ello nos permite sugerir que CD5 y/o
CD6 podrian cumplir algun papel en el normal desarrollo de la EQ murina. Por ello,
nos propusimos analizar las variaciones en el perfil de expresion de CD5 y CD6 sobre
linfocitos de ratones con baja (C57BI/6) y alta (Balb/c) susceptibilidad a la infeccion

secundaria experimental por E. granulosus.

En primer lugar, se realiz6 un analisis general de leucocitos y linfocitos totales tanto
en cavidad peritoneal como en bazo en ambas cepas de ratones. Asi, en el contexto
de la infeccion experimental, los ratones de la cepa C57BI/6 mostraron un aumento
significativo en el nimero de leucocitos peritoneales en todos los puntos temporales
analizados (Figura 4.1.A). Asimismo, en dichos ratones se observd un aumento

significativo en el numero de linfocitos totales en los dias 7 y 14 p.i. (Figura 4.1.B) Por
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otro lado, en los ratones de la cepa Balb/c, el anico aumento significativo reportado a
nivel peritoneal ocurrié en el dia 14 p.i. (Figura 4.1.A). Este reclutamiento celular local
diferencial podria ser, al menos en parte, uno de los fenédmenos que explicarian la
diferencia en susceptibilidad de ambas cepas frente a la EQ secundaria, ya que las
respuestas generadas por el hospedero no son eficientes luego del enquistamiento
parasitario (etapa cronica) [Diaz et al., 2011; Rogan et al., 2015]. Por otro lado, y en
paralelo, se observd un descenso significativo tanto de leucocitos (Figura 4.6.A) como
de linfocitos totales (Figura 4.6.B) a partir del dia 14 p.i. en los bazos de ambas cepas
de ratones. Este hecho podria sugerir un reclutamiento de células provenientes del
bazo hacia el sitio de infeccion, aunque nuestros resultados no nos permiten ser

concluyentes al respecto.

La poblacion de leucocitos denominada linfocitos se compone de compartimientos
celulares B, T y NK. A su vez, los linfocitos B y T constan de mas una sub-poblacion,
siendo para el caso de linfocitos B las células B2/convencionales, B de zona marginal,
Bla y Blb; y para el caso de linfocitos T, las células T CD4* (colaboradoras con
distintos perfiles, foliculares y/o reguladoras), células T CD8" (citotoxicas) y células
NKT [Fainboim & Geffner, 2011].

Respecto a la poblacibn de linfocitos CD3* (células T), se observdé un
comportamiento cinético similar en ambas cepas de ratones: aumento significativo en
las dos primeras semanas de infeccién seguido de un retorno a valores basales sobre
la tercer semana (Figura 4.1.C). A su vez, el nimero de linfocitos CD3* en el dia 7 p.i.
mostrd ser significativamente mayor en ratones de la cepa Balb/c respecto a C57BIl/6
(Figura 4.1.C). Esto ultimo podria ser un hecho a destacar relacionandolo con
hallazgos previos reportados por nuestro grupo. En este sentido, Mourglia-Ettlin y cols.
(2011), utilizando el mismo modelo de infeccién encontraron que en cavidad peritoneal
de ratones Balb/c aumentan significativamente los niveles de ARNm para FoxP3 a los
5-7 dias p.i. [Mourglia-Ettlin et al., 2011a]. Dicho marcador se asociaria con la
presencia de células T reguladoras (CD4*CD25'FoxP3*), las cuales por sus
caracteristicas inmuno-reguladoras podrian relacionarse con la mayor susceptibilidad
a la infeccion que poseen los ratones Balb/c. En este sentido, las células T
reguladoras estarian involucradas en la regulacion negativa de las respuestas de tipo
Th1, reduciendo las respuestas inflamatorias que dafiarian tanto al parasito como a su
hospedero en la primera semana de infeccién. Asi, se favoreceria indirectamente el
desarrollo de respuestas de tipo Th2 y, en Ultima instancia, la sobrevida y el desarrollo

del parasito. Cabria proponerse caracterizar en profundidad las distintas
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subpoblaciones de linfocitos T peritoneales, con especial interés en aquellas con
fenotipos reguladores, en la cepa C57BI/6 durante la etapa temprana de la infeccién.
De esta forma se podria comparar dichos resultados con los previamente reportados
para Balb/c. Sumado a esto, en el modelo de EQ secundaria experimental, se ha visto
que 5 dias p.i. aumenta el nimero de linfocitos T tanto CD8* como CD4* en ambas
cepas de ratones, observandose numero significativamente mayores de T CD4" en la
cepa Balb/c [Mourglia-Ettlin et al., 2016b]. De esta forma, se podria sugerir que si entre
esos linfocitos T CD4" existen células T reguladoras, la cantidad que se reclutaria al
sitio de infeccion en Balb/c podria ser mayor que en C57BI/6, condicionando en cierta
medida la susceptibilidad cepa-especifica. Nuevamente, nuestros resultados no nos
permiten ser concluyentes al respecto, y se deberia profundizar a futuro realizando

otros experimentos.

Por su parte, el numero de linfocitos peritoneales CD3*CD5* en ratones Balb/c
mostré aumentos significativos en las dos primeras semanas de infeccidén, mientras
que en ratones C57BI/6 so6lo se observaron tendencias (Figura 4.2.A). Esta diferencia
a favor de la cepa con mayor susceptibilidad a la EQ secundaria podria ser relevante
si se tiene en cuenta que CD5 se expresa con mayor intensidad en células By T con
funcién reguladora, y se postula que dicho receptor actuaria como molécula co-

estimuladora en células T maduras [Fenutria et al., 2014].

En cuanto a la intensidad de expresién de CD5 en linfocitos peritoneales CD3", la
misma disminuyd en ambas cepas a medida que avanzdé la infeccion, mostrando
descensos significativos en las dos Ultimas semanas de infeccion en los ratones
Balb/c, y en la dltima semana en los ratones C57BIl/6 (Figura 4.2.B). En el mismo
sentido, la expresibn de CD6 en linfocitos peritoneales CD3* disminuy6
significativamente a lo largo del tiempo en ambas cepas, aunque con mayor velocidad
aparente en los ratones Balb/c (Figura 4.3.B). Este fendbmeno podria explicarse en
base a lo reportado por Carrasco y cols. (2017), quienes, con un modelo in vitro de
activacion por mitdégenos de una linea celular T humana, observaron un descenso en
la expresion de CD6 de membrana en concomitancia con un aumento de CD6 soluble
en los sobrenadantes de cultivo [Carrasco et al., 2017]. En este sentido, ya que se
trata de proteinas genética y estructuralmente muy relacionadas, podria pensarse que
este efecto sobre la expresion de CD6 ocurriese en forma anéloga también sobre CD5.
A su vez, Carrasco y cols. (2017) reportaron que las células T reguladoras si bien son
CD6*, expresan dicho marcador con baja intensidad [Carrasco et al., 2017]. De esta

manera, si entre las células CD3"CD6" reclutadas existiese gran proporcion de células
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T reguladoras, esto podria traducirse en un descenso global de la intensidad de

expresion de dicho receptor.

Interesantemente, los resultados obtenidos respecto a CD5 en los experimentos in
vivo se correspondieron con los estudios in vitro a partir de células peritoneales
virgenes de ratones C57BI/6 y Balb/c estimuladas con concentraciones crecientes de
PSEX, un extracto de antigenos tegumentarios de PSC. Asi, en respuesta al estimulo
dosis-dependiente con PSEx se observé una tendencia hacia la disminucién en la
intensidad de expresion de CD5 en linfocitos CD3* (Figura 4.14.B). Sin embargo, el
estimulo dosis-dependiente con PSEx indujo un aumento significativo en la expresion
de CD6 sobre linfocitos CD3* de origen C57Bl/6, pero no Balb/c (Figura 4.15.B).
Asimismo, en todas las condiciones ensayadas, la intensidad de expresion de CD6
sobre linfocitos CD3" fue significativamente mayor en células de origen Balb/c (Figura
4.15.B). Este fendbmeno difiere completamente con lo observado en los experimentos
in vivo (Figura 4.3.B). Ademas, cabe destacar que aunque se traté de experimentos
completamente distintos, y por ende no resultd pertinente realizar un analisis
estadistico entre ellos, la intensidad de expresion de CD6 arrojo sistematicamente
valores menores in vitro respecto a los obtenidos en los experimentos in vivo,
sugiriendo que las condiciones de cultivo per se influirian directamente sobre la

expresion de estos receptores.

Por su parte, los resultados sobre linfocitos CD3* de bazo mostraron estar en linea
con el comportamiento global de los linfocitos totales, es decir, a medida que avanzé la
etapa temprana de infeccion se observaron descensos significativos en su nimero en
ambas cepas de ratones (Figura 4.6.C). Asimismo, se observé un descenso
significativo en el numero de linfocitos CD3*CD5" en todos los puntos temporales
analizados y para ambas cepas de ratones (Figura 4.7.A). Una posible hipétesis que
podria explicar dicho descenso seria que los mismos hubiesen migrado hacia el sitio
de infeccién, de igual manera a lo planteado para leucocitos y linfocitos totales. En
cuanto a los niveles de expresion de CD5 en linfocitos CD3* de bazo, no se
observaron grandes variaciones en ninguna cepa en la ventana de tiempo estudiada
(Figura 4.7.B).

El andlisis de la expresion de CD6 sobre linfocitos CD3* de bazo mostro
caracteristicas particulares. Por un lado, a nivel basal se observd una menor
intensidad de expresion en los linfocitos CD3* de origen Balb/c (Figura 4.8.B). Por otro

lado, y en forma contraria a lo observado con los linfocitos CD3*CD5" (Figura 4.7.), el
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nimero de linfocitos CD3"CD6* no mostr6 grandes variaciones durante la etapa
temprana de la infeccion experimental (Figura 4.8.A), pero el nivel de expresion de
CD6 en dicha poblacién mostr6 aumentos significativos respecto a los valores basales
de cada cepa de ratones (Figura 4.8.B). En este sentido, Consuegra-Fernandez y cols.
(2017) reportaron que los esplenocitos de ratones CD6™7 (en background genético
C57BI/6) poseen una capacidad de proliferacién reducida y muestran aumentos en la
generacién de células T reguladoras inducidas, aunque disfuncionales. Asi, los autores
sugirieron que CD6 cumpliria un papel importante en la induccion y/o funcionalidad de
dichas células [Consuegra-Fernandez et al.,, 2017]. Interesantemente, nuestros
resultados mostraron que los linfocitos CD3* de origen Balb/c poseen una menor
expresion de CD6 respecto a los ratones C57BI/6, lo cual podria tener efectos sobre el
desarrollo de linfocitos T reguladores inducidos en la cepa de mayor susceptibilidad a

la EQ secundaria.

Para culminar con el andlisis de los linfocitos CD3*, se realiz6 ademas un analisis
comparativo de los valores de intensidad de expresion para CD5 y CD6 entre células
de bazo y cavidad peritoneal. En este sentido, los resultados obtenidos mostraron que
los niveles de expresion de CD5 fueron mayores a nivel de bazo en ambas cepas de
ratones e independientemente del punto temporal analizado (ya sea basal o durante la
infeccion temprana) (Figura 4.11.A & B). Por otro lado, contrariamente a lo que ocurre
con CD5 (Figura 4.11.A & B), se observo que los niveles de expresion de CD6 sobre
linfocitos CD3* fueron mayores a nivel peritoneal en ambas cepas de ratones tanto a
nivel basal como en los dias 7 y 14 p.i., invirtiéndose luego la predominancia hacia el
bazo (Figura 4.12.A & B). En este sentido, existen reportes para otros receptores
donde sus niveles de expresion varian de acuerdo a la ubicacién anatomica de la
célula. Un ejemplo seria el caso de CD69, un marcador de activacion temprana en
linfocitos T que participa en los procesos de migracion celular [Gregor et al., 2017].
Asi, podria sugerirse que el perfil de expresién de CD5 y CD6 podria variar segun el
patron de migracién de los linfocitos T y/o en funcién de sus distintos estadios de

activacion.

Por otro lado, se realiz6 sobre las poblaciones de linfocitos CD19* (células B) un
analisis analogo al de linfocitos CD3*. En este sentido, los resultados obtenidos a nivel
peritoneal en ratones control (basal) mostraron que el nimero de linfocitos CD19* en
ratones C57BIl/6 fue menor respecto a ratones Balb/c (Figura 4.1.D). Asimismo, los
ratones de la cepa C57BI/6 presentaron un numero significativamente menor de

linfocitos peritoneales CD19*CD5" (linfocitos Bla) en comparacion con los ratones
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Balb/c (Figura 4.4.A). Este resultado coincide con los hallazgos reportados por Itakura
y cols. (2013) quienes mostraron que los ratones C57BI/6 poseen un nimero menor de
linfocitos Bla en cavidad peritoneal respecto a los ratones de la cepa Balb/c [ltakura et
al., 2013]. Esta diferencia seria importante ya que el hecho de que la cepa Balb/c (de
alta susceptibilidad) posea un mayor niamero de linfocitos Bla previo al desarrollo de
la EQ secundaria podria tener una correlacién con el establecimiento de la misma.
Esto podria deberse a que CD5 se expresa con mayor intensidad en células B con
funcién reguladora y actuaria como una molécula de sefializacion negativa en células
Bla maduras [Fenutria et al., 2014]. Sumado a lo anterior, cabe mencionar que los
parasitos poseen estrategias de establecimiento mediante evasién y/o modulacion de
las respuestas del sistema inmune de sus hospederos [Vuitton et al., 2010], y en
nuestro caso se ha sugerido que los linfocitos B1 peritoneales jugarian un papel

importante a favor de la supervivencia de E. granulosus [Mourglia-Ettlin et al., 2011b].

Asimismo, en los ratones Balb/c se observé un descenso significativo del nimero
de linfocitos peritoneales CD19*CD5* en el dia 21 p.i., haciendo que en dicho punto
temporal ambas cepas de ratones muestren diferencias en el nimero de dichas
células (Figura 4.4.A). En el entorno del dia 21 p.i. culminaria la etapa temprana de la
infeccion, es decir, se desarrollaria la capa laminar parasitaria y se daria el
enquistamiento parasitario. Si bien podria resultar contra intuitivo el descenso
numeérico de linfocitos Bla peritoneales en la cepa de alta susceptibilidad, se debe
tener presente que las células B cumplen un papel dual en la inmunidad anti-
parasitaria, actuando tanto en detrimento [Harris & Gause, 2011] como a favor [Amu et
al., 2010; Wilson et al., 2010] del hospedero. Ademas, no conocemos el perfil y/o
estadio de activacion de las células Bla durante la etapa temprana de infeccion, ni
tampoco si los mismos ocurren o no de forma diferente en ambas cepas de ratones.
Por ultimo, se observé que el nivel de expresion de CD5 sobre linfocitos CD19*
peritoneales desciende durante la infeccion en ambas cepas de ratones (Figura 4.4.B),
lo cual podria deberse a su protedlisis y secrecidon en forma analoga a lo reportado

para el CD6 de las células T [Carrasco et al., 2017].

En lo que respecta a la expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* peritoneales,
consideramos importante destacar que en ratones C57BI/6 la expresion de dicho
receptor fue menor a la observada en ratones Balb/c (Figura 4.5.B). Interesantemente,
mas alla de la diferencia entre cepas, nuestros resultados son contrarios a los
reportados por Enyindah-Asonye y cols. (2017). Estos autores observaron que, a

diferencia de lo que ocurre en bazo, no existe expresion basal de CD6 sobre células B
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peritoneales, sino que dichas células la adquieren una vez emigradas hacia el bazo
[Enyindah-Asonye et al., 2017]. En este punto es necesario realizar algunas
puntualizaciones. En primer lugar, Enyindah-Asonye y cols. (2017) utilizaron células
obtenidas de ratones de la cepa DBA/1, los cuales poseen un background genético
distinto a las cepas utilizadas por nosotros (Balb/c y C57BI/6). Ademas, los anticuerpos
que utilizaron para realizar citometria de flujo fueron preparados por ellos mismos,
mientras que los nuestros fueron de origen comercial. Por Ultimo, los autores no
aclaran en qué tipo de bioterio mantuvieron a los animales de experimentacion
(convencional vs. SPF). Este punto resultaria importante per se ya que existe
evidencia preliminar que sugiere la variacién significativa en la expresién de ciertos
receptores celulares -CD6 entre ellos- en funcion del tipo de bioterio en el que se
mantiene a los ratones, posiblemente debido a efectos de interaccién hospedero-

microbiota [Cristina Catala, comunicacion personal].

Siguiendo con nuestra descripcién de linfocitos CD19* peritoneales que expresan
CD6, se observo que durante la etapa temprana de la infecciébn experimental en los
ratones C57BIl/6 aumentdé en forma sostenida el numero de linfocitos CD19*CD6*
mientras que en los ratones Balb/c dicho aumento ocurrié puntualmente en el dia 7 p.i.
(Figura 4.5.A). Ademas, al igual que para el receptor CD5 (Figura 4.4.B), se observo
que los niveles de expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* peritoneales disminuyeron
significativamente en ambas cepas de ratones a medida que avanzé la infeccién
(Figura 4.5.B). Interesantemente, la magnitud de dicho descenso en la expresion de
CD6 fue mayor sobre linfocitos CD19* de origen Balb/c (Figura 4.5.B). Nuevamente,
estos descensos quizas se deban a los mismos resultados reportados para células T

activadas [Carrasco et al., 2017].

Por otro lado, los resultados obtenidos in vitro para linfocitos CD19* peritoneales
mostraron nuevamente la existencia de una menor proporcién basal de linfocitos
CD19*CD5" en células de origen C57BI/6 (Figura 4.16.A), en linea tanto con nuestros
resultados obtenidos a nivel basal en los experimentos in vivo (Figura 4.4.A) como con
lo reportado por Itakura y cols. (2013). Asimismo, el analisis de la expresion de CD6
sobre linfocitos CD19* a nivel basal mostré que las células de origen C57BI/6 poseen
valores menores de intensidad de expresién de CD6 respecto a las de origen Balb/c
(Figura 4.17.B), nuevamente en linea con nuestros resultados obtenidos previamente
in vivo (Figura 4.5.A & B). Cabe comentar que, aunque se trata de experimentos
completamente distintos, la intensidad de expresion de CD6 en cultivo mostré valores

menores respecto a lo observado in vivo. Interesantemente, el estimulo de dichas
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células con PSEx mostr6 un aumento dosis-dependiente significativo en la intensidad
de expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* tanto de origen Balb/c como C57BI/6
(Figura 4.17.B). Sin embargo, dicha induccion de CD6 seria mas sensible en células
provenientes de ratones Balb/c, ya que el aumento se observé a partir de la menor
concentracion de PSEx ensayada (Figura 4.17.B). Asimismo, la intensidad de
expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* fue mayor en células de origen Balb/c para
todas las condiciones de estimulo con PSEXx analizadas (Figura 4.17.B). Es interesante
destacar que estos resultados obtenidos in vitro no reprodujeron lo observado en los
experimentos in vivo, es decir, el aumento de expresibn de CD6 in vitro por
estimulacion con PSEx es contrario al descenso en expresion observado durante la
etapa temprana de infeccidon. Esta discordancia sugeriria que el estudio de la
expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* peritoneales es claramente dependiente del

sistema de estudio.

En lo que respecta a las células B de bazo, los resultados obtenidos estuvieron en
linea con los referidos a linfocitos totales, es decir, a medida que avanzé la etapa
temprana de infeccibn se observdé un descenso numérico de linfocitos CD19* en
ambas cepas de ratones (Figura 4.6.D). Interesantemente, y a diferencia de lo
observado para el total de linfocitos CD19*, los resultados mostraron un aumento
significativo del nimero de linfocitos CD19*CD5" en el bazo de ambas cepas de
ratones. Asimismo, dicho aumento fue mas sostenido en el tiempo en los ratones
C57BI/6 respecto a lo observado en los Balb/c (Figura 4.9.A). Asi, nuestros resultados
sugieren que en el contexto de la EQ secundaria experimental ocurre una expansion
de linfocitos Bla a nivel de bazo en las etapas tempranas, hallazgos que estarian en
linea con reportes existentes para otros modelos de infeccion por parasitos. En este
sentido podemos destacar el trabajo de Velupillai y cols. (1996), en el cual mediante
inyeccion i.p. de huevos de S. mansoni (parasito trematodo) en ratones machos
CBA/J, se observé proliferacion de linfocitos B1 peritoneales y produccion de I1L-10 por
parte de los mismos 10 dias p.i. [Velupillai et al., 1996]. Por otro lado, Palanivel y cols.
(1996) inyectaron extractos antigénicos de Leishmania major (parasito
tripanosomatido) y Brugia malayi (parasito nematodo) por via i.p. a ratones machos
Balb/c y hembras C57BI/6, y 10 dias p.i. observaron un aumento en el porcentaje de
células B peritoneales CD5* en ratones de la cepa Balb/c, pero no asi en aquellos de
la cepa C57BI/6. Asimismo, infectaron ratones con L. major y 5 semanas p.i.
observaron un aumento porcentual de células B CD5" en bazos de ratones Balb/c pero

no en aquellos de ratones C57BI/6 [Palanivel et al., 1996]. Por ultimo, Arcanjo y cols.
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(2017) a través de un modelo de infeccion intravenosa de ratones Balb/c y Balb/XID
(deficientes en células B1l) con amastigotes de L. infantum chagasi (parasito
tripanosométido), reportaron una mejora en la resistencia a la infecciébn en aquellos
ratones deficientes en células B1. Esta mejora se evidencié 30 dias p.i. observando -
entre otros pardmetros- una menor esplenomegalia y menor carga parasitaria en los
ratones Balb/XID respecto a los Balb/c [Arcanjo et al., 2017]. De esta forma, la
literatura existente asocia los fenbmenos de expansion en linfocitos B1 con respuestas
en detrimento de los hospederos infectados por parasitos. Asi, nuestros resultados
sobre expansién de células Bla en bazo podria sugerir que los mismos también serian

relevantes en el modelo murino de EQ secundaria.

Por otro lado, y al igual que lo realizado para linfocitos CD3*, se comparé el nivel de
expresion de CD5 y CD6 sobre células CD19* segun su localizacién anatémica. Asi,
se observd que si bien a nivel basal la intensidad de expresion de CD5 fue mayor en
bazo respecto a cavidad peritoneal para ambas cepas de ratones, dicha diferencia
basicamente desapareci6 en el contexto de la etapa temprana de infeccién
experimental (Figura 4.11.C & D). Sin embargo, y a diferencia de lo observado para
CD5, los niveles de expresion de CD6 sobre linfocitos CD19* fueron generalmente
mayores a nivel peritoneal en ambas cepas de ratones, e independientemente del
punto temporal analizado (ya sea basal o durante la infeccién temprana) (Figura
4.12.C & D). En este sentido, se ha reportado que la expresion de ciertos marcadores
en células B, como por ejemplo CD19, afecta la proliferacion y adhesion celular de las
mismas afectando su patrén migratorio [Wu et al., 2018]. Por lo tanto, podria ser
razonable pensar que la variacion en los niveles de expresion de CD5 y CD6 sobre
linfocitos B segun su localizacion anatémica quizas pudiese asociarse también a

diferencias en sus patrones de migracion y/o a sus estadios de activacion.
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6. REFLEXIONES Y COMENTARIOS FINALES

Como consideraciones finales creemos importante destacar algunos impactos del
presente trabajo. Por un lado, salvo el reporte reciente de Enyindah-Asonye y cols.
(2017), el nuestro seria uno de los pocos estudios existentes sobre caracterizacion del
receptor CD6 sobre células B normales de origen murino, ya que el analisis exhaustivo
de la literatura muestra que la informacion pre-existente ha sido obtenida basicamente
a partir de células humanas basicamente de tipo neoplésico [Schuurman et al., 1987,
Merson & Brochier, 1988; Allison et al., 1990; Zukerberg et al., 1993; Osorio et al.,
1997; Sembries et al., 1999; Brown & Knox-Macaulay, 2003; Alonso et al., 2010].

Por otro lado, mediante un sistema in vitro sencillo logramos reproducir varios de los
fendmenos observados en el contexto in vivo de la etapa temprana de EQ secundaria
murina. Esto nos permitiria sugerir que los efectos tempranos observados en la
interaccion hospedero-parasito sobre los perfiles de expresion de CD5 y CD6 podrian
deberse, al menos en parte, al reconocimiento de antigenos presentes en el

tegumento parasitario.

Por dltimo, cabe destacar que el presente trabajo es un estudio mayoritariamente
descriptivo de caracterizacion fenotipica para los receptores CD5 y CD6 sobre
distintas poblaciones linfocitarias presentes en las cepas de ratones Balb/c y C57BI/6.
En este sentido, las diferencias reportadas no tendrian necesariamente una
correlacion directa con la susceptibilidad diferencial observada entre dichas cepas
frente al desarrollo de la EQ secundaria. Sin embargo, los resultados obtenidos seran
un insumo de gran utilidad para el desarrollo de la linea de trabajo nueva que esta
llevando a cabo nuestro grupo sobre la capacidad de los receptores CD5 y CD6 de

actuar como PRR de antigenos provenientes de parasitos helmintos.
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