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RESUMEN

La echinococosis quistica, es una enfermedad crénica que afecta tanto a animales
domésticos como al ser humano y es causada por el parasito helminto Echinococcus
granulosus. Para estudiar la inter-relacion de éste parasito con su hospedero, se ha
empleado ampliamente el modelo murino de infeccibn secundaria. Este modelo
consiste en la inoculacion de ratones con protoscoleces vivos y se ha observado que
la respuesta inmune del hospedero, tanto a nivel local como sistémica, son ineficientes
en la eliminacion del parasito ya que este logra establecerse y desarrollarse a quiste.
Algunos de los efectos disparados por el parasito in vivo, son parcialmente
reproducidos in vitro por una fraccion antigénica enriquecida en glicoconjugados
(denominada E4"). Esta fraccién es obtenida a partir de antigenos somaticos de
protoscoleces, por cromatografia de afinidad utilizando el AcMo E492/G1, que
reconoce un epitope glucidico presente en protoscoleces de E. granulosus.

Dentro de las actividades biolégicas reportadas sobre la fraccion E4*, se destacan: a)
la induccién in vitro de la secrecidon de niveles elevados de IL-10, por células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), de pacientes con echinococcosis
quistica asi como de donantes sanos; y b) la capacidad de unién a células B (CD19%)
peritoneales normales de ratones Balb/c, y c) la induccién in vitro de la secrecién de
IL-10 y la diferenciacién B hacia células productoras de anticuerpos.

En este trabajo de tesis, primero se estudié si la fraccion E4" podria ser capaz de
inducir in vivo, similares efectos que aquellos observados in vitro. Para esto, ratones
Balb/c normales fueron inoculados por via ip con E4". Los resultados mostraron que:
a) en células peritoneales se produce (i) un aumento significativo en los niveles de
expresion de IL-10 e IL-6, pero no de IFNy; (ii) una disminucién rapida y significativa
en el nivel de expresion del factor de transcripcion Pax-5; y b) en exudado de cavidad
peritoneal se detect6 un aumento significativo en el titulo de IgM total. Estos
resultados, bastante coincidentes con aquellos observados in vitro. Pero mas
importante aun, teniendo en cuenta los efectos disparados in vivo podria plantearse
como hipbtesis que los componentes E4" podrian, al menos en parte, estar
involucrados en mecanismos asociados con la modulacion de la respuesta inmune del
hospedero en favor de la sobrevida del parasito.

Por esta razén, en segundo término este trabajo estuvo centrado en la identificacion,
por lo menos parcial, del/los componente/s de E4* que podrian estar relacionados a las
actividades biolégicas ya mencionadas. En este sentido, primero se analizd si

diferentes lectinas (con y sin sus sacéridos inhibidores correspondientes), tenian la
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capacidad de unién a componentes de la fraccion E4", y los resultados mostraron que
de las lectinas seleccionadas la ConA y WGA interaccionan con componentes de E4".
Esto, junto con el hecho que el AcMo E492/G1 reconoce el trisacéarido Gala(l-
4)GalB(1-4)GIcNA, sugiere que por lo menos una de las estructuras glucidicas

constitutivas de E4" podrian ser N-glicanos.

Por otra parte, estudios por espectrometria de masas de los spots obtenidos cuando
E4" es resuelto por electroforesis bidimensional mostraron ser bien interesantes, ya
gque se identifico a la anexina B18 de E. granulosus (EgAxB18), como un antigeno

constitutivo de la fraccion E4".

Existen varios reportes que sugieren que las anexinas de pardsitos podrian estar
relacionadas con la sobrevida del parasito, por lo tanto, el trabajo descrito en el
segundo capitulo de esta tesis, se centré en la obtencion de la EQAXB18 de forma
recombinante (rEgAXB18), y en la realizacion de algunos estudios funcionales.

El andlisis sobre la inmunogenicidad de esta proteina recombinante mostré que en
ratones Balb/c es capaz de inducir una respuesta significativa de anticuerpos IgM e
lgG especificas. Por otra parte, teniendo en cuenta que E4" es capaz de unir células
CD19" peritoneales de ratones normales, utilizando la misma estrategia se observd
que la rEgAxB18 es capaz de interaccionar con células B CD19" peritoneales

normales, en un porcentaje similar al observado con E4".

Considerando, que se ha sugerido que las anexinas de parasitos podrian localizarse
en la inter-fase hospedero-parasito cumpliendo diferentes funciones y que existen
algunos reportes que muestran la presencia de anexinas de E. granulosus en
productos de excrecion/secrecion de protoscoleces en cultivo. Por lo tanto, en este
trabajo se analiz6 si la EgAxXB18 podria ser un constituyente de los productos
excrecion/secrecién. Los resultados demuestran que dicha anexina es
excretada/secretada por protoscoleces en cultivo. Sin embargo, en este trabajo no se
pudo determinar, mediante el uso herramientas bio-informaticas, cual es la via por la

cual esta proteina es secretada.

Finalmente, teniendo en cuenta fue reportado que las cepas de ratones Balb/c y
C57BI/6 muestran diferente susceptibilidad a la infeccibn secundaria por E.

granulosus, se analizé si los anticuerpos séricos de estas dos cepas de ratones
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infectados, eran capaces de reconocer a la rEgAxB18. Asi, la cepa més susceptible a
la infeccion (Balb/c), a diferencia de la cepa C57BI/6, muestra una respuesta
significativamente mayor de IgM e IgG contra la anexina B18 recombinante,
comparada con aquella del grupo control. Esta diferencia podria ser consistente con
resultados obtenidos mediante el uso de predictores bio-informéticos, que indican que

s6lo el haplotipo H2-IAd (Balb/c), tienen afinidad por péptidos de la EgAxXB18.

En resumen, en este trabajo se demostré que la fraccién E4" induce in vivo similares
efectos que aquellos inducido in vitro. Ademas, se identifico la EgAXB18 como un
componente constitutivo de la fraccion E4*, y se demostré que, por lo menos en
cultivo, es una molécula excretada/secretada por el parasito.

La relevancia de estos hallazgos en la interaccion hospedero experimental-E.

granulosus deberia ser estudiada con mas profundidad.
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INTRODUCCION GENERAL

1.- Infecciones por parasitos helmintos.

Los parasitos helmintos comprenden un grupo diverso de organismos metazoarios,
clasificados principalmente: nematodos, trematodos y cestodos (Macdonald et al.,
2002; Hotez et al., 2008).

En la actualidad se reconocen mas de 20 especies de helmintos parasitos capaces de
afectar directamente al ser humano, la mayoria de los cuales generan infecciones
inicialmente leves o asintomaticas. Se cree que esta ausencia de signos clinicos se
debe a cierto nivel de “armonia” entre los parasitos y sus hospederos, posiblemente
alcanzada por una larga co-adaptacion evolutiva. Esta co-adaptacion beneficiaria a
ambos, a los helmintos asegurando su sobrevida y al hospedero evitando que la
respuesta inmune que genera dafie sus propios tejidos. Actualmente se postula que en
la mayoria de los individuos infectados por parasitos helmintos, su sistema inmune se
encuentra en "equilibrio" con el invasor, mientras que solo en una proporcion pequefia
de casos este equilibrio no se alcanza (o se desgasta por otros factores), y es a raiz
de esto que se generan las manifestaciones clinicas asociadas a las helmintiasis
(Wiria et al., 2012).

En su conjunto, estas hip6tesis soportarian una de las caracteristicas mas
sobresalientes de los helmintos, su cronicidad. Este hecho implica que estos parasitos
podrian haber desarrollado estrategias de evasién, supresion y/o modulacion de la
respuesta inmune del hospedero, permitiéndoles asi sobrevivir durante periodos de
tiempo prolongados (Everts et al., 2010). La identificacion de los potenciales
mecanismos que posean helmintos para evadir y/o modular la respuesta inmune del
hospedero, continta siendo un punto de dificil abordaje dado que, estos parasitos son

organismos complejos y tienen complejos ciclos de vida.

2.- Echinococcus granulosus

Las echinococcosis, tanto alveolar, quistica, como poliquistica, son un grupo de
zoonosis causadas por parasitos cestodos del género Echinococcus (Moro & Schantz,
2009). A pesar de los avances en las estrategias de control, gestion clinica y el
desarrollo de algunas vacunas, estas enfermedades siguen creciendo en todo el

mundo, causando aun hoy en dia importantes impactos econémicos y de salud publica

4
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(Thompson & Jenkins, 2014). Particularmente, la echinococcosis quistica (EQ), cuyo
agente etiolégico causal es el estadio larval de E. granulosus, ha causado pérdidas
anuales estimadas por encima de 2 billones de délares americanos en la industria
ganadera (Budke et. al., 2006), asi como perdidas mundiales anuales estimadas entre
1 y 3 millones de DALYs (del inglés disability-adjusted life years) [Revisado por
Cucher, 2016]. Estas pérdidas, en parte se relacionan con el hecho que la EQ es una
zoonosis de distribucion cosmopolita y de amplia distribucion mundial (Figura 1).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es una zoonosis endémica en
areas del Este de Europa, Rusia, Medio Oriente, China y América del Sur (Pakala et
al., 2016; WHO, 2013). Incluso el cono sur de América del Sur se considera una region
hiper-endémica, siendo afectadas principalmente las zonas montafiosas de Per( y
Bolivia, el sur de Brasil, Chile, Argentina y Uruguay (Cucher et al., 2016).

A nivel taxonémico, existen varias “cepas fisioldgicas” de E. granulosus, descriptas
inicialmente por Smyth & Davies en 1974, y ampliadas desde entonces en base a
diferentes criterios fisiol6gicos, bioquimicos y anatomicos, entre otros (Cucher et al.,
2016; Thompson, 2008). Posteriormente, en base a técnicas de biologia molecular, se
correlacionaron las mencionadas cepas con polimorfismos en el ADN mitocondrial,
designandoles a cada una un genotipo. En ese sentido, se han descrito hasta el
momento 10 genotipos (G1-G10), mas la “cepa leén” (hallada exclusivamente en
hospederos salvajes) (McManus, 2013). En la actualidad, mediante analisis
filogenéticos mitocondriales estos genotipos se han re-clasificado dentro de nuevas
especies. Por tanto, la actual clasificacién conforma el complejo E. granulosus sensu
lato (s.l.)., dividido en las siguientes especies: Echinococcus granulosus sensu stricto
(s.s.) (agrupa los genotipos G1, G2 y G3), Echinococcus equinus (genotipo G4),
Echinococcus ortleppi (genotipo G5), Echinococcus canadensis (genotipos G6, G7, G8
y G10), y Echinococcus felidis (“cepa ledn”). La especie E. granulosus s.s.
(particularmente el genotipo G1) es la que presenta mayor distribucién a nivel mundial,
siendo a su vez junto con E. ortleppi las dos especies reportadas en el ganado bovino

en Uruguay (Cucher et al., 2016).
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Distribucion de Echonococcus granulosus y la echinococcosis quistica

0000

W High endemic [ Rare/sporadic
|9 Present "] Probably absent
[ Suspected "1 Not applicable

Figura 1.- Distribucién global del Echinococcus granulosus y la echinococcosis
quistica. Se indican con los colores rojo, rosado fuerte y rosado palido, las zonas de
alta prevalencia (altamente endémica), zonas donde esta presente, y donde se
sospecha su presencia, respectivamente. En colores de gris oscuro, blanco y gris claro
en donde es esporadica la presencia del E. granulosus, probablemente ausente, o no
aplica, respectivamente.

(Tomado de Second World Health Organization report on neglected tropical diseases:

http://www.who.int/neglected diseases/2012report/en/).
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2.1.- Ciclo de vida de E. granulosus

El ciclo de vida de E. granulosus requiere de dos hospederos para completar su ciclo:
un hospedero definitivo, el cual siempre es un carnivoro (canidos como perros, zorros,
entre otros), y un hospedero intermediario (ungulados tanto domésticos como salvajes)
(Figura 2). El hospedero definitivo se infecta por ingestiobn de protoscoleces (PSC)
provenientes de quistes hidaticos fértiles, los cuales una vez ingeridos pueden
desarrollarse en el gusano adulto a nivel del intestino delgado. El gusano adulto es
capaz de producir huevos conteniendo oncdésferas (embrién) mediante reproduccion
sexuada. Los huevos son expulsados junto con las heces del hospedero definitivo,
siendo capaces de sobrevivir en el ambiente por periodos variables hasta ser ingeridos
por un hospedero intermediario (Thompson, 1995). Una vez que esto ocurre, las
oncésferas se activan en el intestino delgado y producen secreciones liticas que
facilitan su pasaje a través de la mucosa intestinal hacia el sistema circulatorio del
hospedero (venoso Yy linfatico). Desde alli se distribuyen hacia los distintos érganos,
principalmente higado y/o pulmones, donde cada oncésferas es capaz de

desarrollarse en un quiste (Cucher et al., 2016; Siracusano et al., 2009).

Desde un punto de vista estructural, la pared del quiste se puede diferenciar en dos
capas: la externa o laminar, y la interna 0 membrana germinativa. La capa laminar, es
acelular, de estructura laminada y principalmente formada por mucopolisacaridos. Por
otra parte, la membrana germinativa esta constituida por epitelio nucleado, el cual a su
vez, es capaz de proliferar y originar agregados de células que se vacuolizan y forman
las denominadas vesiculas proligeras. Es en estas Ultimas en donde se desarrollan
por gemacién (multiplicacion asexuada) el siguiente estadio larval del parasito, los
protoscoleces. Estas vesiculas, con el tiempo, se desprenden de la membrana
germinativa y flotan en el interior del quiste (vesiculas hijas); algunas se rompen y se
liberan los PSC que se acumulan formando la denominada "arenilla hidatidica". El
quiste hidatico esta envuelto por una capa adventicia formada por tejido conjuntivo del
hospedero procedente de la reaccién inflamatoria local (Siracusano et al., 2009).

A estos quistes que pueden alojar varios miles de PSC, se los denomina quistes
fértiles. A su vez, cada PSC tienen la capacidad de desarrollarse en el gusano adulto,
como ya se menciond al principio (Cucher et al., 2016), o puede dar lugar a nuevos
quistes, en caso de la rotura de un quiste fértil en un hospedero intermediario. A esto
ultimo se lo conoce como Echinococcosis quistica secundaria o infeccion secundaria
(Cucher et al., 2016; Thompson, 1995).
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Figura 2.- Ciclo de vida de Echinococcus granulosus.

(1) Gusano adulto; (2) Huevo embrionado; (3) Oncésfera; (4) Quiste hidatico; (5)
Protoscélex; (6) Escélex adherido a la mucosa intestinal.

(Tomado del sitio oficial del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades del
gobierno de los Estados Unidos: http://www.cdc.gov/dpdx/echinococcosis/).

2.2.- Equinococcosis Quistica (EQ)

La equinococosis quistica (o hidatidosis) es una enfermedad crénica y compleja que
afecta tanto a animales domésticos, como al humano. Este Ultimo es considerado un
hospedero accidental, ya que no forma parte del ciclo de vida del parasito. Una vez
infectado el individuo, los quistes pueden desarrollarse en varios 6rganos, siendo los
principales el higado y el pulmon. El crecimiento del metacestodo en humanos es
lento (de 1 a 5 cm por afo), llegando en algunos casos (ej: en higado) a 20 cm de
diametro (Thompson, 1995). Los quistes jovenes suelen desarrollarse de forma
unilocular, esférica y turgente (esto ultimo por contenido de liquido hidético), y con el

tiempo se pueden formar septos internos y "quistes hijos" que perturban el patrén
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unilocular tipico inicial (Diaz et al., 2011). En su desarrollo pueden comprimir
estructuras adyacentes, fisurarse, romperse o infectarse. Como se menciono
anteriormente, la rotura de un quiste fértil, produce la siembra interna de PSC, y la
formacion de nuevos quistes (infeccién secundaria) (Thompson, 1995).

3.- Respuestainmune frente a la infeccidon secundaria por E. granulosus.

En forma similar a lo que ocurre con otras infecciones por cestodos, la EQ
desencadena en el hospedero intermediario respuestas inmunes que generalmente se
asume no se asocian con inmunidad protectora. Por lo tanto, se podria postular que el
parasito podria ser capaz de evadir y/o modular activamente la respuesta del
hospedero en favor de su sobrevida a través de mecanismos complejos poco

conocidos aun.

En este sentido, se han propuesto algunos mecanismos basados en estudios
realizados en el modelo experimental de infeccion secundaria, empleando para ello
ratones de laboratorio como modelos biolégicos. Asi, multiples cepas de ratones y
distintos estadios parasitarios (ademéas de diversas vias de inoculacién) han sido
utilizados como modelo de infecciones experimentales (Baz et al., 1995; Baz et al.,
2006; Casado et al., 2001; Cucher et al., 2013; Hernandez & Nieto, 1994; Pennoit-De
Cooman et al., 1974; Siles-Lucas & Hemphill, 2002; Urrea-Paris et al., 2001). Este
modelo, no solo se ha utilizado para el andlisis de aspectos basicos de la inmuno-
biologia de la infeccién (Baz et al., 2006; Cucher et al., 2013; Dematteis et al., 1999,
Dematteis et al., 2003; Mourglia-Ettlin et al., 2011a), sino también para estudios de
potenciales candidatos vacunales (Hashemitabar et al., 2005; Hernandez & Nieto,
1994), analisis de nuevos agentes quimioterapéuticos (Breijo et al., 2011; Ceballos et
al., 2010), asi como de herramientas de diagnostico y/o seguimiento (Denegri et al.,
1995; Ferragut et al., 1998; Mamuiti et al., 2002).

El modelo de infeccién secundaria experimental con E. granulosus consiste en la
inoculacion de PSC viables a ratones por via intraperitoneal (i.p.) (Heath, 1970). Esto
se basa en la capacidad de los PSC de generar quistes en un individuo

inmunocompetente.

Como modelo experimental se ha empleado principalmente la cepa de ratones Balb/c.
Temporalmente, la infeccién experimental puede dividirse en dos etapas: una etapa

temprana (aproximadamente hasta el dia 20-30 p.i.) durante la cual se da el
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establecimiento de la infeccion (los PSC se diferencian a quiste), seguida de una etapa
tardia o crénica, en la cual el quiste aumenta de tamafio y eventualmente se vuelve un
quiste feértil (Richards et al., 1983). En ambas etapas el hospedero produce una
respuesta inmune humoral y celular, pero en ninguno de los dos casos logra eliminar
la infeccion. Esto sugiere, una vez mas, que en ambos estadios el parasito utiliza

mecanismo de evasion/modulacion del sistema inmune (Baz et al., 2006).

3.1.- Respuesta inmune durante la etapa temprana de la infeccion secundaria

experimental.

La respuesta inmune frente a la infeccion por E. granulosus (al igual que en la mayoria
de los helmintos) se caracteriza por ser una respuesta polarizada hacia un perfil de
citoquinas del tipo Th2. Se ha reportado que células de bazo de ratones infectados
durante la etapa temprana, secretan IL-10, IL-4, IL-5 pero no niveles significativos de
IFNy (Dematteis et al., 1999). En relacién a esto, recientemente se ha reportado que
en ratones Balb/c infectados existe una cinética bifasica en la expresion temprana de
citoquinas a nivel local, es decir, en células peritoneales. Esta cinética se caracteriza
por una induccion inicial de citoquinas de tipo Thl (IFN-y, IL-2 e IL-15), seguida de un
cambio hacia un perfil de tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13) aproximadamente al dia 5
post-infeccion. Interesantemente, en ratones Balb/c infectados se ha observado un
aumento a nivel local de la expresion de IL-10 entre el primer y tercer dia post-
infeccion y se ha mantenido por al menos nueve dias (Mourglia-Ettlin et al., 2011a;
Mourglia-Ettlin et al., 2016a). La expresion de citoquinas inmunoreguladoras como la
IL-10 se ha visto ampliamente asociada a la susceptibilidad del hospedero a varias
infecciones por helmintos (Redpath et al., 2014), entre las cuales se encuentra la

echinococosis tanto quistica como alveolar (Baz et al., 2006; Vuitton, 2003).

Sin embargo el perfil de citoquinas es dependiente de la cepa de ratén utilizada como
modelo de infeccion experimental. En ese sentido, Mourglia-Ettlin et al., (2016a)
observaron que durante los primero dias de infeccion, ratones de la cepa C57BI/6
presenta un perfil de citoquinas diferente tanto a nivel cinético como en intensidad con
respecto a ratones de la cepa Balb/c, especialmente la IL-10 muestra una cinética

opuesta a Balb/c al no variar a lo largo de los primeros 7 dias p.i.

Es importante destacar que Mourglia-Ettlin et al., (2016b), mostraron que las cepas
Balb/c y C57BI/6 presentan diferente susceptibilidad a la infeccion por E. granulosus.

Los autores demuestran que la cepa Balb/c presenté un nimero de quistes tres veces

10
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mayor (en término de medianas) que la cepa C57BI/6. Aun asi, en la cepa mas
susceptible, menos del 10% de los PSC inoculados logran establecerse, por lo que
resulta claro que la respuesta del hospedero no es completamente eficiente en impedir
el establecimiento de la infeccion, al menos en esta cepa de ratones (Tamarozzi et al.,
2016). En este sentido, existen evidencias que sugieren gue mecanismos asociados
con el IFNy podrian ser relevantes en la eliminacién de un nimero importante de PSC.
Dematteis et al., (2003) han reportado que células peritoneales adherentes de ratones
Balb/c normales activadas con IFNy o IFNy/LPS muestran in vitro actividad
protoscolicida. Por otra parte, ratones transfectados con los genes de IFNy e IL-12
muestran una disminucion en la carga parasitaria a las 22 semanas de infeccion (Al-
Qaoud & Abdel-Hafez, 2008). En el caso de la cepa C57BI/6, resultados de Mourglia-
Ettlin et al., (2016a) muestran un aumento del IFNy desde el primer dia p.i., mientras
gue la IL-12 disminuye recién al dia 7 p.i. y TNFa se expresa fuertemente el dia 1 p.i.
Esa cinética es bien diferente a la observada para la cepa Balb/c (Mourglia-Ettlin et al.,
2016a). En suma, estos resultados apoyarian la hipétesis que el IFN-y (una de las
citoquinas importantes en la induccién de respuestas de tipo Thl) podria tener un
papel central en la eliminacién del parasito, y por lo tanto, el desarrollo temprano de
una respuesta de citoquinas hacia un perfil tipo Th2 podria interpretarse como un
mecanismo modulado y/o inducido activamente por el parasito en beneficio de su

sobrevida.

En relacion a la respuesta de anticuerpos durante la etapa temprana de la infeccion
secundaria, se ha reportado que ratones Balb/c en la semana 1 p.i. producen
anticuerpos IgM e IgG especificos contra PSA a nivel sistémico (Dematteis et al., 1999)
y que dichas respuestas inducidas tempranamente serian principalmente contra
epitopes glucidicos (Baz et al., 1999, Baz et al., 2008). Mas recientemente, nuestro
grupo reportd que al dia 5 p.i., en exudados de cavidad peritoneal de ratones Balb/c se
produce un aumento significativo de IgM e IgG2b especificas contra PSA, lo cual
estaria asociado con un activo proceso molecular de diferenciacion de los linfocitos B
en células productoras de anticuerpos (ASC) (Mourglia-Ettlin et al., 2011a). Esta
respuesta especifica de anticuerpos inducida tempranamente podria ser relevante en
el establecimiento de la infeccidn, ya que (al menos in vitro) los PSC son altamente
sensibles a la activacion del sistema del complemento por via clasica (Ferreira et al.,
1992). Ademas, resultados recientes de Mourglia-Ettlin et al., (2016a) sugieren que el
mecanismo de citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC) podria ser relevante en
una respuesta inmune contra protoscoleces de E. granulosus, asi como lo es para

varios helmintos (Harris & Gause, 2011; Moreau & Chauvin, 2010). Los resultados de
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Mourglia-Ettlin et al., (2016a) mostraron que las células peritoneales normales (tanto
de Balb/c como C57BI/6) incubadas con suero de raton normal (de la cepa
correspondiente) presentan actividad protoscolicida, lo cual sugiere un rol de los
anticuerpos naturales en mecanismos ADCC debido a una posible reactividad cruzada
con antigenos de PSC. En el mismo trabajo los autores reportan, que células
peritoneales normales de C57BI/6 incubadas con suero de ratdon con 5 dias de
infeccidén, mostraron un efecto protoscolicida mayor aun (a diferencia de Balb/c). Esto
podria sugerir una respuesta muy temprana de anticuerpos en la cepa C57BI/6, con

capacidad de potenciar el mecanismo ADCC.
3.2.- Respuesta inmune durante la etapa crénica de la infeccidén experimental.

La etapa crbnica, es aquella en la cual los quistes ya se han desarrollado y se
encuentran en etapa de crecimiento, con la eventual posibilidad de transformarse en
quistes fértiles (Mourglia-Ettlin et al., 2011a). En este contexto, uno de los primeros
trabajos en estudiar el papel de la respuesta de citoquinas en la etapa cronica de la
infeccion experimental fue de Haralabidis et al., en 1995. Estos autores muestran la
existencia de citoquinas del tipo Thl y Th2 en suero de ratones Balb/c inoculados con
vesiculas proliferas (analisis realizado desde 3 hasta 18 meses p.i.). Por otra parte,
estudios de Rogan (1998), han sefialado la produccién predominante de IL-10 e IL-4,
con niveles reducidos de IFN-y, por células de bazo ratones Balb/c con infeccion
cronica estimuladas in vitro con ConA. Ademas, reportd que las células que rodean el
quiste en estos animales producian predominantemente IL-10 al ser estimuladas in
vitro (Rogan, 1998). Por otro lado, el andlisis del perfil de citoquinas en ratones
implantados quirdrgicamente con quistes hidaticos viables de ratén, mostrd que cuatro
meses post-implantacion las células de bazo y las células periparasiticas de aquellos
animales con quistes inviables producian niveles significativamente elevados de IFNy,
mientras que en los ratones con quistes aun viables la producciéon de IFNy era muy
reducida (Rogan, 1998). El autor sugiere que las respuestas de citoquinas de tipo Th2
serian inducidas por el paréasito de forma tal, de inhibir la produccién de citoquinas de

tipo Thl potencialmente perjudiciales para el mismo.

En cuanto a la respuesta de anticuerpos durante la etapa cronica de la infeccion, se ha
reportado que existen variaciones cuantitativas y cualitativas en la produccion de
anticuerpos en forma dependiente del estadio especifico del parasito (Araj et al., 1977,
Haralabidis et al., 1995; Liu et al., 1992). Asimismo, se ha mostrado que la respuesta
de anticuerpos, de muy baja afinidad, contra liquido hidatico durante la fase cronica,

esta dirigida principalmente contra epitopes glucidicos (Ferragut & Nieto, 1996).
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Ademas, se reportd que la relacion entre tos titulos de IgGl e IgG3 especificas
(lgG1/IgG3) contra antigenos soméaticos de PSC (PSA), asi como la avidez de los
anticuerpos 1gG3 especificos, decrece a lo largo del tiempo, al igual que el
reconocimiento de epitopes peptidicos (Severi et al., 1997).

4.- Antigenos parasitarios con potencial capacidad inmuno-moduladora.
4.1.- Antigenos proteicos

La habilidad de las infecciones parasitarias de regular la respuesta inmune del
hospedero es un fendbmeno que ha sido observado por décadas, dando lugar a
infecciones crénicas de muy larga duracion. En parasitos nematodos se han reportado
algunos ejemplos interesantes, como por ejemplo la proteina Bm-CPI-2 (cysteine
protease inhibitor-2) de Brugia malayi capaz de inhibir directamente la proliferacion de
linfocitos T e inducir en macréfagos de ratén la produccién de IL-10 (Maizels et al.,
2001). En el caso de Haemonchus contortus la Calreticulina (CalR) es capaz de
unirse a la proteina C reactiva (PCR), disminuyendo su concentracién en el entorno y
por tanto limitando su funciones, como podria ser su capacidad de activar la via
clasica del complemento (Suchitra et al., 2008). En cuanto a los parasitos helmintos,
también se han reportado algunas proteinas asociadas con la modulacién del sistema
inmune del hospedero. En el pardsito Schistosoma japonicum, se han observado
proteinas en el tegumento que son capaces de unir la region Fc de las
inmunoglobulinas del hospedero. De esta forma, mediante un mecanismo que
implicaria el enmascaramiento de la superficie del parasito con proteinas del

hospedero, este parasito lograria impedir su reconocimiento por el sistema inmune.

Son varias las proteinas con la capacidad de unir la regidn Fc de las inmunoglobulinas
tanto humanas como de animales domésticos, entre las cuales se encuentran la
C1gBP (proteina de unién a Cl1q) y algunos integrantes de la superfamilia de las
anexinas (Wu et al., 2015).

Las anexinas son una gran familia de proteinas ampliamente distribuidas entre los
organismos eucariotas, presentando a su vez una gran diversidad de propiedades
bioquimicas y funciones biologicas. En la 50th Harden Conference (Primer
Conferencia Internacional de Anexinas, WyeCollege, UK, 1999), se plante6 el uso del
sistema de clasificacion de las anexinas propuesto por Fernandez & Morgan (2003),

basado en la integracion de andlisis filogenéticos con los vinculos y organizacién de
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los genes. En base a estos andlisis se delinearon cinco familias principales de
anexinas, siendo: la familia de anexinas “A” (correspondiente a vertebrados, incluido el
humano), la familia “B” (correspondiente a invertebrados, incluidos los helmintos), la
familia “C” (hongos), la familia “D” (plantas) y la familia “E” (protistas) (Cantacessi et
al., 2013).

En relacién a la estructura de las anexinas, se caracterizan por poseer un conservado
dominio C terminal, formado usualmente por cuatro repeticiones (en algunos casos
pueden ser mas), cada una de aproximadamente 70 aminoacidos que conforman
cinco hélices alfa (Moss & Morgan, 2004; Seaton & Dedman, 1998). A estos se los
conoce como dominios del tipo anexina y corresponden a dominios de unién a
fosfolipidos de forma calcio dependiente (Moss & Morgan, 2004). En contraposicion,
su extremo N terminal presenta una composicién y largo variable en cada anexina, y
por ello, se sugiere que podria ser el responsable de la diversidad de funciones que
presentan (Flower & Perretti, 2015; Seaton & Dedman, 1998). Por ejemplo, se ha
reportado que el extremo N terminal de varias anexinas son buenos sustratos para la

fosforilacion por kinasas (Seaton & Dedman, 1998).

Las funciones que poseen las anexinas son amplias, entre las cuales se incluye el
metabolismo del calcio, adhesion celular, diferenciacion y transporte subcelular, y
reparacion de membranas, entre otros. En parasitos, se cree estan relacionadas con
su supervivencia, desempefiando papeles en el mantenimiento de la integridad
estructural de las células, el tegumento y por otra parte, modulando o evadiendo la
respuesta inmune del hospedero (Cantacessi et al., 2013; Leow et al., 2015; Wu et al.,
2015). En lo que refiere a esto Ultimo, se ha reportado que, por ejemplo, las anexinas
de Schistosoma japonicum, evadirian la respuesta inmune por mimetizacion (Wu et al.,
2015), y que la anexina B1 de Taenia solium presenta efectos pro-apoptoticos de
eosindfilos humanos (Yan et al.,, 2008). Ademas, se la ha localizado en liquido
quistico, suero de cerdos infectados, y co-localizada con neutréfilos y eosindfilos en el
sitio de interaccién hospedero-parasito (Gao et al., 2007; Yan et al., 2008). Por tanto,
su localizacién durante la infeccion y sus efectos sobre los eosindfilos sugieren que la
anexina Bl de Taenia solium, podria ser secretada y estar relacionada con la

sobrevida del parasito al regular negativamente la respuesta inmune del hospedero.

En relacion a E. granulosus, se han reportado al menos 12 anexinas

(http://www.annexins.org/). La Tabla 1 (A y B) corresponde a un arbol filogenético

Bayesiano de consenso de las anexinas de la familia B, en donde se observa los

clados en donde se agrupan las anexinas de E. granulosus. Incluso, algunas anexinas,
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como la B18 y B38, se encuentran separadas de los clados de otras anexinas
(Cantacessi et al., 2013).

Tabla 1. (A y B). Arbol filogenético Bayesiano de consenso, en el cual se muestran las
anexinas B de parasitos. El mismo esta basado en el analisis por inferencia Bayesiana
de las estructuras basadas en el alineamiento de las secuencias aminoacidicas. Las
probabilidades posteriores y los valores maximos de probabilidad de bootstrap se
muestran en los nodos, respectivamente. (Tomado de Cantacessi et al., 2013).
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Por otra parte, estudios de proteémica han determinado la presencia de anexinas en
liquido hidatico y productos de excrecion / secrecion (E/S) de protoscoleces cultivados
in vitro (Aziz et al., 2011; Song et al., 2016; Virginio et al., 2012). En este sentido, Song
et al., (2016) determinaron mediante inmunofluorescencia la localizacion de la anexina
B33 en distintos estadios de E. granulosus, estando presente: en tegumento y huevos
del gusano adulto; en la capa germinal del quiste; y en el tegumento, corpusculos
calcareos, y a nivel celular en citosol y membrana celular del protoescdélex. Ademas,
observaron gue ésta anexina se encuentra presente en células de la capa derivada del
hospedero que rodea el quiste hidatico, por lo cual los autores sugieren un posible rol
en la interaccion hospedero-parasito. Curiosamente, la anexina B33 al igual que otras
anexinas y muchas otras proteinas determinadas en estudios de proteomica, son
secretadas (tanto en E. granulosus como en otros parasitos) pese a que carecen de
péptido sefial (Brehm & Koziol, 2017; Lorenzatto et al., 2012; Song et al., 2016; Yan et
al., 2008). Algunos autores han sugerido distintos mecanismos posibles de secrecion,
como mecanismos “no clasicos”, disrupcion de membranas, “shedding” del tequmento
o dafio del parasito (Brehm & Koziol, 2017; Lorenzatto et al., 2012; Song et al., 2016).
Estudios mas recientes, han reportado la presencia de anexinas en vesiculas
extracelulares en E. granulosus, E. multilocularis, Taenia crassiceps y Mesocestoides
corti (Ancarola et al., 2017; Zheng et al., 2017). Las vesiculas extracelulares se han
reportado en varias infecciones parasitarias, actuando tanto en la inter-comunicacion
entre parasitos, asi como, en la interaccion parasito — hospedero. Se ha sugerido que
las vesiculas extracelulares podrian constituir un mecanismo de exportacion de
proteinas en trematodos y que las mismas a su vez, podrian explicar la secrecién, por
parte de helmintos, de proteinas sin péptido sefial para la secrecién por via clasica
(Marcilla et al., 2014).

4.2.- Glicoconjugados parasitarios.

Los glicoconjugados parasitarios son importantes tanto para el ciclo de vida del
parasito, como para la patogenicidad del mismo, presentando una amplia variedad de
actividades bioldgicas, entre las cuales se destacan: a) son inmunodominantes, b)
inhibidores de la proliferacion celular, ¢) mimetismo de componentes del hospedero y
d) otros efectos inmunosupresores e inmunomoduladores (Harn et al., 2009; van Die &

Cummings, 2006, van Die & Cummings, 2010).
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Empleando al raton como modelo bioldgico, se ha estudiado la modulacién de la
respuesta inmune del hospedero en relacion a varias parasitosis. Un ejemplo es la
infeccibn por Leishmania spp., en la cual los glicoconjugados parasitarios, los
lipofosfoglicanos y proteofosfoglicanos expresados por Leishmania spp. han mostrado
ser capaces de inhibir la maduracién del endosoma, permitiéndole asi al parasito
escapar de la destruccion lisosomal (Lodge & Descoteaux, 2005; Piani et al., 1999). En
forma similar a la infeccion por Leishmania spp., las infecciones por helmintos, tanto
en humanos como en el modelo murino, muestran fuertes efectos inmunomoduladores
(Macdonald et al., 2002; Pearce et al., 2004). Por ejemplo, un importante aspecto de la
glicobioligia del Schistosoma spp., es su capacidad de promover respuestas anti-
inflamatorias y del tipo Th2, mediante interaccién con células presentadoras de
antigenos (Thomas & Harn, 2004). En estudios con Schistosoma mansoni, se ha
observado una marcada regulacién negativa de la respuesta tipo Thl en ratones
infectados, sugiriéndose un efecto supresor del IFNy e IL-2 por antigenos de los
huevos del parasito (Pearce et al., 1991). Estudios posteriores demostraron que
carbohidratos provenientes de antigenos solubles de huevo de Schistosoma mansoni
(SEA) son capaces de polarizar la respuesta hacia un perfil del tipo Th2 (Okano et al.,
1999). En este trabajo, los antigenos solubles de huevo fueron previamente tratados
con periodato de sodio (alterando la conformacion molecular de los glacidos) y luego
inoculados a ratones normales para analizar in vitro la respuesta de citoquinas de
células de ganglios linfaticos drenantes frente a una re-estimulaciéon. Los resultados
mostraron que el tratamiento con periodato suprime la capacidad de las células de
producir citoquinas de tipo Th2 (IL-4 e IL-5 basicamente) (Okano et al., 1999). En
forma similar, Tawill et al., (2004) observaron en nematodos tanto parasitos (Brugia
malayi) como de vida libre (Caenorhabditis elegans) que la eliminacién de los
glicoconjugados de los extractos de nematodos elimina su capacidad de polarizar la
respuesta hacia el perfil de tipo Th2. Estos estudios permiten sugerir que los helmintos
emplearian glicoconjugados como agentes polarizantes de la respuesta de células T
CD4" hacia un perfil del tipo Th2.

En estudios posteriores, se describid la presencia de la estructura glucidica lacto-N-
fucopentosa Il (LNFPIIl) como un componente de los antigenos de huevo de S.
mansoni (Ko et al., 1990). Dicha estructura posee la capacidad de inducir la
proliferacion de células B esplénicas de ratones infectados con S. mansoni y la
consecuente produccion de IL-10 y PGE2 (mediadores asociados con respuestas del
tipo Th2) (Velupillai & Harn, 1994). Interesantemente, la capacidad polarizante

presentada por LNFPIII pareceria estar ligada a la presencia en su estructura del
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determinante antigénico LewisX (trisacarido terminal), ya que los mismos ensayos en
células B esplénicas realizados con su homadlogo no fucosilado (lacto-N-neotetraosa)
no muestran induccién de citoquinas del tipo Th2 (Velupillai & Harn, 1994). Ademas,
estos autores mostraron que la poblacién de células Bl peritoneales se expande en
animales inoculados i.p. con antigenos de huevo soluble nativo, pero no sucede lo
mismo al administrarse la forma deglicosilada de este extracto, sugiriéndose asi que
los glicoconjugados tendrian un papel en la expansion de las células B1 peritoneales
(Velupillai et al., 1997). En el mismo trabajo, los autores mostraron también que las
células Bl secretan grandes cantidades de IL-10 in vitro en respuesta a estimulacion
por LNFPIII. Okano et al., (2001) observaron que el LNFPIII no solo es un potente
inductor de respuestas tipo Th2 in vivo, sino que ademas, es capaz de actuar como
adyuvante induciendo una respuesta especifica de anticuerpos (principalmente IgG1 e
IgE) contra una proteina conjugada al LNFPIII. Por otra parte, Yang et al., (2017)
observaron que los glicanos altamente fucosilados inducen potentes respuestas de
anticuerpos (IgM e 1gG), en el modelo de infeccion de Schistosoma en monos, y
sugieren un potencial efecto protector al asociar un alto titulo de IgGs a la resistencia a

la re-infeccion.

Por otra parte, MacDonald et al., (2001) analizaron los efectos de los antigenos
solubles de huevo de S. mansoni (SEA) sobre las células dendriticas derivadas de
medula 6sea. Las mismas, al ser incubadas con SEA, inducen, en células de bazo
estimuladas con SEA, una respuesta del tipo Th2. A su vez, Zaccone et al., (2003)
observaron en DCs derivadas de medula ésea de ratones NOD, que al ser cultivadas
con SEA y LPS producen niveles reducidos de IL-12 y niveles mayores de IL-10, en
relacion a las cultivadas solo con LPS. Interesantemente, en nematodos también se ha
observado efectos moduladores por glicoconjugados parasitarios sobre las DCs. A
modo de ejemplo, Favoretto et al.,, (2017) mostraron en Ascaris suum que
glicoconjugados con N-glicosilaciones y ricos en manosa, serian capaces de inhibir la

maduraciéon de DCs estimuladas con LPS.

Por otra parte, Atochina et al., (2001) analizaron los efectos que tienen los
glicoconjugados presentes en SEA sobre los macrofagos, al inocular ratones normales
con LNFPIIl y midiendo luego los efectos de los macrofagos peritoneales sobre la
proliferacion de células T CD4". Asi, observaron que los macréfagos peritoneales de
ratones inoculados con LNFPIII suprimian significativamente la proliferacion inducida

por ConA de células T CD4" de ratones normales. Los autores sugieren que los
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glicoconjugados de parasitos helmintos podrian estar relacionados en la maduracion

de los macréfagos peritoneales hacia un estadio supresor.

4.3.- Glicoconjugados de E. ganulosus

En base a lo expuesto hasta el momento, se postula que el parasito helminto E.
granulosus es capaz de modular/evadir la respuesta inmune del hospedero tanto
durante el establecimiento de la infeccion, como durante la etapa crénica. Por esta
razén, varios trabajos se han enfocado en la identificacibn de los antigenos que
podrian estar involucrados en estos mecanismos. Como ya se menciond, los helmintos
generan fuertes respuestas polarizadas hacia un perfil Th2, y son los glicoconjugados
los que podrian tener un rol importante en esta polarizacion. E. granulosus no es la
excepcién, y por lo tanto existen varios estudios centrados en los efectos

inmunolégicos producidos por los glicoconjugados de este parasito.

En el modelo de infeccién secundaria experimental por E. granulosus se ha descrito
gue los carbohidratos del parasito son altamente inmunogénicos, siendo incluso
inmunodominantes los glucidos presentes en la superficie del PSC (Miguez et al.,
1996). Esta inmuno-dominancia, fue Iluego demostrada en pacientes con
echinococcosis quistica (EQ) en los cuales se encontr6 una alta produccion de

anticuerpos IgG2 de baja avidez contra carbohidratos parasitarios (Sterla et al., 1999).

En relacién a la antigenicidad y a una potencial actividad biolégica que presentan los
glicoconjugados de PSC, Baz et al., (1999) utilizaron como estrategia, la obtencién de
una fraccion enriquecida en carbohidratos (que denominaron fraccién E4"), obtenida a
partir de antigenos somaticos de PSC (PSA). Para esto, utilizaron un anticuerpo
monoclonal que reconocia estructuras glucidicas presentes en PSC y que
denominaron E492/G1. Este AcMo reconoce un trisacarido Galpal-4GalpS1-4GIcNAcp
(Baz et al., 1999; Lin et al., 2013), que esta presente en el antigeno P1 y que esta
altamente representado en el tequmento de PSC, en la capa laminar del quiste, en el
liquido hidatico y en productos de excrecion/secrecion (Baz et al., 1999, Baz et al.,
2006). La fraccion E4" ha mostrado poseer actividades bioldgicas muy interesantes: a)
mostré tener actividad mitogénica sobre esplenocitos de ratones Balb/c normales; b)
es reconocida por un alto porcentaje de los anticuerpos especificos producidos por
ratones Balb/c depletados in vivo de células CD4", inmunizados o infectados (Baz et
al., 1999); c¢) induce la produccion de IgG2a, IgG2b e IgG3 en ratones C57BIl/6 CD4

knock out (Baz et al., 2008) ; d) es inmunogénica en pacientes con EQ, en los cuales
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la relacién de anticuerpos especificos 1gG2/lgG4 contra E4* es mayor que aquella
observada que contra antigenos somaticos de PSC (Cardozo et al., 2002) e) células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), tanto de pacientes con EQ como de
individuos sanos, secretan niveles elevados de IL-10 al ser estimuladas in vitro con la
fraccion E4*(Cardozo et al., 2002) ; f) células de bazo y cavidad peritoneal de ratones
con infeccién temprana por E. granulosus, re-estimuladas in vitro con la fraccion E4",
mostraron una elevada secrecion de IL-10 (Dematteis et al., (2001); y Q)
interesantemente, la estimulacién in vitro de células peritoneales de ratones Balb/c
normales con la fraccion E4", también induce la secrecion de IL-10 (Mourglia-Ettlin et
al., 2011b).

Mas aln, Mourglia-Ettlin et al. (2011b) determinaron que componentes de E4" tiene la
capacidad de unirse a células peritoneales normales CD19" de ratones Balb/c
normales y que esta interaccion es capaz de disparar la secrecion de IL-10 y la

diferenciacion de las células CD19" en células productoras de anticuerpos (ASC).

Estos resultados en su conjunto, sugieren que componentes de la fraccién E4" podrian
estar involucrados en la modulacion de la respuesta inmune del hospedero, y por lo
menos en parte, podrian ser responsables de la induccion temprana de IL-10 (tanto
local como sistémica). De ser asi, los componentes de E4" podrian contribuir en el
mantenimiento de la respuesta de citoquinas de tipo Th2, caracteristica de los

hospederos infectados por E. granulosus.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo consistié en identificar, por lo menos parcialmente,
los componentes glicoproteicos presentes en una fraccion antigénica de Echinococcus
granulosus y analizar su potencial papel en la inter-relacion hospedero experimental-

parasito.
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CAPITULO 1

Inmunogenicidad de una fraccidon de
antigenos somaticos de protoscoleces de E.
granulosus e identificacion de sus

componentes.
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INTRODUCCION

Como se describié anteriormente, la fraccién E4" de protoscoleces de E. granulosus
ha mostrado poseer actividades biologicas bien interesantes. Entre ellas: a) es
reconocida por un alto porcentaje de los anticuerpos especificos producidos por
ratones Balb/c depletados in vivo de células CD4", tanto inmunizados como infectados
(Baz et al., 1999); b) es reconocida por anticuerpos de pacientes con EQ, en los
cuales la relacién de anticuerpos especificos 1gG2/IgG4 contra E4" es mayor que
aguella observada que contra antigenos somaticos de PSC (Cardozo et al., 2002); c)
células mononucleares de sangre periférica (PBMC), tanto de pacientes con EQ como
de individuos sanos, secretan niveles elevados de IL-10 al ser estimuladas in vitro con
la fraccion E4* (Cardozo et al., 2002) ; d) es capaz de inducir in vitro la secrecién de IL-
10 tanto por células de bazo, como por células peritoneales de ratones Balb/c
infectados o de individuos normales (Dematteis et al., 2001 ; Mourglia-Ettlin et al.,
2011b); e) tiene la capacidad de unirse a células CD19" peritoneales de ratones Balb/c
normales y esta interaccién es capaz de disparar: i) la secrecion de IL-10; y ii) la
diferenciacién de células B en células productoras de anticuerpos (ASC) (Mourglia-
Ettlin et al., 2011b).

Estos resultados en su conjunto, sugieren que componentes de esta fraccion podrian
estar involucrados, al menos en parte, en la modulacién de la respuesta inmune del
hospedero, y ser responsables de la induccion temprana de IL-10 (tanto local como
sistémica). De ser asi, resulta de especial interés identificar, aunque sea parcialmente,
cual/es del/llos componente/s de E4" podria/n ser responsable/s de inducir estas

actividades biologias relevantes.

Objetivos especificos

1.- Analizar si la fraccién E4" es potencialmente capaz de inducir in vivo similares
efectos a aquellos observados in vitro o disparados por el parasito vivo durante la fase

temprana de la infeccion secundaria experimental.

2.- Identificar, por lo menos parcialmente, cual/es componente/s de E4" podria/n estar

asociado/s con las actividades biol6gicas inducidas por esta fraccion.
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MATERIALES & METODOS

1.- Animales

Se utilizaron ratones hembras Balb/c y C57BI/6 normales de 6-8 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 animales fueron mantenidos en el Laboratorio Experimental de
la Catedra de Inmunologia (Instituto de Higiene) en condiciones asépticas con ciclos
luz/oscuridad y temperatura controlada, y alimentados con racién y agua ad libitum.
Por otra parte, se utilizé un conejo Neozelandés (3 meses de edad) obtenido en el
Campo Experimental del Instituto de Higiene y mantenido en el Laboratorio de
Experimentacion de Conejos del Instituto de Higiene.

Todos los procedimientos realizados siguieron las Normas de Trabajo con Animales de
Experimentacion establecidas por la Comisién Honoraria de Experimentacién Animal
(C.H.E.A)) de la Universidad de la Republica. Protocolos Numeros: [101900-001065-
11]; [101900-000160-12]; [101900-001413-15]; [101900-000662-12] y [101900-
001480-14].

2.- Parasitos

Los protoscoleces de E. granulosus fueron obtenidos por puncién aséptica de quistes
hidaticos bovinos fértiles segin Baz et al., (1995). Los parasitos fueron lavaron varias
veces con buffer fosfato salino (PBS) pH 7.2 conteniendo gentamicina (40 pg/mL). La
viabilidad de los parasitos se determind por exclusion de eosina (Dematteis et al.,
2003) y actividad de células flamigeras (Gurri J., 1963). Unicamente fueron utilizados

aguellos lotes con una viabilidad superior al 90%.

3.- Antigenos parasitarios.

3.1.- Antigenos somaticos de protoscolex (PSA).

Los antigenos soméaticos de protoscoleces fueron obtenidos segun Miguez et al.,

(1996) con algunas modificaciones. Brevemente, siete mL de protoscoleces fueron

disgregados por ultrasonido en 30 mL de PBS a 4°C, durante 15 min, con pulsos a
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30% (3 segundos cada 10 segundos totales), y a potencia maxima (Omni-Ruptor
4.000, de OMNI International Inc). La fracciébn insoluble se separ6 mediante
centrifugacion a 12.000 r.p.m durante 15 min a temperatura ambiente. El sobrenadante

(PSA) se conservo a -20°C hasta su uso.

3.2.- Preparacion de una fraccion de PSA enriquecida en carbohidratos (E4").

3.2.1.- Obtencidn del anticuerpo monoclonal (AcMo) E492/G1.

La obtencién del AcMo fue realizada segun Baz et al. (1999). Brevemente, el
hibridoma productor del AcMo E492/G1 se crecié en RPMI completo (RPMI; 10% FCS
inactivado por calor; 100 pg/mL estreptomicina; 100 U/mL penicilina, 10 mM L-
glutamina) a 37°C en atmdsfera controlada con 5% de CO, hasta lograr un crecimiento
confluente. Las células fueron luego recuperadas por centrifugacion a 1200 r.p.m.
durante 7 min La viabilidad de las mismas se determind por exclusién con azul de
Tripan (0,25%).

Posteriormente, ratones Balb/c normales fueron inoculados en el dia O con 200 pL de
Pristane (Sigma) por raton, por via intraperitoneal (ip). Luego de 10 dias los animales
fueron inoculados por via ip con 5x10° células viables del hibridoma. En el dia 17,
todos los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical, previa anestesia, y el
liguido ascitico generado en cada ratén fue mezclado y centrifugado a 1200 r.p.m.
durante 7 min. Finalmente, el sobrenadante se conservo a -20°C.

El liguido ascitico fue deslipidificado utilizando sulfato de dextrano y CaCl, de acuerdo
a Aceti et al. (1989). Brevemente, a un volumen de ascitis se le afiadié 0,05xV de una
solucion acuosa de CaCl,1 M y se agitdé suavemente durante 10 min a temperatura
ambiente. La mezcla obtenida se centrifugd a 1200 r.p.m. durante 20 min a 4°C.
Luego, la fraccion yglobulina del liquido ascitico fue obtenida por precipitacion con
(NH4),SO, 50% (Harlow & Lane, 1988). Brevemente, a un volumen de liquido ascitico
deslipidificado se le agregé lentamente un volumen igual de solucién saturada de
sulfato de amonio, incubando la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente. A
continuacion, se centrifugdé la mezcla a 10.000 r.p.m. durante 20 min a 4°C y la
fraccion insoluble se lavé dos veces con (NH,;).SO, al 50%. Posteriormente, se
resuspendié en el minimo volumen de PBS y se dializ6 toda la noche contra PBS a
4°C con agitacién constante.

A partir de la fraccién y globulina, los anticuerpos IgG (principalmente 1gG3) fueron

obtenidos por cromatografia de afinidad empleando como soporte solido Proteina G.
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Brevemente, la muestra fue diluida al medio con PBS pH 8 e incubada con la matriz
durante 20 min. A continuacién, la matriz fue lavada varias veces con PBS pH 8 y
luego como eluyente fue utilizado acido citrico 0,1M a pH 3. El eluato fue recolectado
de a 1 mL sobre 20 pyL de Buffer Tris 2M pH 11. Finalmente, el mismo fue dializado
contra PBS durante 24 h, a 4 °C con agitacién lenta. La concentracién proteica se

determiné por medida de la absorbancia a 280 nm (NanoDrop, Thermo Scientific).

3.2.2.- Deteccion de anticuerpos 1gG3 especificos contra PSA por ELISA.

La deteccion de 1gG3 de raton especificas contra PSA fue realizada por ELISA de
acuerdo a (Dematteis et al., 2001). Muy brevemente, una placa de microtitulacion de
96 pocillos (Greiner) fue sensibilizada con 10 pg/mL/pocillos (en proteinas) de PSA en
PBS, incubando durante toda la noche a 4°C en cadmara humeda. Luego, los sitios
activos libres fueron bloqueados con PBS-BSA 1%, incubando 1 h a temperatura
ambiente en camara humeda. Posteriormente, fueron dispensadas diferentes
diluciones de la muestra (eluato obtenido anteriormente), incubando durante 1 h a
37°C en camara humeda. Luego, fue dispensada una dilucion apropiada del conjugado
enziméatico (anti-lgG3 de raton-PO) incubando durante 1 h y media a 37°C en camara
hameda. Finalmente, fue dispensada una solucibn de H,O, como sustrato y
ortofenilendiamina (OPD) como cromdgeno. La reaccién fue detenida con H,SO, 3M y
la absorbancia a 492 nm fue medida en un lector para microplacas (Titertek Multiscan

Plus, Low Laboratories, Helsinski, Finlandia).

3.2.3. Preparacion de la columna para cromatografia de afinidad.

Las IgG de raton purificadas utilizando Proteina G fueron inmovilizadas a una matriz
de Sepharose 4B activada con BrCN (Sigma), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, los anticuerpos fueron dializados contra buffer de
acoplamiento (NaHCO;3; 0,1M pH 8,3 y NaCl 0,5M) y posteriormente diluidos al décimo
en el mismo buffer. Luego, 2g de la matriz fueron hidratados, y empacados en una
columna. La matriz fue luego lavada y equilibrada en buffer de acoplamiento.
Posteriormente, la matriz fue incubada con la muestra de IgG con agitacion suave
durante 2 h a temperatura ambiente. A continuacion, el buffer de bloqueo para los
grupos activos remanentes (glicina 0,2 M pH 8,0) fue agregado, incubando durante 2 h
a temperatura ambiente con agitacién suave. Los anticuerpos que pudieran no haber

quedado unidos covalentemente a la matriz fueron removidos por lavados con buffer
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glicina 0,1 M pH 2.8 hasta alcanzar una absorbancia a 280 nm < 0,05 (NanoDrop,
Thermo Scientific). Finalmente,la matriz fue lavada con PBS y conservada a 4°C en
PBS con 0,02% de NaNs.

3.2.4.- Purificacion de la fraccion E4".

La fraccion E4" fue obtenida a partir de los antigenos solubles de protoescolex (PSA),
mediante cromatografia de afinidad utilizando el AcMo E492/G1 acoplado Sepharose-
CNBr, segun Baz et al., (1999). Muy brevemente, 1 mL de PSA fue sembrado e
incubado durante 20 min a temperatura ambiente. A continuacion, la fraccion retenida
(E4") fue eluida con buffer glicina 0,AM pH 2.8 y el eluato (1 mL) fue recolectado
sobre 20 pL de buffer Tris 2M pH 11. Luego, la fraccién E4" fue dializada contra agua
destilada durante 24 h, a 4 °C con agitacion suave. Finalmente, la fraccion fue
liofilizada (equipo Christ, modelo Alpha 1-4 LD Plus), y resuspendida en un minimo
volumen de PBS y finalmente fue filtrada a través de una membrana estéril de 0,22
um. La fraccion E4" fue conservada a -20°C hasta su uso posterior.

El contenido en carbohidratos se determind de acuerdo a White & Kennedy (1986) con
algunas modificaciones. Brevemente, como estandar fueron utilizadas diferentes
diluciones de Dextrano T-2000 (entre 25 y 800 ug/mL). Por otra parte, fue preparado el
reactivo de Resorcinol (2 mg/mL) en acido sulflrico concentrado. Diferentes diluciones
de la fraccion E4" en PBS fueron preparadas y luego dispensadas en una microplaca
de 96 pocillos (Greiner). La mezcla (resorcinol mas muestra o estandar) fue incubada
durante 40 min a 80°C en camara humeda. Finalmente, luego de dejar enfriar, la
absorbancia a 492 nm fue determinada en un espectrofotbmetro para microplacas

(Titertek Multiscan Plus, Low Laboratories, Helsinski, Finlandia).

La concentracion proteica fue determinada empleando el método del &cido
bicinconinico (QuantiPro BCA Assay, Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante

y utilizando sero albumina bovina (BSA) como estandar.

4.- Acoplamiento del AcMo E492/G1 a Biotina

La conjugacion del AcMo E491/G1 a Biotina fue realizada segun Harlow & Lane
(1988). Muy brevemente, la muestra fue dializada contra buffer de acoplamiento

(buffer borato de sodio 0,1M pH 8.8) durante 24 h En paralelo, fue preparada una
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solucion de Biotina (Pierce) en dimetil sulfoxido (Amresco) (10 mg/mL). Luego, la
Biotina fue incubada con los anticuerpos en una relacion 250 pg por miligramo
respectivamente, durante 4 h a temperatura ambiente. Posteriormente, 20 pL de
NH4CI 1M por miligramo de anticuerpo fue agregado, incubando la mezcla durante 10
min a temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla fue dializada contra PBS por 48 h
a 4 °C con agitacion suave. Los anticuerpos biotinilados fueron alicuotados y
conservados en PBS-BSA 1%-NasN 0,02% a 4°C.

5.- Obtencidn de células peritoneales de ratones Balb/c.

Un grupo de ratones Balb/c normales (n=5) fueron sacrificados por dislocacién cervical
previa anestesia. La cavidad peritoneal de cada ratén fue lavada con 5 mL de medio
de cultivo RPMI 1640 frio suplementado con 2% de suero fetal bovino (FCS) de-
complementado (PBS-FSC). La suspensién celular obtenida fue centrifugada a 1200
r.p.m durante 7 min a 4 °C. Las células fueron recuperadas y resuspendidas en PBS-
FSC. El nimero de células y su viabilidad en la suspensién fue determinado utilizando

camara de Neubauer, y tincion vital con azul de Tripan.

6.- Estudio de la union de componentes de la fraccion E4" a células CD19"
peritoneales, por citometria de flujo.

En una microplaca de 96 pocillos de fondo redondo fueron dispensadas 2x10°
células/pocillo. Luego, la placa fue centrifugada a 1200 r.p.m durante 7 min a 4 °C y
los receptores Fc de las células fueron blogueados con Mouse BD Fc block, (Becton
Dickinson) incubando durante 20 min a 4 °C. Luego de lavar, las células fueron
incubadas con una dilucién apropiada de la fraccién E4" diluida en PBS - BSA (0,5%) -
NaN; (0,02%) (PBS-BSA-Az), durante 30 min a 4 °C. Posteriormente, una dilucion
apropiada en PBS-BSA-Azida de anti-CD19"-FITC y su control isotipico
correspondiente (Pharmingen, Becton Dickinson) ; E492/G1-Biotina; y Streptavidina-
PE (Pharmingen, Becton Dickinson) fueron incubadas con las células durante 30 min
a 4°C en oscuridad. Luego de lavar, las células fueron resuspendidas en PBS y
analizadas en un citometro de flujo (FACScalibur, Becton Dickinson) utilizando el

software de analisis Cell Quest.
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7.- Inmunizacion de ratones Balb/c con la fraccion E4*

Un grupo de ratones Balb/c normales (n=12) fue inoculado en el dia 0 del experimento
con 50 pg (en carbohidratos) de E4" en PBS/raton por via ip. Un segundo grupo de
ratones (n=15) inoculado por via ip con PBS fue utilizado como grupo control. En los
dias 1, 3 y 5 post-inoculacion, 4 ratones del grupo inoculado con E4" y 5 ratones del
grupo control, fueron sacrificados y la cavidad peritoneal de cada individuo fue lavada
con 2 mL de PBS-FCS. Luego de centrifugar a 1200 r.p.m. durante 7 min a 4°C , el
exudado peritoneal y las células de cada ratén fueron recuperados y conservados en

condiciones adecuadas.

8.- qRT-PCR para factores de transcripcién y citoquinas.

El andlisis por qRT-PCR para factores de transcripcion (Blimp-1 y Pax5) y citoquinas
(IL-10, IL-6 e IFNy) fue realizado en células peritoneales totales cada raton, en
diferentes puntos temporales post-inoculacion.

8.1.- Extraccion de ARN.

La extraccion de ARNm fue realizada siguiendo las indicaciones del fabricante de
TRIzol® (Invitrogen). Brevemente, las células fueron recuperadas por centrifugacion a
1200 r.p.m. durante 7 min a 4 °C, re-suspendidas en TRIzol® a una concentracién de
1x107 células /mL y congeladas a -70°C hasta su procesamiento.

Una vez descongeladas, una alicuota de 500 uL, fue centrifugada a 12.000 g durante
10 min a 4°C, y el sobrenadante obtenido fue dejado reposar a temperatura ambiente
durante 5 min. Luego, 100 yL de CHCI; fueron agregados y mezclados por inversion
suave hasta alcanzar una monofase. Luego, se dej6 reposar a temperatura durante 5
min y se centrifugd la muestra a 12.000 g durante 10 min a 4°C. Posteriormente, la
fase acuosa (superior) fue recuperada y centrifugada nuevamente en las mismas
condiciones. Luego, 250 uL de isopropanol fueron agregados a la fase acuosa dejando
reposar a temperatura ambiente durante 10 min. Seguidamente, la mezcla fue
centrifugada a 12.000 g durante 10 min a 4°C, descartando posteriomente el
sobrenadante. El pellet fue lavado con 500 pL de etanol 75% y centrifugado a 12.000
g durante 10 min a 4°C. Luego de descartar el sobrenadante, el etanol remanente fue
dejado secar durante 30 min a temperatura ambiente. El pellet final seco fue

resuspedido en 30 uL de H,O libre de nucleasas y calentado a 65°C durante 10 min.
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Mediante geles de agarosa la integridad de los ARN extraidos fue analizada y la
concentracion de cada muestra fue determinada por absorbancia a 260 nm (Aus)
utilizando el equipo NanoDrop (Thermo Scientific). La relacion Axg/Asso fue calculada

para analizar la contaminacion por proteinas (Sambrook & Russell, 2001).

8.2.- Tratamiento con DNAsa.

La remocién del ADN gendmico potencialmente contaminante en la muestra fue
realizada previo a la transcripcibn reversa mediante tratamiento con DNasa |
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Muy brevemente, se incub6 0,35
Ul de DNasa | cada 1 pg de ARN total en la mezcla de reaccién durante 15 min.

a temperatura ambiente. Luego, la enzima fue inactivada por la adicion de 2.5 mM de
EDTA y calentamiento a 65°C durante 10 min.

8.3.-RT

La sintesis de ADN copia (ADNc) fue realizada mediante el uso de la transcriptasa
reversa M-MLV (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
incubd conjuntamente 1 ug de ARN con 0,2 pg de primers hexaméricos aleatorios
(Invitrogen), 0,5 mM dNTPs (Invitrogen), 10 mM DTT (Invitrogen), 40 Ul RNaseOUT
(Invitrogen) y 200 Ul de M-MLYV transcriptasa reversa (Invitrogen) en un volumen final
de 20 pL. Muy brevemente, la mezcla final de reaccién fue incubada 10 min a 25 °C,
seguido de una incubacién de 50 min a 37 °C, finalmente 15 min a 70°C. El ADNc
generado fue diluido en un volumen final de 80 uL en H,O libre de nucleasas y fue

almacenado a -20°C.

8.4.- Primers.

Las secuencias de los primers especificos utilizados para la amplificacion de los ADNc
correspondientes a ARNm de raton para los factores de transcripcion (Pax5 y Blimp-1)
y las citoquinas (IFN-y, IL-6, e IL-10) se muestran en la Tabla mas abajo. Los primers
fueron obtenido de la empresa Operon. La B-actina de raton (de expresion constitutiva)

fue utilizda como gen normalizador.
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Producto
Primer Secuencia amplificado

(pb)
B-actina_F | GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT
B-actina_R | CGTCATCCATGGCGAACTG o8
IL-10_F CATTTGAATTCCCTGGGTGAGA
IL-10_R TGCTCCACTGCCTTGCTCTT 101
IL-6_F GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA
IL-6_R AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 8
IFNy_F TCAGCAACAGCAAGGCGAAA 143
IFNy_R CCGCTTCCTGAGGCTGGAT
Blimp-1_F AAGAGGTTATTGGCGTGGTAAG
Blimp-1_R ACTTCCTGTTGGCATTCTTGG 1
Pax5_F AAACGCAAGAGGGATGAAGGT
Pax5_R AACAGGTCTCCCCGCATCT 101

Primers especificos de secuencias murinas para qPCR de citoquinas y factores de
transcripcién. Se indica la secuencia para cada uno de los primers (forward y reverse)

y el tamafo de los productos amplificados.

8.5.- PCR

Las PCR cuantitativas o en tiempo real (QPCR) fueron realizadas utilizando
QuantiTech SYBR Green PCR Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las reacciones fueron realizada en un volumen final de 10 pL conteniendo
5 pL de QuantiTech SYBR Green PCR Kit (QIAGEN) y 2 uL de ADNc (previamente
diluido 1/4), en presencia de 0,9 uM de cada primer especifico. Las qPCR fueron
realizadas en un Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science). Muy brevemente, las
muestras fueron desnaturalizadas por calentamiento a 95 °C durante 15 min y
seguidamente se aplicé a 95 °C 40 ciclos de 15 seg. y a 60 °C por 1 min.

La calidad del ADNc fue estudiada analizando la B-actina y solo se incluyé en el
andlisis aquellas muestras con un valor de Ct menor a 20. Las cantidades relativas de
los ARNm en cada muestra fue calculada utilizando el método 24" (Livak K.J. &

Schmittgen-T.D., 2001) donde ACt = Ctanaito — Clg.aciina- L&S mismas fueron expresadas
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como el incremento en veces de la muestra en estudio respecto al promedio del grupo

control.

9.- Determinacion de anticuerpos totales por ELISA.

La cuantificacion de anticuerpos totales de los isotipos IgM, 1gG1, IgG2a, IgG2b e IgG3
fue realizada por ELISA de captura segun Mourglia-Ettlin et al., (2011b). Brevemente,
placas de microtitulacion de 96 pocillos fueron sensibilizadas con diluciones
adecuadas de antisueros de cabra anti-isotipos de ratén (Sigma) en PBS, incubando
toda la noche a 4°C. Luego de descartar los sobrenadantes, las placas fueron lavadas
dos veces con 200 pL/pocillo de PBS-Tween (0,05%) (PBS-T), incubando 3 min cada
vez. Se bloqued con 200 pL/pocillo de PBS-BSA (1%) incubando durante 1 h. en
camara humeda a temperatura ambiente. Luego de lavar tres veces, 100 pL/pocillo de
las muestras diluidas en PBS-BSA (1%)-Tween (0,05%) (PBS-BSA-T) fueron
dispensados. Como estandar fueron utilizados cada uno de los isotipos de ratdn
purificados (Sigma) en PBS-BSA-T. Las placas fueron incubadas durante 2 h a 37°C
en camara humeda. Luego de descartar los sobrenadantes, las placas fueron lavadas
4 veces con PBS-T y fueron dispensados 100 plL/pocillo del segundo anticuerpo
(anticuerpo monoclonal especifico para cada isotipo conjugado a peroxidasa, Sigma)
diluido en PBS-BSA-T. Posteriormente, las placas fueron incubadas durante 1 h. en
camara humeda a 37°C y luego lavadas 6 veces con PBS-T, con un lavado final con
PBS. Finalmente, para determinar la actividad peroxidasa fueron dispensados 100
uL/pocillo de solucion de H,O, como sustrato y ortofenilendiamina (OPD) como
cromogeno, incubando durante 30 min en oscuridad en cAmara hiumeda a temperatura
ambiente. La reaccién fue detenida con 50 uL por pocillo de H,SO, 3M y la
absorbancia fue medida a 492 nm en un espectrofotdmetro para microplacas (Titertek

Multiscan Plus, Low Laboratories, Helsinski, Finlandia).

10.- Determinacion por ELISA de la potencial unién de diferentes lectinas a

componentes de PSA y de la fraccion E4".

El andlisis de interaccion de diferentes lectinas a componentes de PSA y de la fraccion
E4" fue realizado por ELISA. Brevemente, placas de microtitulaciéon de 96 pocillos
(Nunc) fueron sensibilizadas con 10 pyg/mL en proteinas de PSA o E4" en PBS,
incubando toda la noche a 4°C en camara humeda. Luego de descartar los

sobrenadantes, las placas fueron lavadas dos veces con PBS-T. Luego se bloque6
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con 200 ul por pocillo de PBS-Tween (0,5%) incubando durante 2h. en camara
hameda a temperatura ambiente. Luego de lavar tres veces, fueron dispensados 100
uL/pocillo de las lectinas biotiniladas diluidas (200 ng/mL) en PBS-T, incubando toda la
noche a 4°C.

Luego de descartar los sobrenadantes, las placas fueron lavadas 4 veces con PBS-T y
fueron dispensados 100 pL/ pocillo de una dilucidon apropiada de extravidina conjugada
a peroxidasa (ExtrAvidin®, Sigma) diluida en PBS-T e incubando durante 1 h y 30 min
a 37°C en cdmara humeda. Posteriormente, las placas fueron lavadas 7 veces con
PBS-T, con un lavado final de PBS. Finalmente, la actividad peroxidasa fue
determinada por dispensacion de 100 uL/pocillo de solucién de H,O, como sustrato y
ortofenilendiamina (OPD) como cromdégeno, incubando en camara humeda a
temperatura ambiente. La reaccién fue detenida con 50 uL/pocillo de H,SO, 3M y la
absorbancia fue medida a 492 nm en un lector para microplacas (Titertek Multiscan
Plus, Low Laboratories, Helsinski, Finlandia).

Las lectinas biotiniladas utilizadas en el ensayo fueron: WGA (aglutinina de germen de
trigo o Triticum vulgaris), ConA (Concanavalin A, proteina de union a carbohidratos, de
Canavalia ensiformis), GNA (Snowdrop lectin, proteina que une motivos de manosa,
de Galanthus nivalis), LCH (Lentil lectin, aglutinina de Lens culinaris) y ECL (algutinina

de Erythrina cristagalli); (todas de GALAB Technologies, Alemania).

11.- Determinacion de la especificidad de la unién de lectinas a componentes de
PSA y de la fraccidon E4", por ELISA de inhibicién.

La capacidad especifica de unién de las lectinas ConA, WGA y LCH a componentes
de PSA o de la fraccion E4", fue determinada por ELISA de forma similar a la descrita
anteriormente, con la diferencia que estas lectinas fueron previamente incubadas con
sus inhibidores correspondientes durante toda la noche a 4°C. Los sacaridos utilizados
como inhibidores fueron a- methylmannoside para ConA y LCH; y N-

acethylglucosamine para WGA (ambos de Vector Laboratorios Inc.)

12.- Electroforesis y electro-transferencia.

Para analizar qué componentes de la fraccion E4" fueron capaces de interaccionar
especificamente con ConA, dichos componentes fueron resueltos por SDS-PAGE y

luego electro-transferidos a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF).
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Los componentes de E4" fueron resueltos por electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato de sodio (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis, SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), con un 12% en poliacrilamida (equipo:
Amersham Biosciences y fuente: Techware Sigma Aldrich Co). Posteriormente, la
electro-transferencia de dichos componentes a membranas de polifluoruro de
vinilideno (PVDF), fue realizada durante 1 h a 0,8 mA/cm? de membrana (Novablot,
LKB) Luego, la membrana fue bloqueada con PBS-T incubando durante toda la noche
a 4°C. Posteriormente, fue cortada en tiras de tamafio similar, y cada tira fue incubada
de forma independiente con: a) 5 mL de una solucion de ConA-Biotina (5 pg/mL); b) 5
mL de una solucion de ConA-Biotina (5 pg/mL) conteniendo a- methylmannoside; y c)
5 mL de PBS-T (control). Todas las preparaciones fueron diluidas en PBS-T, y las
incubaciones fueron realizadas durante toda la noche a 4°C en camara humeda.
Finalmente, una dilucién apropiada de avidina conjugada a peroxidasa (ExtrAvidin®,
Sigma) diluida en PBS- T fue agregada, incubando durante 2 h a 37°C. La actividad
peroxidasa fue determinada por quimioluminiscencia utilizando el kit SuperSignal West
Pico Chemiluminiescent Substrate (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del
fabricante, (equipo Bio-Rad).

13.- Resolucion por SDS-PAGE e identificacion por espectrometria de masas.

La fraccion E4" y PSA fueron resueltos por SDS-PAGE, empleando geles al 12%.
Estos fueron revelados con tincién con nitrato de plata (de acuerdo al item 14), y las
bandas de la fraccion E4" fueron enviadas para su identificacion por espectrometria de
masas (MALDI-TOF/TOF) a la Unidad de Bioquimica y Prote6mica Analitica del

Instituto Pasteur de Montevideo.

14.- Tincién con nitrato de plata.

La tincion con nitrato de plata utilizada para visualizar los componentes resueltos por
SDS-PAGE fue realizada segun Portela M., (Unidad de Bioquimica y Protedémica
Analiticas, Instituto Pasteur de Montevideo) (comunicacion personal).

Brevemente, el gel fue fijado con acido acético 12%, etanol 50%, y formalina 0,05%
incubando durante 1 h a temperatura ambiente. Luego de lavar 2 veces con etanol
50% durante 5 min y otras dos veces con agua MilliQ, el gel fue incubado con
tiosulfato de sodio 0,02% por 30 segundos. Seguidamente, fue lavado dos veces con

agua MilliQ durante 1 min e incubado con una soluciéon de nitrato de plata 0,2%,
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formalina 0,075% durante 20 min a temperatura ambiente (en oscuridad y con
agitacion). Luego de lavar dos veces con agua MilliQ, el gel fue incubado con una
solucion de carbonato de sodio 3%, tiosulfato de sodio 0,02%, formalina 0,05% (a
temperatura ambiente y con agitacién) hasta visualizar las bandas. La reaccién fue
detenida utilizando una solucion de acido acético 5%. Todas las soluciones fueron

preparadas utilizando agua MilliQ.

15.- Tratamiento de E4" con endoglicosidasa PNGasa F

Para remover las glicosilaciones que podrian estar afectando la identificacién de los
componentes presentes en la fraccion E4" por espectrometria de masas, la misma fue
tratada con amidasa Peptide -N-Glycosidase F (PNGasa F), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (New England BioLabs). Muy brevemente, la fraccion E4"
fue mezclada con buffer desnaturalizante (0.5% SDS, 40 mM 1,4-ditiotreitol) hasta un
volumen final de reaccion de 100 uL. Luego, la mezcla fue incubada a 100 °C durante
10 min y enfriada rapidamente. Posteriormente, fueron agregados a la mezcla de
reaccion, 20 pL del buffer de reaccion al 10x (0.5 M fosfato de sodio, pH 7.5)
denominado G7 (New England BioLabs), 20 pL de NP-40 10% (New England
BioLabs), y H,O calidad tipo 1 hasta completar un volumen final de 200 pL. A
continuacién, 10 pL de PNGasa F (New England BioLabs) fueron agregados a la
mezcla, agitando vigorosamente e incubando durante 1 h a 37°C.

Finalmente, la fraccion E4" tratada con PNGasa F y la sin tratar fueron resueltas por
SDS-PAGE. Esto permitié determinar si la enzima escindio los N-glicanos, al observar
una leve disminucién del peso molecular de las bandas. La tincion empleada fue por
nitrato de plata (de acuerdo al item 14) y las bandas de la fraccion E4" tratada con

PNGasaF fueron identificadas por espectrometria de masas.

16.- Electroforesis bidimensional

Los componentes de la fraccion E4" y de PSA fueron resueltos por electroforesis en
dos dimensiones (PM y PIl) segiin Machado (2007) y Gorg (2004). Brevemente, 200
Hg en proteinas de PSA o de E4°, fueron disueltos en un volumen V de buffer de
rehidratacion, conteniendo 4%V de 1,4-ditiotreitol (DTT) (70 mg/mL) y 0,5%V de buffer
IPG (buffer comercial con anfolitos formulado para generar el gradiente de pH en la tira

de gel). Esta preparacion, fue utilizada para rehidratar las tiras de gel de
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isoelectroenfoque (Immobiline DryStrip gel, o tiras IPG) (General Electric®), de rango
de pH lineal de 3 a 10, incubandolas toda la noche.

El isoelectroenfoque (separacion por punto isoeléctrico) fue realizado utilizando el
equipo Ettan IPGphor 3 IEF System (General Electric®), durante 9 h 30 min, con un
total de 30.000 Vh (Machado, 2007). Esta separacion se realizé en cuatro etapas: a)
500 V (30 min), b) gradiente hasta 1000 V (1 h), c¢) gradiente hasta 2000 V (1 h) y d)
5000 V (7 h). Las tiras de IPG fueron equilibradas (durante 15 min) con 5 mL/tira de
buffer de equilibrio [Tris 75mM pH 8,8; urea 6M; glicerol 30% (v/v); SDS 2% (w/v); azul
de bromofenol 0,002% (v/v)], conteniendo 50 mg de DTT., seguido de una segunda
incubacién de 15 min, con 5 mL de buffer de equilibrio conteniendo 125 mg de
iodoacetamida. Finalmente, para la resolucién en la segunda dimension fueron
utilizados geles de poliacrilamida al 12%, colocando sobre los mismos las tiras ya
equilibradas y sellando con un gel de agarosa (equipo: Amersham Biosciences y
fuente: Techware Sigma Aldrich Co).

Dos geles fueron preparados en paralelo, uno de ellos fue tefiido con nitrato de plata
(de acuerdo al item 14), y el otro fue electrotransferido a una membrana de PVDF (1 h
a 53 mA, 0,8mA/cm? de membrana) (Novablot, LKB).

17.- Electro-transferencia e immunoblotting

La membrana de PVDF, fue posteriormente bloqueada con PBS-BSA 1% durante
toda la noche a 4°C. A continuacion, fue lavada con PBS-T durante 5 min a
temperatura ambiente con agitacién, seguido de una incubacién de 1 h y media con
agitacion a 37°C con 4 mL de AcMo E492/G1 a una concentracion de 200 pg/mL en
PBS-BSA-T. A continuacién, el sobrenadante fue descartado, la membrana lavada (10
veces con PBS-T con agitacion) e incubada con una dilucién apropiada de anti-lgG3
de ratén acoplado a peroxidasa durante 1 h y media a 37°C. Luego, la membrana fue
lavada 10 veces con PBS-T, con un ultimo lavado con PBS. La actividad peroxidasa
fue determinada por quimioluminiscencia utilizando el kit SuperSignal West Pico
Chemiluminiescent Substrate (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del

fabricante. Las imagenes fueron obtenidas utilizando el equipo G:BOX (Syngene).

18.- Seleccién de spots e identificacion por espectrometria de masas

Aquellos spots con similar PM y Pl identificados en el gel en 2D de E4" que estaban

presentes en el gel de PSA fueron cortados y enviados para su identificacion por
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espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF), a la Unidad de Bioguimica y Proted6mica
Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo.

Para confirmar que los spots seleccionados no fueran un artefacto, los mismos fueron
identificados en paralelo por immunoblotting utilizando el AcMo E492/G1, como

control.

19.- Andlisis estadistico

Para evaluar diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos experimentales y sus

controles, fue utilizado el test no paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon.

36



Marco Navatta Rodons
Glicoproteinas de Echinococcus granulosus: identificacion y analisis funcional

RESULTADOS

1.- Preparacién de E4" y controles de calidad

En primer lugar, para poder realizar todos los estudios necesarios tendientes a
identificar/caracterizar el/los componente/s de la fraccién E4", fue necesario obtener
cantidades adecuadas de dicha fracciéon para realizar, dentro de lo posible, todos los
ensayos con un unico lote.

Esto involucré una serie de pasos, alguno de ellos laboriosos. Primero, el hibridoma
productor del AcMo E492/G1 (IgG3), el cual reconoce un epitope glucidico presente en
antigenos somaticos de protosoleces de E. granulosus, fue crecido en cultivo estatico.
Luego, para obtener cantidades adecuadas de este hibridoma y controlar en los
sobrenadantes de cultivo la produccién del AcMo E492/G1, los hibridomas fueron
inoculados por via i.p. a ratones Balb/c. Una vez que el liquido ascitico fue recuperado,
este fue deslipidificado, la fraccion y globulina obtenida por precipitacién con sulfato de
amonio, y finalmente los anticuerpos del isotipo IgG  fueron obtenidos por
cromatografia de afinidad utilizando como soporte sélido Proteina G.

El control de la presencia del AcMo E492/G1 en esta preparacion, fue realizado por
ELISA utilizando microplacas sensibilizadas con PSA. Los resultados se muestran en
la Figura 3 e indican la presencia del AcMo (IgG3 de ratén) en cantidades
relativamente adecuadas considerando los valores de Ab492nm para diferentes
concentraciones de IgG. En forma paralela, protoscoleces de E. granulosus fueron
obtenidos a partir de quistes hidaticos fértiles, disgregados por ultrasonido, y
finalmente el sobrenadante (PSA) fue recuperado. La fraccion E4 fue obtenida a partir
de PSA por cromatografia de afinidad utilizando como matriz E492/G1 acoplado a
Sepharose-CNBr, los eluatos obtenidos fueron mezclados y liofilizados. Los controles
de "calidad" que se realizaron a esta fraccion fueron: a) determinacién de la
concentracion proteica y glucidica (Tabla 2) y b) la capacidad de los componentes de
E4" de unirse a células B (CD19") peritoneales de ratones Balb/c normales (Figura 4).
Los resultados obtenidos son consistentes con los previamente reportados (Baz et al.,
1999; Mouglia-Ettlin et al., 2011b).
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Figura 3.- Control obtencion de anticuerpos IgG3 especificas contra PSA

‘s Concentracion L.
Concentracién . Relacion
roteinas (mg/mL) carbohidratos CH:P
P (mg/mL) )
PSA 11.2 4,98 0,5
E4* 2,2 51 2,3

Tabla 2.- En las dos preparaciones parasitarias (PSA y E4") se determind la
concentracion proteica y glucidica utilizando el Kit BCA (Sigma) y el Método
modificado del resorcinol respectivamente. La relacion CH:P fue 4,6 veces mayor en

E4* comparada con la misma en PSA.
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Figura 4.- Control por citometria de flujo de la unién de la fraccién E4" a células
B peritoneales de ratones Balb/c normales.

Células peritoneales de ratones Balb/c normales fueron incubadas con: Ac
bloqueantes de receptores Fc; anti-CD19 de raton-FITC, E4*, E492/G1-Biotina y
Streptavidina-PE y fueron analizadas por citometria de flujo. Los linfocitos (R1) fueron
identificados en funcién de los valores de FSC/SSC (a). Los linfocitos CD19" (R2)
fueron determinados mediante un analisis de subordinacion a R1. El estudio de la
unién de E4" y células CD19" fue realizado mediante un analisis subordinado a R2 (c y

d).
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2.- E4" es una fraccién molecularmente heterogénea.

La informacion sobre los componentes de la fraccion E4* es escasa, por lo tanto, se
comenzd analizando la homogeneidad de la misma en cuanto a sus constituyentes.

Para esto, la fraccion E4" fue resuelta por SDS-PAGE y sus componentes se hicieron
visibles por tincion con nitrato de plata (tincion que revela tanto componentes
proteicos como glucidicos). La Figura 5 muestra claramente que la fraccion E4" es una
mezcla no tan heterogénea como PSA. Esto indica que, lejos de representar un
antigeno particular, E4" es una fraccion constituida por multiples componentes y
ademas sugiere que el epitope Gala(1,4)Galf3(1,4)GalNac (reconocido por el AcMo

E492/G1) podria estar representado en varias glicoproteinas de esta fraccion.

3.- Andlisis de los efectos in vivo de la fraccidon E4".

Varios interesantes efectos in vitro de la fraccibn E4" sobre células peritoneales
normales han sido reportados (Mourglia-Ettlin et al., 2011b). Sin embargo, no existen
reportes centrados sobre los efectos potenciales que podria inducir in vivo la fraccion
E4" a nivel local, es decir, en la cavidad peritoneal de ratones normales.

Para esto, se realizé un grupo de experimentos con el fin de determinar en ratones
Balb/c inoculados con la fracciéon E4" : a) en células de cavidad peritoneal: i) los
niveles de expresion de citoquinas (IL-10, IL-6 e IFNy; y ii) los niveles de expresion de
los factores de transcripcién (Blimp-1 y Pax5) asociados en el proceso de la
diferenciacién de las células B en células productoras de anticuerpos (ASC); y b) la
concentracion de IgM totales y diferentes subclases de IgG totales en exudados
peritoneales. Estos analisis se realizaron en diferentes puntos temporales post-

inoculacion.

3.1.- Los componentes de E4" inducen in vivo un aumento en los niveles de

expresion de IL-10, IL-6 pero no de IFNy.

El nivel de expresion de ARNm para las citoquinas IL-10, IL-6 e IFNy en células
peritoneales de ratones inmunizados y controles, fue determinado por gRT-PCR. Los
resultados obtenidos (Figura 6A) indican que E4" es capaz de inducir rapidamente in
vivo un aumento significativo de los niveles de expresion de IL-10 y de IL-6. Por el
contrario, no se observaron diferencias significativas en la expresion de IFNy con

respecto al grupo control. Estos resultados sugieren que componentes de la fraccion

40



Marco Navatta Rodons
Glicoproteinas de Echinococcus granulosus: identificacion y analisis funcional

E4" podrian estar involucrados en algiin mecanismo regulador negativo de respuestas
pro-inflamatorias, ya que, particularmente la IL-10, es una citoquina anti-inflamatoria
clave en la inhibicién de respuestas tipo Thl (Fishman & Perelson, 1994; Moore et al.,
2001; Mosmann & Moore, 1991; Saraiva & O’'Garra, 2010).

116 -
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66 -

55 -
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24 -

Figura 5. Patrones de los componentes de PSA y E4".
Los antigenos PSA y E4" fueron resueltos por SDS-PAGE en condiciones reductoras.
(1) Kit PM (kDa); (2): antigenos somaticos de protoscoleces (PSA) y (3): fraccion E4”.

41



Marco Navatta Rodons
Glicoproteinas de Echinococcus granulosus: identificacion y analisis funcional

N 201 2.5 &-
IFNy . IL-6 IL-10
S | *
< 204 . * \ * '
= 15 *
o |
[S 44
@ 1.54
o
@ 1.0
o
2 1.0
® 2
it 0.5
« 0.5
g
> j
=2
= 0.0 r r T 0.0+ r T T 0- T T T
Cantrol 1 3 5 0 1 3 5 0 1 3 5
>~

Tiempo (dias)
B
N 201 . 2.0
Blimp-1 Pax-5
< 1.54 1.5 * %
g T —r
- 1.0- 1.0-
w
[=]
=
o
L 0.54 0.54
w
(]
E
= 0.0- . . . 0.04 . , ,
Control 1 3 5 Control 1 3 5
Tiempo (dias)

Figura 6. — Expresion de Citoquinas y Factores de Transcripcion.

Un grupo de ratones Balb/c (n=12) fue inoculado en el dia 0 del experimento con 50 pg
(en carbohidratos) de E4*/raton. Un segundo grupo de ratones (n=15) fue inoculado
con PBS (grupo control). En los dias 1, 3 y 5 post-inoculacién, 4 ratones del grupo
inoculado con E4 * y 5 ratones del grupo control, fueron sacrificados y las células
peritoneales fueron recuperadas. Mediante qRT-PCR (utilizando primers especificos)
se analiz6 el nivel relativo de mRNA para (A) IFNy, IL-6, IL-10 y (B) los factores de
transcripcion Blimp-1 y Pax-5. Los resultados se muestran como el promedio + SEM.
(*) indica diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) con respecto al grupo

control.
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3.2.- E4" induce unaréapida reduccién de los niveles de expresion de Pax-5.

La determinacion de los niveles de expresion de ARN de los factores de transcripcion
Blimp-1 y Pax-5 fue realizada por qRT-PCR. Los resultados (Figura 6B) indican que
E4" induce una rapida (dia 1) y significativa reduccion de los niveles de expresion de
Pax-5. Por el contrario, los niveles de Blimp-1 mostraron no ser significativamente

diferentes aquellos del grupo control.

3.3.- E4" es capaz de inducir in vivo un aumento significativo de anticuerpos IgM

totales a nivel local.

Los niveles de IgM total asi como de las subclases de IgG totales en exudados
peritoneales de cada individuo, fueron determinados por ELISA de captura.

Los resultados obtenidos (Figura 7) sugieren que E4" es capaz de inducir in vivo un
aumento significativo de los niveles de IgM total. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de 1gG1, 1gG2a, IgG2b totales con respecto al
grupo control. Con referencia a los niveles de IgG3 total, si bien estos no fueron
significativamente diferentes comparados con el grupo control, los resultados
mostraron (Figura 7D) una cierta tendencia a un aumento, por lo menos en término de
medianas. Asi, se observé que los niveles de IgG3 en los ratones inmunizados fueron
2 veces superiores, en términos de medianas, a aquellos correspondientes al grupo
control. Este perfil de anticuerpos secretados (IgM e IgG3) ha sido asociado por otros
autores con una respuesta de anticuerpos independiente de las células T
colaboradoras (Baz et al., 1999; Dematteis et al., 1999; Mourglia-Ettlin et al., 2011b),
por lo tanto, estos resultados sugieren que algin/os componente/s de E4" podria/n

inducir respuestas de anticuerpos T-independiente.
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Figura 7. — Concentracion de IgM total y suclases de IgG totales en exudado de

cavidad peritoneal de ratones Balb/c inoculados con la fraccién E4" por via

intraperitoneal.

Un grupo de ratones Balb/c (n=12) fue inoculado en el dia O del

experimento con 50 ug (en carbohidratos) de E4*/ratén. Un segundo grupo de ratones

(n=15) fue inoculado con PBS (grupo control). En los dias 1, 3 y 5 post-inoculacién, 4

ratones del grupo inoculado con E4" y 5 ratones del grupo control, fueron sacrificados

y el exudado peritoneal de cada ratén fue recuperado. Se analiz6 por ELISA de
captura los niveles totales de IgM (A), 1gG1 (B), IgG2a (C), 1gG2b (D) e 1gG3 (E), en

exudado de cavidad peritoneal de cada ratén individual. Los circulos representan los

44



Marco Navatta Rodons
Glicoproteinas de Echinococcus granulosus: identificacion y analisis funcional

valores individuales y la linea el valor de la mediana. (*) indica diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05) con respecto al grupo control.

4.- E4" es capaz de interactuar con las lectinas WGA y ConA.

Un segundo conjunto de experimentos estuvo centrado en estudiar la capacidad de
uniéon de estructuras glucidicas presentes en componentes de E4" a diferentes
lectinas. Los andlisis fue realizado por ELISA seleccionando las lectinas-biotiniladas:
WGA, ConA, LCH, ELC y GNA, teniendo en cuenta resultados preliminares obtenidos
por Mourglia-Ettlin G. (comunicacion personal).

Los resultados (Figura 8) sugieren que existirian estructuras glucidicas en
componentes de E4" que preferentemente son capaces de interactuar con las lectinas
WGA y ConA. Para demostrar que esta union a WGA y ConA no se trataba de un
artefacto, se realizaron ELISAs de inhibicion con los sacaridos N-acetilglucosamina y
Methylmanoside para WGA y ConA respectivamente. Los resultados (Figura 9)
muestran que el sacéarido N-acetilglucosamina inhibe un 82% la unién de la lectina
WGA y que el sacérido Methylmanoside inhibe un 60% la unién de la lectina ConA a
estructuras glucidicas de los componentes de E4".
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Figura 8.- Capacidad de union de diferentes lectinas a componentes de la
fraccion E4'. Se analizé por ELISA la capacidad union de diferentes lectinas
biotiniladas: WGA (Aglutinina de germen de trigo), ConA (Concanavalina A), LCH
(aglutinina de Lens Culinaris), ELC (algutinina de Erythrina cristagalli) y GNA (Lectina
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de Galanthus nivalis) a componentes de la fraccion E4" (B) y componentes de

antigenos somaticos de protoscoleces (PSA) (A).
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Figura 9.- Inhibicion a través de ligandos para lectinas (WGA, ConA y LCH) de la
union a componentes de PSA 'y de E4".

Se analiz6 el efecto que inducia la inhibicibn de cada lectina por su ligando
correspondiente (N-Acetilglucosamina para WGA; Methylmannoside para ConA y
Methymanoside para LCH) sobre la uniéon de cada lectina a componentes de PSA (A)
y E4" (B).

5.- Lalectina ConA se une a por lo menos a tres componentes de E4".

El siguiente experimento estuvo basado, ademas del resultado anterior (Figura 9) en el
reporte de Khoo et al. (1997). Los autores proponen diferentes estructuras glucidicas
tentativas presentes en componentes de PSA. Una de las estructuras propuestas
posee el sacarido Gala(1,4)GalB(1,4)GalNac (epitope reconocido por el AcMo

E492/G1) unido a mananos los cuales son capaces de unir ConA.

El ensayo consistié en resolver la fraccion E4* por SDS-PAGE y luego realizar una
electro-transferencia a membranas de PVDF. Tiras de esta membrana fueron luego
incubadas con ConA y con ConA previamente incubada con Methylmanoside. Los

resultados (Figura 10) muestran claramente que, por lo menos tres componentes de
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E4", con PM aparente de 55, 52 y 43 kDa poseen estructuras glucidicas capaces de
unirse a ConA. Esto es consistente, como se especificd anteriormente, con una de las
estructuras propuestas por Khoo et al., (1997) y sugiere ademas que dichas

estructuras glucidicas podrian ser N-glicanos.
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Figura 10.- SDS-PAGE y Electro-transferencia de PSA 'y E4".

PSA y E4" fueron resueltos por SDS-PAGE en condiciones reductoras y luego electro-
transferidos a membranas de PVDF. Posteriormente, las membranas fueron incubadas
con: a) ConA-biotina; b) con ConA-biotina pre-incubada con Methylmannoside, y
finalmente todas las membranas incubadas con Stravidina-PO.

En (A) se muestran los resultados obtenidos para PSA. [(1): ConA-biotina + Stravidina-
PO; (2): (ConA+ methylmannoside) + Stravidina-PO; y (3): Stravidina-PO].

En (B) se muestran los resultados obtenidos para la fraccién E4". [(1): ConA-biotina +
Stravidina-PO; (2): (ConA + methylmannoside) + Stravidina-PO; y (3): Stravidina-PO].
La unién de ConA a tres componentes de la fraccion E4* con PM aparente: 55, 52 y 43

kDa fue inhibida por la pre-incubacién con methylmannoside.
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6.- Identificacion de los componentes de E4" por MALDI-TOF-TOF.

Teniendo en cuenta que, por los menos tres glicoproteinas de E4" podrian estar
asociadas a N-glicanos, la fraccion E4" fue tratada con la amidasa Peptide-N-
Glycosidase F conocida comunmente como PNGasa F (Figura 11). Esta enzima
escinde principalmente oligosacaridos con alto contenido de manosa, entre los
residuos GIcNAc y asparagina. La idea de este ensayo fue fundamentada por el hecho
que los carbohidratos podrian interferir en la identificacion por espectrometria de
masas. En consecuencia, una escision de los N-glicanos, podria ser una buena
estrategia para un analisis posterior por espectrometria de masas. Sin embargo, los
resultados obtenidos utilizando bases de datos especificas para E. granulosus y E.
multilocularis no mostraron homologia con ningln antigeno parasitario (datos no
mostrados).

Figura 11.- Tratamiento con PGNasa F de la fraccién E4".

Los componentes de la fraccion E4" (A) y de E4" pre-tratado con PGNasaF (B) fueron
resueltos por SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y posteriormente
analizados por espectrometria de masa (MALDI-TOF-TOF). Los resultados obtenidos
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por espectrometria utilizando bases de datos especificas para E. granulosus y E.

multilocularis no mostraron homologia con ningln antigeno parasitario.

7.- Resolucion de E4” por electroforesis en dos dimensiones.

Dado que la resolucion de E4" en una dimension (PM) no permiti6 identificar ningin
componente de esta fraccion que tuviera homologia con antigenos del parasito, se
decidio utilizar otra estrategia de resolucion. Asi, E4" fue resuelta por electroforesis en
dos dimensiones, es decir, por PM y punto isoeléctrico.

Los resultados (Figura 12) muestran la presencia de numerosos spots, seis de los
cuales fueron aislados y analizados por espectrometria de masas. Este analisis mostro
que uno de los spots tenia una alta homologia con la Anexina B18 de E. granulosus
(EgAxB18) (Tabla 3). Este resultado es por demas interesante, ya que ha sido
propuesto recientemente que las anexinas parasitarias podrian tener un papel critico,
en la modulacion de la respuesta inmune de los hospedadores vertebrados
(Cantacessi et al., 2013).

Para demostrar que este resultado no era consecuencia de un artefacto se realizaron
varios controles. Estos consistieron: a) resolucibn de PSA por electroforesis
bidimensional (Figura 12B); b) resolucion por electroforesis 2D y electrotranferencia de
PSA (Figura 13B) y E4" (Figura 13A) y posterior identificacion con el AcMo E492/G1.
Los resultados de estos controles muestran claramente que la EgAxXB18 es un
componente de PSA y que es reconocido por el AcMo E492/G1 tanto en PSA como en

la fraccion E4".
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Figura 12.- Electroforésis bidimensional de la fraccion E4" y andlisis por
espectrometria de masa (MALDI-TOF-TOF).

Los componentes de la fraccion E4"y de PSA fueron resueltos por electroforesis en
dos dimensiones (Pl y PM). (A) patrén de spots correspondiente a componentes de

E4"y (B) patron de spots correspondiente a componentes de PSA.
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La fecha indica el spot correspondiente a la anexina B18 de E. granulosus (EgAXB18)
identificada por MALDI-TOF-TOF. Kit de punto isoeléctrico tiene un rango lineal de pH
de 3 a10.

Spot No. Mapeo peptidico PM Pl
1 “Queratina” 66 5.1
5 Egr._OOOO4‘I 200.1” “Annexin” de 47 4.9
Echinococcus granulosus.
3 No identificada 41 6.0
4 No identificada 42 4.9
5 “B-Casein de Bos taurus” 34 6.0
6 No identificada 30 8.3

Tabla 3.- Identificacion de la Anexina B18 de E. granulosus. Seis spots fueron
seleccionados y posteriormente analizados por espectrometria de masa (MALDI-TOF-
TOF). Los resultados mostraron que uno de los componentes de la fraccion E4* fue la

Anexina B18 de E. granulosus.

51



Marco Navatta Rodons
Glicoproteinas de Echinococcus granulosus: identificacion y analisis funcional

55 -

45 - : .

36 - A

29 -

24 -

Figura 13.- Electroforesis en dos dimensiones, transferencia a membranas PVDF
e immunoblotting. La fraccién E4" y el PSA fueron resueltos por electroforesis 2D y

luego transferidos a membranas PVDF. La figura muestra el patron de reconocimiento
del AcMo E492/G1 de: (A) E4"y (B) PSA.
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8.- La proteina EgAxB18 contiene potenciales sitios de glicosilacion.

La secuencia codificante de la anexina B18 de E. granulosus fue obtenida a partir de
la base de datos de GeneDB (Codigo: EgrG_000041200.1). Para identificar
potenciales sitios de glicosilacion fue realizado un analisis bio-informéatico utilizando los

predictores NetNGlyc, NetGlycate y NetOGly.

Los resultados sugieren (Tabla 4) que esta proteina potencialmente posee sitios para
N-glicosilacién, O-glicosilacién y ademas de glicaciones del grupo g-amino de lisinas.
Esto indica que las estructuras glucidicas presentes en componentes de la fracciéon
E4" podrian ser N-glicanos, lo que seria consistente con la hipotesis planteada. Sin
embargo, es claro que es particularmente relevante, la realizacién de estudios mas

sistematicos que demuestren la presencia de los distintos tipos de glicosilacion.
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A
Predictores potenciales de sitios de glicosilacién EgAxB18
Tipo de glicosilacién Posicién Residuo Programa
(frecuencia)
N-glicosilacion 13 Asn (NPTL) NetNGlyc
4
75
133
Glicacion del grupo 145
c-amino 165 Lys NetGlycate
198
214
244
O-glicosilacion 274 Thr NetOGlyc
B Potenciales glicosilaciones en EgAxB18

(m (1 )] (1 (1)

v S

(2) M (M @)

O
3

Tipo de glicosilacién
Glicacion del grupo g-amino
N-glicosilacion
O-glicosilacién

W N =

Tabla 4.- Potenciales sitios de glicosilacion en EgAxB18.

En base a la secuencia aminoacidica de la anexina EgAxB18 se analiz6 sus
potenciales sitios y tipos de glicosilacién. Para ello, se emplearon tres predictores
informaticos: NetNGlyc (predictor de sitios de N-glicosilaciones), NetGlycate (predictor
de glicaciones en el grupo €¢-amino de lisinas), NetOGlyc (predictor de O-
glicosilaciones). En (A) se muestran los resultados de los predictores, en donde se
indican la glicacion y las glicosilaciones que presenta la EQAxB18; la posicion de las
mismas en la proteina (contando el nUmero de aminoacidos a partir del extremo N
terminal), el residuo glicosilado y el programa empleado para cada resultado. En (B) se
muestra un esquema lineal de la proteina, en donde se indica la posicion de los sitios
de glicosilacion (marcados con lineas punteadas) y en (C) se detallan los tipos de

glicosilacion.
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DISCUSION

Los glicoconjugados de parasitos juegan un papel importante en la interrelacién
hospedero-parésito. Existen numerosos reportes que sugieren que los glicoconjugados
de los parésitos helmintos son antigénicos, inmuno-dominantes e inmuno-moduladores
(Harn et al., 2009; van Die & Cummings, 2006, van Die & Cummings, 2010).

Particularmente, en el caso del helminto E. granulosus se ha reportado que una
fraccion antigénica enriquecida en carbohidratos, denominada E4*, ha mostrado tener
actividades bioldgicas interesantes (Baz et al., 1999; Baz et al., 2008). En este sentido,
varios estudios in vitro han demostrado la capacidad de la fraccién E4" de inducir la
secrecion de IL-10 tanto por células mononucleares de sangre periférica de pacientes
con hidatidosis, y de manera por demas interesante, por células de individuos sanos
(Cardozo et al., 2002). Utilizando el modelo murino se ha mostrado que E4" induce
similares efectos sobre células peritoneal de ratones Balb/c infectados pero también
sobre células peritoneales normales (Dematteis et al.,, 2001; Mourglia-Ettlin et al.,
2011b).

Estos resultados en su conjunto, sugieren que los componentes de E4" podrian jugar
un papel relevante en la interaccion hospedero-parasito y podrian estar involucrados
en mecanismos que permitan la sobrevida de E. granulosus tanto en humanos como

en el modelo experimental.

Por lo tanto, el primer objetivo especifico planteado en este trabajo fue analizar si los
componentes de E4" son capaces de inducir efectos similares in vivo a aquellos
reportados in vitro (Mourglia-Ettlin et al., 2011b) y a aquellos disparados por el parasito
durante la etapa temprana de la infeccién secundaria experimental (Mourglia-Ettlin et
al., 2011a).

Asi, el primer conjunto de experimentos se centré en estudiar qué efectos potenciales
tiene la administracion de E4" en ratones de experimentacion, a nivel local, es decir

sobre células peritoneales y exudado de cavidad peritoneal.

Para esto, un grupo de ratones Balb/c fue inoculado via i.p. con la fraccion E4", en
ausencia de cualquier tipo de adyuvante, ya que ha sido ampliamente reportado que
su uso podria condicionar el tipo de respuesta inducido a nivel local (Coffman et al.,
2010).
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En primer lugar, se analizé si las células peritoneales de ratones inmunizados
mostraban un aumento de los niveles de expresion de las citoquinas IL-10, IL-6 e IFN-
y. Los resultados obtenidos fueron similares a los descritos por Mourglia-Ettlin et al.
(2011b). Es decir, un incremento significativo de los niveles de expresion de IL-10 e IL-
6 y no deteccion de variaciones en los niveles de IFN-y. Esto es por demas
interesante, dado que la IL-10 es una de las citoquinas mas relevantes en la
regulacién negativa de las respuestas tipo Thl (Fishman & Perelson, 1994; Moore et
al., 2001; Mosmann & Moore, 1991; Saraiva & O’Garra, 2010) y en consecuencia
responsable del tipo de respuesta de anticuerpos inducida. Por lo tanto, esta similitud
en los efectos disparados por E4" in vivo e in vitro, apoyan nuestra hipétesis que
ciertos antigenos del parasito presentes en esta fraccion podrian estar involucrados en
potenciales mecanismos de evasion de la respuesta del hospedero experimental, asi

como en humanos.

Por otra parte, Mouglia-Ettlin et al., (2011b) mostraron que E4* es capaz de inducir in
vitro la diferenciacion de linfocitos B hacia células productoras de anticuerpos (ASC),
analizando por citometria de flujo la expresion de las moléculas de superficie CD19 y
CD138.

El proceso de diferenciacién B hacia plasmocito (estadio de diferenciacion terminal),
esta estrechamente regulado a nivel molecular por factores de transcripcion
especificos de estadio (Roth et al., 2014; Shapiro-Shelef & Calame, 2005; Soro et al.,
1999). El factor de transcripcion Pax5 (y BCL-6) mantienen al linfocito B en un estadio
maduro, reprimiendo (entre otras funciones) la expresion de los factores de
transcripcion "maestros” del proceso de diferenciaciéon hacia plasmocito: Blimp-1 (entre
otros). Es decir que, en un proceso activo de diferenciacion B seria esperable
encontrar disminuidos los niveles de Pax5 y aumentados los niveles de Blimp-1. Por
esta razon, en este estudio se analiz6 en células peritoneales de ratones inoculados
con E4", la expresion de estos dos factores de transcripcion asociados con la
diferenciacién B. Los resultados (Figura 6B) muestran que se produce una disminucion
significativa de los niveles de Pax5 (tan pronto como al dia 1 pi), pero no se pudo
detectar un aumento en la expresion de Blimp-1. Esto no necesariamente contradice la
hipétesis planteada, es decir que E4" pueda inducir la diferenciacién de las células B
peritoneales, ya que no observar aumentos en la expresion de Blimp-1 podria estar en
cierta forma asociada con algunos aspectos el disefio experimental. Por ejemplo, los
puntos temporales seleccionados. El primer punto seleccionado fue el dia 1 pi. y dado

que E4" fue inoculado en PBS, el estimulo podria no ser prolongado. A su vez,
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resultados de Kallies et al., (2007), sugieren que la inhibiciébn de Pax-5 precede a la
expresion de Blimp-1 y por tanto la diferenciacién podria iniciar en ausencia de Blimp-
1. En este sentido, podria especularse que las ASC inician su diferenciacion
(mostrando una disminucién de Pax5, pero sin cambios en Blimp-1) y rapidamente
podrian migrar de la cavidad peritoneal hacia sitios anatomicos de diferenciacion final
o nichos de sobrevida (Fairfax et al., 2008; Hargreaves et al., 2001; Kallies et al., 2007,
Roth et al., 2014; Zehentmeier et al., 2014).

Asumiendo que E4" fuera ser capaz de inducir in vivo la diferenciacion B hacia ASC,
se realiz6é un estudio funcional. Es decir, se cuantific6 la concentracion de IgM total y
de subclases totales de IgG en exudados de cavidad peritoneal de ratones
inmunizados. Asi, se observé (Figura 7) un aumento significativo de IgM total a partir
del dia 2 pi. En cuanto a las concentraciones de IgG1, IgG2a e IgG2b, no se observé
una variacion significativa con respecto a sus controles (Figura 7B y 7C). Sin embargo,
con referencia a los niveles de IgG3 totales los resultados mostraron una cierta
tendencia (Figura 7D) a un aumento, aunque no significativo, hacia el dia 5 pi.
Efectivamente, los niveles de IgG3 total fueron dos veces mayores que los observados
en el grupo control, por lo menos en términos de medianas (p=0.07). Estos resultados
son parcialmente coincidentes con los reportados por Mourglia-Ettlin et al. (2011b) que
indican que E4" induce in vitro la secrecion de IgM, 1gG3 e IgG2b. La respuesta de
anticuerpos contra glicoconjugados de parasitos esta asociada a una rapida
produccion de IgM e 1gG3 (Eherenstein & Notley, 2010; Panda & Ding, 2015; Vale et
al., 2015).

Con respecto a la no deteccién de niveles significativos de IgG2b en exudados
peritoneales de ratones inoculados con E4" a diferencia de lo reportado in vitro, podria
ser debida a diferentes causas. Sin embargo, la explicaciébn que pareceria ser mas
razonable es que los puntos temporales seleccionados para este estudio no fueron los
adecuados. El cambio de clase a IgG2b (por ende su deteccion) podria tener una
cinética de produccion tal que sea imposible detectarla durante el corto periodo de

tiempo analizado.

En resumen, hemos mostrado que los efectos disparados in vivo por E4" a nivel local
son bastante coincidentes a aquellos inducidos in vitro. Es decir: a) la induccién de IL-
10 e IL-6 pero no de IFN-y; b) probable diferenciacion de linfocitos B peritoneales

hacia ASC; y c) induccién de la secrecién de IgM y eventualmente de IgG3 totales.
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Con respecto a los efectos disparados por el parasito vivo, Mourglia-Ettlin et al.
(2011a) realizaron un estudio detallado sobre la expresion de diferentes citoquinas a
nivel local (entre ellas IL-10, IL-6 e IFN-y) en diferentes puntos temporales de la etapa
temprana de la infeccibn secundaria experimental. Los autores mostraron que
particularmente en el dia 5 p.i. los niveles de expresion de IL-10, IL-6 e IFN-y
estuvieron significativamente aumentados. Esta diferencia en la detecciéon de IFN-y en
animales infectados y no en animales inmunizados con E4" podria ser consecuencia
de que los antigenos inductores de la expresién de IFN-y no fueran componentes de la

fraccion E4*. Sin embargo, esta es una especulacion que deberia ser demostrada.

En cuando a la expresién de los factores de transcripcion Blimp-1 y Pax5, Mourglia-
Ettlin et al. (2011a), reportaron que el parasito es capaz de inducir un aumento
significativo en los niveles de expresion de Blimp-1 asociado con una disminucion
significativa de los niveles de Pax5. Esta diferencia en la expresion de Blimp-1 entre
ratones inmunizados (Figura 6B) y ratones infectados podria ser explicada por el
hecho que, en el caso de la inoculacién de PSC vivos, estos se mantienen retenidos
en la cavidad peritoneal generando un estimulo antigénico continuo. Sin embargo, este
no seria el caso con E4* ya que el mismo fue inoculado sin adyuvante lo que podria
implicar su posible rapida biodegradacion tendiente a que parte de los efectos se
indujeran de manera mas rapida que aquellos en los cuales este antigeno esta
presente de forma persistente como es el caso de los cultivos in vitro o de la infeccion

experimental.

En resumen, hay ciertas similitudes entre los efectos inducidos in vivo por E4" y los
disparados por el parasito durante la etapa temprana de la infeccion experimental. A
pesar de ser resultados relativamente alentadores es importante tener en cuenta,
como se mencioné anteriormente, que la cronicidad del estimulo en el caso de la

infeccion es una variable importante a considerar.

Teniendo en cuenta la potencial relevancia de los efectos biolégicos inducidos in vivo
por la fraccién E4", el segundo objetivo especifico de este trabajo consistié en tratar de
identificar cuél/es componente/s de esta fraccion podria/n estar involucrado/s en tales

actividades biolégicas.

Como se describi6 anteriormente, la resolucién de los antigenos E4"y PSA por SDS-
PAGE (Figura 5) mostré que si bien esta fraccion es menos compleja que PSA, esta

igualmente constituida por varios componentes.
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El AcMo E492/G1 utilizado para la obtencion de E4" reconoce el motivo glucidico
Gala(1,4)GalB(1,4,)GalNac (Lin et al., 2013). Considerando que: a) Walker et al.,
(2004) utilizando la misma estrategia que para la obtencién de la fraccién E4" de E.
granulous, obtuvieron una fraccion del metacestodo de Echinococcus multilocularis
(que denominaron Em492) con similares caracteristicas bioldgicas que la fraccién E4*
. a) los autores reportaron que Em492 también resultd ser una fraccibn compleja
conteniendo predominantemente O-glicanos y N-glicanos, posiblemente ricos en
manosa, asi como residuos N-acetil galactosamina; y b) una de las posibles
estructuras propuesta (Figura 14A) por Khoo et al. (1997) presentes en componentes
de PSA, es que se decidi6 comenzar por analizar la union de diferentes lectinas a
componentes de la fraccién E4" y posteriormente realizar un ensayo de inhibiciéon de
su unién utilizando sacéaridos adecuados (Figura 8 y Figura 9). Este ultimo andlisis
sugiere que tanto la WGA como la ConA son capaces de unirse a componentes de la
fraccion E4". El andlisis por blotting mostré (Figura 10) que la inhibicion con metil-
manosa evitaba la unién de ConA a tres componentes de E4* con PM aparente de 55,
52 y 43 kDa. Esto sugiere que por lo menos tres componentes de E4" podrian
contener N-glicanos con una estructura consistente a la propuesta por Khoo et al.
(1997) (Figura 14B). Esto podria estar apoyado por el hecho que, la lectina WGA
también es capaz de unirse a componentes la fraccion E4" (Figura 8 y Figura 9) y las
estructuras propuestas por Khoo et al., (1997) también presentan N-acetil-glucosamina
y su dimero, los cuales son reconocidos por la WGA (Allen et al., 1973). Sin embargo,
estos resultados no demuestran la ausencia de O-glicanos en por lo menos uno a mas

componentes de E4".
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Figura 14.- (A) una de las estructuras propuesta por Khoo et al. (1997) de ciertos
componentes de PSA. (B) resultados que podrian apoyar la existencia de este tipo de

estructuras (N-glicanos) en componentes de la fraccion E4".

Por otra parte, dado que el analisis por espectrometria de masas de las bandas de E4"
resueltas por SDS-PAGE, no mostré homologia de ninguna de estas con antigenos de
E. granulosus, se considerd que este analisis podria estar afectado por un eventual
alto grado de glicosilacion de los diferentes componentes. Por esta razon, la fraccion
E4" tratada con PGNasaF (Figura 11), fue luego resuelta por SDS-PAGE, para
finalmente realizar un analisis de cada banda por espectrometria de masas.
Nuevamente, este analisis mostr6 que ninguna de las bandas tenia homologia con

antigenos de E. granulosus (datos no mostrados). Por lo tanto, si fuera el grado de
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glicosilacion lo que estuviera afectando el resultado del andlisis de espectrometria de

masas, se deberian haber utilizado ademas enzimas capaces de escindir O-glicanos.

Por este motivo, se decidi6 resolver los componentes de E4" y PSA por electroforesis
bidimensional, es decir en funcién del PM y punto isoeléctrico. Posteriormente, se
analizé por espectrometria de masas aquellos spots con similar PM y Pl detectados en
E4" y PSA. Los resultados (Figura 12 y Tabla 3) indican que la Anexina B18 de E.
granulosus ("Egr_000041200.1") (que denominaron a partir de aqui: EgAXB18) es un
componente de la fraccion E4" y por ende de PSA. Este resultado se confirmé
mediante immunoblotting utilizando el AcMo E492/G1 (Figura 13). Una vez identificada
la secuencia de esta proteina, utilizando predictores bioinformaticos, se identificaron
potenciales sitios de glicosilacion y tipo de glicosilacion (Tabla 4). Efectivamente, estos
predictores mostraron que la EgAxB18 presentaria sitios potenciales de N-
glicosilacion, como habiamos presupuesto. Sin embargo, también mostraron la
existencia de sitios potenciales de O-glicosilacién asi como glicacién del grupo €-amino

de lisinas.

En este sentido, existen reportes donde se muestra que otras anexinas serian también
reconocibles por ConA, y que incluso presentarian sitios potenciales de N-glicosilacion
en sus secuencias amino acidicas (Goulet et al., 1992). Sin embargo, nuestros
resultados claramente indican que un enfoque mas sistematico deberia ser realizado
para identificar todas los tipos de estructuras glucidicas presentes por lo menos en
EgAxB18.

Recientes investigaciones en protedmica de E. granulosus han mostrado la existencia
de por lo menos 12 anexinas denominadas B1, B2, B3, B5, B15, B18, B20, B23, B24,
B25, B33 y B38 (http://www.structuralchemistry.org/annexins/seg/search.php). A partir

de analisis filogenéticos, basados en la inferencia bayesiana y la maxima diferencia de
analisis de la probabilidad en dos casos Cantacessi et al. (2013) han mostrado que la
anexina B18 es poco parecida al resto de las anexinas de E. granulosus. La
implicancia de esta diferencia particular de la Anexina B18 del resto de las anexinas es
aun desconocido.

Mas alla de esto, este resultado es bien interesante teniendo en cuenta que se ha
propuesto que las anexinas de parasitos podrian estar asociadas, entre otras
funciones, con la modulacién de la respuesta inmune del hospedero (Cantacessi et al.,
2013; Yan et al., 2008).
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CAPITULO 2

Anexina B18 de E. granulosus: potenciales

funciones biologicas
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INTRODUCCION

Las anexinas desempefian un papel clave en una gama de actividades bioldgicas
fundamentales, incluyendo el metabolismo del calcio, la adhesion celular, el
crecimiento y diferenciacion y transporte subcelular, asi como la reparacion de la
membrana (Cantacessi et al., 2013).

Aunque la estructura del nucleo de la proteina es altamente similar, diferentes
anexinas participan en distintos procesos fisiolégicos, por ejemplo: la fusién de
membranas y la exocitosis; la regulacion de los canales i6nicos; la respuesta
inflamatoria; la angiogénesis y la inhibicion de la coagulacién de la sangre, etc. (Wang
et al.,, 2006). Las Anexinas son generalmente proteinas citosélicas, con mezclas de
tanto de una forma soluble y una forma estable o reversible asociada con
componentes del citoesqueleto o proteinas que median las interacciones entre la

célula y la matriz extracelular (Moss & Morgan, 2004).

En el caso de las anexinas de parasitos, se considera que podrian tener un papel
critico en los mecanismos vinculados a su supervivencia, incluido el mantener la
integridad de la estructura celular, y la modulacion de la respuesta inmune de los
hospedadores vertebrados. Debido a que las anexinas se localizan en la interface
hospedero-parésito y a sus propiedades inmunogénicas, se ha propuesto que estas
proteinas podrian ser blancos potenciales de nuevos candidatos a farmacos y en el

desarrollo de vacunas (Cantacessi et al., 2013).

Recientemente, las investigaciones sobre protedmica de E. granulosus ha mostrado la
existencia de por lo menos 12 anexinas. La anexina B33 pudo ser detectada en
productos excretados/secretados y en liquido hidatico (Virginio et al., 2012; Aziz et al.,
2011). Los autores sugieren que esta proteina podria potencialmente cumplir un papel
importante en mecanismos de sobrevida del parasito durante la infeccion (Virginio et
al., 2012; Aziz et al., 2011). Mas recientemente, Song et al., (2016) confirmaron la

presencia de la anexina B33 en liquido hidatico.

A partir de analisis filogenéticos, basados en la inferencia bayesiana y la maxima
diferencia de analisis de la probabilidad en dos casos (Cantacessi et al., 2013) han
mostrado que la anexina B18 es poco parecida al resto de las anexinas de E.

granulosus. La razon del por qué esta diferencia es aun desconocida.
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Tomando estos resultados en su conjunto, es posible plantearse como hipétesis que la
anexina B18 podria tener un potencial papel inmuno-modulador de la respuesta del
hospedero hacia una respuesta permisiva al establecimiento de la infeccidon

experimental.

Objetivos especificos

1.- Obtencién de la proteina recombinante Anexina B18 de E. granulosus.
2.- Evaluar la inmunogenicidad de la rEgAXB18 en ratén y en conejo.

3.- Analizar la capacidad de rEgAxB18 de interaccionar con células peritoneales de

ratones Balb/c normales.

4.- Analizar la presencia de la EgAXB18 en productos de excrecion/secrecion de

protoscoleces cultivados in vitro.
5.- Analizar si anticuerpos generados por ratones experimentalmente infectados con
protoscoleces de E. granulosus de la cepa Balb/c y de la cepa C57BI/6 tienen la

capacidad de reconocer la proteina rEgAxB18.

6.- Analizar el efecto de la transferencia pasiva de anticuerpos anti-rEgAxB18 sobre el

resultado de la infeccion secundaria experimental por E. granulosus.
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MATERIALES & METODOS

1- Preparacién de la anexina B 18 de E. granulosus recombinante

1.1- Preparacién del vector de expresion.

La secuencia codificante de la anexina B18 de E. granulosus (EgAxB18), identificada
por espectrometria de masas, fue obtenida utilizando la base de datos de GeneDB
(Codigo: EgrG_000041200.1).

La secuencia fue sintetizada, optimizada (para su expresion en E. coli) y clonada en el
vector pET28a(+) (GenScript HK Limited). Se emplearon los sitios de restriccion para
las enzimas Ndel y BamHI, de modo de incorporarle una HisTag (cola de 6 histidinas)
en su extremo N terminal (GenScript HK Limited). Finalmente, el vector con el inserto
fue solubilizado en H,O MilliQ estéril, a una concentracién de 0.1 pug/mL y fue

conservado a -20°C.

1.2.- Transformacion de E. coli DH5a competentes por electroporacién

La obtencion de copias del plasmido fue realizada transformando bacterias
Escherichia coli (E .coli) DH5a, segin (Sambrook & Russell, 2001) con algunas
modificaciones. Brevemente, 0,1 ug del plasmido fueron mezclados con 40 pL de
células DHb5a electrocompetentes (Lucigen®). Luego, la mezcla fue transferida a una
celda de electroporacion fria, y expuesta a un pulso de 2500 V (time: 5.9), empleando
el equipo MicroPulser (BioRad) y el programa Ec2. Posteriormente, las células fueron
recuperadas incubandolas con 500 pL de medio de cultivo LB (triptona 1%, extracto de
levadura 0.5%, NaCl 1%), con glucosa al 20% durante 1 h a 37°C (agitacion: 220
r.p.m.). Finalmente, las células fueron sembradas en placas con LB - agar 1.5% con 50

pug/mL de Kanamicina (LBK agar), incubando toda la noche a 37°C.

1.3.- Extraccion de ADN plasmidico.

La extraccion del ADN plasmidico fue realizada por Lisis alcalina segun (Sambrook &
Russell, 2001) con algunas modificaciones. Brevemente, se realiz6 un cultivo de las
células DH5a transformadas, incubando cada colonia con 3 mL de LBK (medio LB mas

50 pg/mL de Kanamicina) durante toda la noche a 37 °C, con agitacion (220 rpm). A
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continuacion, se centrifugé a 5000 r.p.m., durante 15 min a 8°C. El pellet bacteriano
fue resuspendido en 200 pL de la solucién | (50 mM glucosa, 25 mM Tris-Cl pH8, 10
mM EDTA pH 8), agregando 1 pL de ARNasa 0.1 mg/mL (Fermentas). Luego, fueron
agregados a la mezcla 200 pyL de solucion Il (0,2N NaOH, 1% SDS), agitando
suavemente por inversion e incubando durante 3 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, fueron agregados 200 pL de solucion 11l (60 mL acetato de potasio 5
M, 11,5 mL &cido acético glacial, 28,5 mL de agua), mezclando lentamente por
inversion y centrifugando durante 5 min a 12000 r.p.m. El sobrenadante fue
recuperado, y se le agregd 600 pL de isopropanol, mezclando por inversion e
incubando durante 3 min a temperatura ambiente. Nuevamente, se centrifugd durante
10 min a 12000 r.p.m., descartando el sobrenadante. El pellet (ADN) se lavé con 500
uL de etanol al 70%, se centrifugé (5 min a 12000 r.p.m.), se descarté el sobrenadante
y el pellet se dejo secar. El ADN plasmidico fue resuspendido en H,O MilliQ estéril,
seguidamente se dejé a 60°C por 15 min, y finalmente se conservo a -20°C hasta su

uso.

1.4.- Electroforesis en geles de agarosa

El control del estado del ADN plasmidico obtenido fue realizado utilizando geles de
agarosa. Para esto, se preparé un gel de agarosa al 1% en TAE 1x (Tris 40 mM, &cido
acético 40 mM, EDTA 1 mM), conteniendo Bromuro de etidio en una concentracion
final de 0.5 mg/mL. Luego, fueron dispensados 5 uL de ADN en H,O MilliQ estéril y
buffer glicerol 50%, EDTA 0.2 M pH 8.3 con azul de bromofenol 0.05%. El gel se corri

a 100 V por 15 min, y posteriormente se visualizé el ADN por exposicion a la luz UV.

1.5.- Transformacion de E .coli BL21[DE3]

Para expresar la proteina rEgAXB18 se transformaron células de Escherichia coli (E
.coli) BL21[DE3] electrocompetentes (Lucigen®), siguiendo el procedimiento descrito
en el item (1.2). En este caso, se transformaron dos alicuotas de 50 pL cada una. Una
de ellas, fue transformada con 0.1 pg del plasmido (pET28a(+) con la anexina), y la

otra alicuota se transformé con 0.1 pg del plasmido pET28a(+) sin inserto (control).
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1.6.- Expresién de larEgAxB18

Las bacterias E. coli ya trasformadas, fueron cultivadas durante 16 h en 10 mL de
LBK. A continuacién, se diluydé el mencionado cultivo hasta un volumen final de 500
mL de LBK, y se dejé crecer el cultivo a 37°C con agitacion, hasta que alcanz6 una
densidad Optica de 0.6 aproximadamente a 600 nm (espectrofotometro UV-120-02,
Shimadzu). En este punto, se indujo la expresién de la anexina recombinante con el
agregado de 500 pL de IPTG 1 M, e incubando el cultivo a 20°C con agitacion durante
22 h. Finalmente, el cultivo fue centrifugado a 4°C, durante 15 min a 5.000 r.p.m., y el

pellet celular fue conservado hasta su uso a -80°C en un volumen minimo de PBS.

1.7.- Extraccién y purificacién de larEgAxB18

La extraccion de la rEgAXB18 expresada en las E.coli inducidas, fue realizada lisando
las bacterias y recolectando la fraccion soluble, segin Schmidt et al. (2005) con
algunas madificaciones. Para ello, el pellet celular fue descongelado y centrifugado a
4°C, durante 15 min, a 5000 r.p.m. Después de descartar el sobrenadante, el pellet fue
resuspendido en buffer de lisis (3% Nonidet P40, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM
EDTA), y fue disgregado por ultrasonido al 50% de la potencia méxima por 20 min, con
un pulso al 30% (Omni-Ruptor 4.000, de OMNI International Inc). Posteriormente, se
continud trabajando con la fraccion soluble, a partir de la cual se purifico la rEgAXB18
mediante afinidad de la cola de histidinas a una resina de niquel - agarosa (Ni-NTA
Agarose, Invitrogen), previamente empaquetada en una columna. A continuacion, la
columna fue equilibrada con PBS y luego se sembr6 la fraccion soluble (diluida 4
veces en PBS y con imidazol al 20 mM). Seguidamente, la columna fue lavada con
PBS mas imidazol 20 mM, y proteinas retenidas fueron recuperadas por elucién con
imidazol al 500 mM. A continuacién, para eliminar de la mezcla el imidazol asi como
posibles restos del buffer de lisis, el eluato fue purificado por "desalting” (gel filtracion)
utilizando una columna PD-10 (Desalting Columns, de GE Healthcare).

Finalmente, la concentracion de proteinas fue cuantificada utilizando el método del
acido bicinconinico (BCA), empleando el kit comercial QuantiPro™ BCA Assay Kit
(SIGMA), siguiendo las instrucciones del fabricante, y luego la rEgAxB18 fue

conservada a 4°C.

1.8.- Control de la proteina recombinante rEgAxB18.
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Como control la muestra fue resuelta por SDS-PAGE desnaturalizante al 10%, y la
banda visualizada por tincion con nitrato de plata, fue enviada a analizar por
Espectrometria de Masas (MS/MS), a la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica

del Instituto Pasteur de Montevideo.

2.- Inmunogenicidad de rEgAxB18.

2.1.- Inmunizacién de ratones.

En el dia 0 del experimento, un grupo de ratones normales Balb/c (n=13) fueron
inoculados por via ip, con 100 ul de rEgAxXB18 en ACF (30 ug/ratén). En el dia 30, una
segunda inoculacién ip con 100 pl de rEgAXxB18 en AIF (15 pg/raton) fue realizada. En
el dia 55 del experimento, todos los animales, previa anestesia, fueron sangrados a
punto final. Los sueros de cada individuo fueron conservados a -70°C.

Un segundo grupo de ratones Balb/c normales (n=5), fueron inoculados en los dias 0 y
30 con PBS en ACF y con PBS en AIF respectivamente (grupo control).

2.2.- Inmunizacién de un Conejo.

Un conejo Neozelandés fue inoculado en el dia 0 con 300 pg de rEgAxB18 en ACF por
via subcutanea. En el dia 30, el conejo fue inoculado con 150 ug de la proteina
recombinante en AIF por via intramuscular. El conejo fue sangrado en los dias 0, 30 y

60 y los sueros fueron conservados a -70°C.

2.3.- Determinacion de anticuerpos especificos contra rEgAxB18 en suero de

raton o de conejo por ELISA.

Muy brevemente, placas de microtitulacion de 96 pocillos fueron sensibilizadas con 5
pug/mL de rEgAxB18 diluida en PBS, incubando toda la noche a 4°C en camara
himeda. Luego, las placas fueron bloqueadas con 200 pL/pocillo de PBS-BSA,
incubando durante 1h. a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron dispensados
100 pL/pocillo de los sueros diluidos (ratbn o conejo) en PBS-BSA-T incubando
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, fueron dispensados 100 pL/ pocillo de

anti-lgM de ratén o anti-lgG de ratén acoplados a peroxidasa (Sigma) o anti-IgG de
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conejo-PO, todos diluidos en PBS-BSA-T. Las placas fueron incubadas durante 1 h a
37°C. Finalmente, la actividad de la peroxidasa fue detectada por dispensacién de una
solucion de H,O, como sustrato y ortofenilendiamina (OPD) como cromégeno. La
reaccion se detuvo con 50 pL por pocillo de H,SO, 3M y la absorbancia fue medida
492 nm en un lector para microplacas (Titertek Multiscan Plus, Low Laboratories,

Helsinski, Finlandia).

3.- Obtencién de y globulinas de conejo por precipitacion con sulfato de amonio.

La fraccion y globulina del suero del conejo inmunizado fue obtenida por precipitacion
con sulfato de amonio segun Harlow & Lane, (1988). Brevemente, 30 mL de suero de
conejo fue centrifugado a 3.000 r.p.m. durante 30 min y diluido al medio con PBS. Un
volumen igual de una solucion saturada de sulfato de amonio (760g/L en H,O
destilada) fue agregada lentamente y con agitacion suave. La mezcla fue
posteriormente incubada durante 1 h a temperatura ambiente. Luego de centrifugar a
10.000 r.p.m. durante 20 min a 4°C, y la fraccion insoluble fue lavada 2 veces con
(NH4)SO, al 50%. Finalmente, la fraccion insoluble fue resuspendida en un volumen
minimo de PBS y dializada contra PBS durante 48 h.

4.- Obtencion de los productos de excrecidn/secrecién de protoscoleces en

cultivo.

Los PSC de E. granulosus fueron incubados in vitro en RPMI 1640 suplementado con
gentamicina, penicilina, estreptomicina y anfotencina B (40 pug/mL, 100 U/mL, 100
pg/mL y 0.25 pg/mL respectivamente) a 37°C en atmésfera de CO, (5%). Los
sobrenadantes fueron removidos cada 2 dias durante un tiempo total de 8 dias de
cultivo, y luego de centrifugar durante 7 min a 1200 r.p.m, fueron conservados a -
20°C. Todos los sobrenadantes obtenidos fueron mezclados, dializados contra agua
destilada a 4°C con agitacion, y luego liofilizados (Christ Alpha 1-4 LD plus).
Finalmente, la mezcla liofilizada fue resuspendida en un volumen minimo de PBS. La
concentracion proteica fue determinada por espectrofotometria (Nanodrop 1000,

Thermo Scientific).

5.- Determinacion de EgAxB18 en productos de E/S por SDS-PAGE e

immunoblotting.
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Los productos de E/S (20 pg) fueron resueltos por SDS-PAGE al 10%, el PSA (20ug) y
la rEgAXB18 (3 ug) fueron utilizados como control. Posteriormente, fueron transferidos
a una membrana de PVDF durante 1 h a 0,8mA/cm? de membrana, luego blogueada
con PBS-BSA 1% durante toda la noche a 4°C y finalmente la membrana fue
recortada en tiras. Cada tira fue incubada durante toda la noche a 4°C, con: a) la
fraccion y globulina de conejo, b) la fraccion y previamente incubada (durante 1 h a
temperatura ambiente y agitacion) con bacterias E. coli BL21 muertas (3 ciclos de
congelado/descongelado a -80°C), y ¢) PBS-BSA-T como control. Luego de descartar
el sobrenadante, las tiras fueron lavadas 10 veces con PBS-T con agitacion a
temperatura ambiente. A continuacion, se incubaron durante 1 h a 37°C con una
dilucion apropiada de anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa. Luego, fueron
lavadas 10 veces con PBS-T y la dltima vez con PBS. Finalmente, la actividad
peroxidasa fue determinada quimioluminiscencia utilizando el kit SuperSignal West
Pico Chemiluminiescent Substrate (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las imagenes fueron obtenidas utilizando el equipo G:BOX (Syngene).

6.- Acoplamiento de la proteina recombinante a Isocianato de Fluoresceina.

El acoplamiento de la proteina rEgAXB18 (1 mg) y de BSA como control, fue realizado
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, ambas proteinas fueron
primero dializadas durante toda la noche contra buffer NaHCO; 0,1M pH 9.
Posteriormente, 500 uL de isocianato de fluoresceina (FITC) (Pierce) en DMSO fueron
agregados en alicuotas de a 5 pL agitando vigorosamente, luego fueron incubados
durante 8 h a 4°C en oscuridad y finalmente se dializaron contra PBS durante 24 h en
oscuridad. Como control de conjugaciéon se utilizé la relacién FITC/Proteinas, la cual
fue estimada midiendo las Abs,gs / Abs,gy, corroborando que el valor de la misma
estuviera dentro del rango de 0,3 a 1,0. Finalmente, las dos proteinas (rEgAxB18-FITC

y BSA-FITC) fueron conservadas a 4°C en oscuridad.

7.- Obtencién de células peritoneales de ratones Balb/c normales.
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Un grupo de ratones Balb/c normales (n=5) fueron sacrificados por dislocacién cervical
previa anestesia. La cavidad peritoneal de cada ratén fue lavada con 5 mL de medio
de cultivo RPMI 1640 frio suplementado con 2% de suero fetal bovino (FCS) de-
complementado (PBS-FSC). La suspensién celular obtenida fue centrifugada a 1200
r.p.m durante 7 min a 4 °C. Las células fueron recuperadas y resuspendidas en PBS-
FSC. El nimero de células y su viabilidad en la suspension fue determinado utilizando

camara de Neubauer, y tincion vital con azul de Tripan.

8.- Andlisis de la union rEgAxB18 a células peritoneales normales por citometria
de flujo.

En una placa de 96 pocillos de fondo redondo fueron dispensadas 2x10°
células/pocillo, se centrifugd a 1200 r.p.m durante 7 min a 4 °C y luego se bloquearon
los receptores Fc (Mouse BD Fc block, Becton Dickinson) por incubacién durante 20
min a 4 °C. Luego de lavar las células, éstas fueron incubadas con una dilucion
apropiada de la fraccién E4" diluida en PBS - BSA (0,5%) - NaN; (0,02%) (PBS-BSA-
Az), durante 30 min a 4 °C. Posteriormente, una dilucién apropiada en PBS-BSA-Azida
de anti-CD19-PE, el control isotipico correspondiente (todos (Pharmingen, Becton
Dickinson), rEgAxB18-FITC y BSA-FITC, fueron incubadas con las células durante 30
min a 4°C en oscuridad. Luego de lavar, las células fueron resuspendidas en PBS y
analizadas en un citometro de flujo (FACScalibur, Becton Dickinson) utilizando el

software de analisis Cell Quest.

9.- Infeccidon secundaria experimental de ratones Balb/c y C57BL/6.

Un grupo de ratones Balb/c normales (n= 9) y otro de ratones C57BI/6 normales (n=
10) fueron inoculados por via ip con 200 ulL/ratén de una suspensién en PBS estéril de
2000 protocoleces vivos. Otros dos grupos de ratones Balb/c (n=6) y C57BI/6 (n=4)
inoculados por via ip con 200 uL de PBS estéril/raton fueron utilizados como grupos
control. Todos los animales fueron sangrados en las semanas 1, 2 y 3 post-inoculacién

y el suero de cada individuo fue conservado a -80°C.

10.- Deteccién por ELISA de anticuerpos séricos contra larEgAxB18
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El titulo de IgM e IgG contra rEgQAXB18 en suero de cada individuo fue determinado
por un ELISA similar al descrito en el item (2.3). Una mezcla de sueros positivos fue
utilizada como estandar para cada cepa, definiendo un titulo arbitrario expresado en
Unidades Arbitrarias por mililitro (UA/mL). Con valores de Ab y UA/mL del estandar se
construyd una recta de minimos cuadrados con el mejor ajuste y las AbSsonm de los

sueros se interpolaron para obtener el titulo de cada muestra en UA/mL.

11.- Transferencia pasiva, desafio y evaluacion del resultado de la infeccidon en
ratones Balb/c.

La transferencia pasiva y la evaluacion de la infeccion se realizé segun (Mourglia-Ettlin
et al.,, 2016b), con algunas modificaciones. Brevemente, un grupo de ratones Balb/c
(n=8) fue inoculado por via ip con 300 pL de una mezcla de los sueros (diluidos al
medio en PBS) de ratones Balb/c inmunizados con la proteina rEgAXB18.

Un segundo grupo de ratones (n=6) fue inoculado por via ip con 300 pL de una mezcla
de sueros de ratones Balb/c normales (diluidos al medio en PBS), siendo este uno de
los grupos control. Un tercer grupo de ratones (n=6) inoculado por via ip con 300 uL de
PBS estéril fue utilizado como segundo grupo control.

Luego de 24 h de realizada la trasferencia de sueros, todos los animales fueron
inoculados con 200 pL/ratén de una suspensién en PBS conteniendo 2.000 PSC vivos.
A los 8 mese post-inoculacién, todos los animales fueron sacrificados, previa
anestesia, por dislocacion cervical. El resultado de la infeccion fue evaluado: a)
contando el nimero de quistes en cavidad peritoneal de cada rat6n y b) por medida

del diametro de cada quiste.

12.- Andlisis Bio-informaticos.

Empleando la secuencia aminoacidica de la Anexina B18 de E. granulosus (GeneDB:
EgrG_000041200), se analiz6 mediante predictores informéaticos las vias posibles de
excrecién/secrecion, y los potenciales epitopes T capaces de ser acomodados en las

moléculas de MHC de clase Il de las cepas Balb/c (H2-1Ad) y C57BL/6 (H2-1ADb).

Para determinar si la proteina EgAxB18 podria ser secretada por via clasica

(presentando péptido sefial) o no clasica (sin péptido sefial), se emplearon los
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predictores SignalP (Petersen et al.,, 2011) y SecretomeP (Bendtsen et al., 2004)
respectivamente.

Para la determinacién de potenciales epitopes T capaces de acomodar en la molécula
de MHC de clase Il de ratén (haplotipo H2-IAd en Balb/c y haplotipo H2-IAb en
C57BI/6), se emplearon los programas on-line de la Immune Epitope Database and

Analysis Resource (http://www.iedb.org/) (Nielsen & Lung, 2009).

13.- Andlisis estadistico

Para evaluar diferencias significativas (p < 0.05) entre grupos experimentales y sus

controles, fue utilizado el test no paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon.
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RESULTADOS

Dado que las anexinas podrian ser proteinas relevantes en la interrelacion hospedero-
parasito (Song et al., 2016; Virginio et al., 2012; Wu et al., 2015; Yan et al., 2008), el
siguiente conjunto de experimentos estuvo centrado primero en la obtencion de la
proteina recombinante (rEgAxB18) y posteriormente en el estudio de ciertas
caracteristicas de la misma desde el punto de vista funcional.

1.- Obtencion de la proteina recombinante y control por espectrometria de

masas.

La secuencia de la EgAxB18 obtenida utilizando la base de datos GeneDB fue
sintetizada, clonada en el vector pET28a(+), expresada en E. coli BL21[DE3] y luego
fue controlada por analisis de espectrometria de masas. La secuencia de la EgQAxB18
clonada se muestra en la Figura 15A y el control por MALDI-TOF/TOF se muestra en
la Figura 15B.

A.- Secuencia de la Anexina B18 recombinante

CAT
ATGAGCATCAAGGTTACCAACTGCGGTCTGCCGTGCAATCCGACCCTGCGCCCGTATCCGAAC
TTCAACGCGAATAGCGACGTGGAGCTGCTGAAGAAAGCGATGGACGGTATGGGCACCGATGAG
GCGATGATCATTGAAATCCTGGGTACCCGTACCAGCCAGCAACGTGTGGAGATTGCGGAAGCG
TACAAGGGTAGCTATGGCGAGGACCTGCGTGAAAAACTGCAGGGCGAGCTGAGCGGTGACTTC
GGCGAACTGGTTGATCTGATGTTTTACACCATCCCGGAGCTGAAGGCGCAACTGTGCTATGAC
GCGATTAACGGTGCGGGCACCGATGAGCTGGCGCTGATCGAAGTGATTTGCACCAGCACCAAC
AGCGAGATCGAGGAACTGAAGAAAGAATACGCGAAGGTTTGCCAGAACCACGGTAAAGCGGCG
AACGAGAACAGCCTGGAAAAGGACGTGGTTGGTGATACCAGCGGCTATTTCAAACGTATTCTG
GTTGCGCTGCTGGCGGCGCAACGTCATGAGCCGACCGAACAGCAACTGAAAGACATCGCGAA
CCGTGGCATTGACAGCATCATTGATAAGAAAGCGGCGGAGGCGGATGCGCAGAAGCTGTACGA
TGCGGGTGAAAAACGTCTGGGCACCGATGAGGAAGCGTTCATCACCATTCTGTGCACCCGTAG
CCCGTGGCAACTGATCGCGATTAGCAAGGCGTATGAGAAGATCAGCAAACTGCGTCTGGTGGA
GGCGATTGCGAGCGAAACCAAGGGTGACTTTCGTCGTGCGCTGCTGACCACCCTGCTGGCGA
ACACCAACACCCCGATGGCGTTCGCGGAACACTTTAACGATGGCCTGAGCGGTGCGGGCACC
AACGACGATCAGCTGATGCGTCTGATCGTGTGGCGTAGCGAGGTTGACATGAAGGAAATTAAA
AACTGCTACCTGACCCGTTATAACCGTGATCTGGTTGACGATATCAAAGACGATACCAGCGGTG
ATTACGAGAAACTGCTGGTTCGCCTGCTGGGTAGCCAATAA

GGATCC
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B.- Expresion de larEgAxB18 y seguimiento por SDS-PAGE.

=

(1) (2) (3) (4) (5) (6)

C.- Control de la Anexina B18 recombinante por MALDI/TOF/TOF

Masa Molecular Proteina identificada por Masa Molecular
en el gel (kDa) espectrometria de masa Tedrica (kDa)

Identifica como rEgAxB18 con

38 una cobertura del 52%.

41

Figura 15.- Obtencién y control de EgAXB18 recombinante.

La secuencia en nucleéttidos de la rEgAxB18 fue sintetizada y optimizada para su
expresion en E. coli. En (A) se muestra la secuencia optimizada y en celeste se
indican las secuencias reconocidas por las enzimas de restriccion (Ndel y BamHI)
utilizadas para clonarla en el vector pET28(a). En (B) se muestra el seguimiento de la
expresion y obtencion de la rEgAxB18 de forma soluble. A partir de la fraccién soluble
del lisado de las bacterias, se purificé la rEgAXB18 empleando la columna de Ni-NTA
agarosa. Se muestra en: (1) el Kit PM; (2) lisado de bacterias previamente cultivadas
sin inducir (sin IPTG); (3) lisado de bacterias previamente cultivadas e inducidas (con
IPTG); (4) fraccion insoluble del lisado de E. coli previamente inducidas; (5) fracciéon
soluble del lisado de E. coli previamente inducidas; (6) rEgAxB18 purificada por la
columna Ni-NTA agarosa. Finalmente, (C) la expresion de rEgAxB18 fue corroborada
por espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF).
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2.- rEgAXB18 induce una respuesta de anticuerpos especifica tanto en ratones

Balb/c como en conejo.

Para analizar la inmunogenicidad de rEgAxB18, un grupo de ratones Balb/c normales
(n=13) fueron inoculados por via i.p. con, 30 ug de la proteina recombinante en ACFy
luego con 15 ug en AlF. Un grupo de ratones normales (n=5) inoculados con PBS en
ACF vy luego en AIF fue utilizado como grupo control. Los titulos de IgM y de IgG
especificas en suero de cada individuo 15 dias después de la Ultima inoculacion fueron
determinados por ELISA. Los resultados mostrados en las Figuras 16A y 16B indican
que rEgAxB18 induce una respuesta significativa de IgM e IgG especificas 2 y 13
veces mayores respectivamente (en términos de mediana) que los ratones control.

Por otra parte, la proteina recombinante es capaz de inducir la produccion de IgG
especificas en un conejo Neozelandés (Figura 16C). En términos de Ab492 nm las IgG
al dia 60 post-inoculacion fue 20 veces mayor que aquella observada en el dia O.

3.- rEgAXB18 es capaz de unirse a células peritoneales de ratones Balb/c

normales.

Mourglia-Ettlin et al, (2011b) reportaron que componentes de la fraccion E4* fueron
capaces de unirse a células B peritoneales de ratones Balb/c normales. Dado que
EgAxB18 es un componente de esta fraccién, se realiz6 un andlisis similar por
citometria de flujo. Los resultados (Figura 17) sugieren que rEgAxB18 es capaz de
unirse a un alto porcentaje de células B (CD19") peritoneales normales (Figura 17 D).

Se utilizé para este ensayo BSA como control (Figura 17C).
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Figura 16.- Andlisis de lainmunogenicidad de rEgAXB18 en rat6n y en conegjo.

Para analizar al inmunogenicidad de rEgAXxB18 en ratdn, en el dia 0 del experimento
un grupo de ratones Balb/c (n=13) fueron inoculados con 30 ug de rEgAxB18/ratén en
ACF y posteriormente en el dia 30 se les inocul6 con 15 pg de rEgAxB18/ratén en AlF.
Un segundo grupo de ratones normales (n=5) fueron inoculados en los dias 0 y 30 con
PBS en ACF y en AIF, respectivamente. En el dia 55 del experimento todos los
ratones fueron sangrados, previa anestesia a punto final y los sueros fueron
conservados a -70 °C, hasta su uso posterior. En (A) se muestra el titulo de IgM
especificas anti-rEgAxB18 y en (B) el titulo de IgG especificas anti- rEQAXB18, ambos
determinados por ELISA. En paralelo, un conejo Neozelandés fue inoculado en el dia
0 con 300 pg de rEgAxB18 en ACF y el dia 30 con 150 pg de la proteina en AlF. En
(C) se muestra la Abs a 492nm para una dilucion 1/128.000 del suero (IgG especificas

anti-rEgAxB18). Las inoculaciones se indican con flechas.
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Figura 17.- Determinacion por citometria de flujo de la potencial unién de
rEgAxB18 a células peritoneales CD19" de ratones Balb/c normales.

Células peritoneales normales fueron incubadas con: a) Ac blogueante de receptores
Fc; anti-CD19-PE; BSA-FITC y rEgAXB18-FITC, fueron luego analizadas por citometria
de flujo. Los linfocitos (R1) fueron identificados por sus caracteristicas de tamafio y
granulosidad (FSC/SSC) (A). Las células CD19" (B) fueron identificadas mediante un
andlisis de subordinacion a R1. El estudio de union de las células CD19" a rEgAxB18
(D) asi como al control BSA-FITC (C), fue realizado mediante un analisis de

subordinacién a R2. El nimero total de eventos adquiridos fue 20.000.
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4.- La Anexina B18 es un antigeno excretado/secretado por protoscoleces de E.

granulosus, en cultivo.

Las proteinas presentes en la inter-fase hospedero-parasito (ya sean
excretadas/secretadas o unidas a membrana) suelen participar en una amplia
variedad de funciones relevantes para la sobrevida del parasito, entre las cuales se
incluye la penetracién y establecimiento en los tejidos del hospedero, la incorporacion
de metabolitos provenientes del hospedero y la modulacién del sistema inmune del

hospedero (Rosenzvit et al., 2006).

La cronicidad de de la infeccibn por E. granulosus, podria estar basada en la
capacidad de este parasito de evadir/modular la respuesta inmune del hospedero, y se
ha sugerido que las moléculas que expone el parasito hacia el hospedero podrian
tener un papel importante en este tipo de mecanismo (Virginio et al., 2012).
Particularmente, se ha sugerido que los productos de excresién/secrecion que serian
capaces de modular tanto la respuesta inmune innata como adaptativa (Virginio et al.,
2007; Siracusano et al., 2008). Por lo tanto, la identificaciébn de estos antigenos del
parasito presentes en la interfase hospedero-parasito son de especial relevancia para
mejorar el entendimiento sobre los mecanismos asociados a la adaptacion de los
parasitos a sus hospederos especificos, lo cual es un conocimiento necesario para el
desarrollo de nuevas estrategias de inmuno-profilaxis (Rosenzvit et al., 2006; Virginio
et al., 2012).

Los resultados mostrados en el Capitulo 1 de este trabajo, indican que la Anexina B18
€S un componente presente en antigenos somaticos de protoscoleces. En este
contexto, en este trabajo se realizaron varios experimentos para determinar si esta
proteina podria ser un antigeno secretado o excretado por el parasito en cultivo. Asi,
los protoscoleces fueron cultivados durante 8 dias en RPMI 1640 suplementado solo

con antibidticos.

Para demostrar que la Anexina B18 podria ser un componente de los productos de
excrecién/secrecion, todos los sobrenadantes de los cultivos recuperados cada dos
dias fueron mezclados, luego resueltos por SDS-PAGE, posteriormente transferidos a

una membrana de PVDF y finalmente incubados con y globulinas de conejo, la cual
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contiene anticuerpos especificos contra rEgAxB18. Tanto PSA como la proteina
recombinante rEgAxB18 fueron utilizados como control.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 18 y sugieren, en funcién del PM
aparente, que la anexina B18 es un antigeno excretado/secretado in vitro por los
protoscoleces en ausencia de un estimulo en particular.

En funcién de los patrones observados por immunoblotting y principalmente para
descartar que este resultado no se tratara de un artefacto, las y globulinas de conejo
que contienen los anticuerpos generados por inmunizacion con la rEgAxB18 fueron
previamente incubados con un lisado de bacterias E. coli BL21, ya que la proteina
recombinante utilizada para las inmunizaciones podria eventualmente estar
contaminada por antigenos de estas bacterias. Los resultados obtenidos (Figura 19)
muestran que no hubo variacion en el patron de reconocimiento, confirmando asi el

mismo no es debido a contaminacién con productos bacterianos.
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1 2 3

Figura 18.- Deteccion de EgAxB18 en productos de excrecién/secrecion de
protoscoleces cultivados in vitro.

Los productos de E/S de protoscoleces de E. granulosus fueron obtenidos por cultivo
de los PSC en RPMI 1640 suplementado con antibiéticos. Luego fueron resueltos por
SDS-PAGE en condiciones reductoras y posteriormente transferidos a membranas de
PVDF. Antigenos somaticos (PSA) y la proteina recombinante rEgAxB18 fueron
utilizadas como control. Finalmente, los tres antigenos fueron incubados con y
globulinas de conejo inmunizado con rEgAxB18 y luego con anti-IgG de conejo-PO. Se
muestra en : (1) el patron obtenido para la rEgAxB18; (2) el patron para PSA'y (3) el
patron de productos de E/S.
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Figura 19.- Control del reconocimiento especifico de IgG de conejo anti-
rEgAxB18.

Los productos de E/S, los antigenos somaticos (PSA) y la proteina recombinante
(rEgAXxB18), fueron resueltos por SDS-PAGE en condiciones reductoras vy
posteriormente transferidos a membranas de PVDF.

(A) rEgAXB18: (1) control de conjugado, (2) y globulinas de conejo sin inhibir y (3) y
globulinas de conejo pre-incubadas con lisado de bacterias E.coli BL21.

(B): PSA: (1) control de conjugado, (2) y globulinas de conejo sin inhibir y (3) y
globulinas de conejo pre-incubadas con lisado de bacterias E.coli BL21.

(C): E/S; (1) control de conjugado, (2) y globulinas de conejo sin inhibir y (3) y

globulinas de conejo pre-incubado con lisado de bacterias E.coli BL21.
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5.- La anexina B18 de E. granulosus no es secretada por las vias: clasica o no

clasica.

Para analizar las potenciales vias de secrecion de la proteina EQAxB18, fue realizado
un estudio bio-informatico. Los resultados obtenidos utilizando dos predictores
(SignalP y SecretomeP) (Tabla 5) sugieren que la Anexina B18 no seria secretada por

una via clasica (péptido sefial) o por una via no clasica.

Via de Secrecion Resultado Predictor
Via Clasica :
(péptido sefial) No presenta SignalP
Via no clasica No presenta SecretomeP

Tabla 5.- Analisis de la potencial via de secrecidon de la anexina EgAx B18 de E.
granulosus. Para analizar la potencial via de secrecion de la anexina EgAXB18 se
utilizaron los predictores bio-informaticos SignalP (Petersen et al., 2011) y SecretomeP
(DyrlovBendtsen et. al., 2004 y 2005).

6.- La infeccién secundaria experimental induce en ratones Balb/c, a diferencia
de los ratones C57BI/6, una respuesta de anticuerpos capaz de reconocer a la

Anexina B18 de E. granulosus recombinante.

Mourglia-Ettlin et al. (2016b) reportaron que la cepa de ratones Balb/c era mas
susceptible a la infeccion secundaria por E. granulosus, que la cepa de ratones
C57BI/6. Los autores sugieren ademas, que los anticuerpos naturales y los inducidos
por el parasito, podrian contribuir en esta diferencia en la susceptibilidad entre ambas
cepas. Por lo tanto, resulta relevante analizar si los anticuerpos inducidos por el
parasito vivo en estas dos cepas de ratones pueden ser capaces de reconocer la

Anexina B18 de E. granulosus.
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Es importante resaltar, que dado que no se disponia de una cantidad suficiente de la
EgAxB18 nativa, para este ensayo se utilizé la proteina rEgAXB18. Teniendo esto
presente, los resultados (Figura 20) muestran diferencias interesantes. Los individuos
de la cepa Balb/c generan una respuesta significativa de anticuerpos IgM e IgG capaz
de reconocer la Anexina B18 recombinante (Figura 20A y 20B). Por el contrario, la
infeccién secundaria no induce, al menos en los puntos temporales seleccionados, una
respuesta significativamente diferente de anticuerpos (IgM e IgG) en ratones de la

cepa C57BI/6 comparados con el grupo control (Figura 20C y 20D).
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Figura 20.- Reconocimiento de la rEgAXB18 por anticuerpos de ratones Balb/c y
C57Bl/6 inoculados con protoscoleces viables de E. granulosus.

Un grupo de ratones Balb/c (n= 9) y un segundo grupo de ratones C57BI/6 (n=10)
fueron inoculados por via intraperitoneal con 2000 protoscoleces viables de E.
granulosus. A su vez un tercer grupo de ratones Balb/c (n=6) vy finalmente un cuarto
grupo de ratones C57BI/6 (n=4) inoculados con PBS fueron utilizados como grupos
control. La Figura muestra los titulos de anticuerpos séricos IgM e IgG anti-rEgAxB18
en ratones Balb/c (A y B respectivamente) y aquellos correspondientes en ratones
C57Bl/6 (C y D respectivamente), en las semanas 1, 2 y 3 post-inoculacion. Los
circulos representan el valor de cada individuo y las lineas representan los valores de

la mediana.
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7.- La proteina EgAxB18 solo contiene potenciales epitopes T capaces de

interactuar con el haplotipo H2-IAd de ratones Balb/c.

Para discernir sobre el hecho de esta diferencia de reconocimiento de la proteina
rEgAXB18 por anticuerpos de ratones Balb/c y C57BI/6, se utiliz6 una herramienta bio-
informatica: el predictor MHC-1lI Binding Prediction Results (IEDB) empleando el
método NN-align, el cual es un algoritmo de alineacion basado en redes artificiales,
que permiten simultaneamente tanto la identificacion de los péptidos de unién a
determinadas moléculas de MHC de clase Il, asi como predecir la afinidad entre el
péptido y la molécula de MHC Il (Nielsen & Lund, 2009). Los resultados (Tabla 6)
sugieren claramente que la proteina EgAXB18 solo presenta péptidos potencialmente
afines (ICso < 500 nM) a interaccionar sélo con el haplotipo H2-IAd de ratones de la
cepa Balb/c. Esto podria dar cuenta de la ausencia de anticuerpos especificos, por lo
menos contra rEgAxB18, en individuos infectados de la cepa C57BI/6, en los puntos

temporales analizados.

Epitopes T presentes en EgAxB18
No. Epitopes T (IC5, No. Epitopes T Epitope con
< 500 nM) (diferente core) mayor afinidad
Balb/c
(H2-1Ad) 22 7 140 nM
C57Bl/6
(H2-1Ab) 0 0 527 nM

Tabla 6. — Potenciales epitopes T presentes en EgAxB18.

La prediccién de los posibles epitopes T presentes en la anexina B18 de E.
granulosus, fue realizada empleando el predictor MHC-II Binding Prediction Results
(IEDB) empleando el método NN-align, el cual es un algoritmo de alineacién basado
en redes artificiales que permiten simultdneamente tanto la identificacién de los
péptidos de uniéon a determinadas moléculas de MHC de clase Il (secuencia core o
nucleo en aminoacidos mas los residuos flanqueantes), como predecir la afinidad entre
el péptido y la molécula de MHC Il. Esta ultima se indica como un valor de ICs, (NM),
siendo potencialmente afines los péptidos que presenten valores de 1Cs, menores a
500 nM. En este caso, se analizé la presencia de epitopes T en la anexina B18 de E.
granulosus en relacion a dos alelos de MHC de clase Il: el H2-IAd (cepa Balb/c) y H2-
IAb (cepa C57BI/6).
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8.- Efecto de la transferencia pasiva de anticuerpos contra la rEgAxB18 sobre el

resultado de la infeccion secundaria experimental.

Para determinar la relevancia que podria tener la proteina EgAXB18 sobre el resultado
de la infeccién experimental, se utiliz6 como estrategia la transferencia pasiva de
sueros de ratones Balb/c inmunizados con la proteina recombinante, seguida del y
desafio con protoscoleces vivos. Lamentablemente, los resultados obtenidos no

permitieron sacar ninguna conclusién al respecto (datos no mostrados).
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DISCUSION

El modelo experimental de la infeccion secundaria, consiste en la administracion via
intraperitoneal de protoscoleces a ratones de experimentacion (Heath,1970). En este
modelo, la diferenciacion del protoscolex a quiste es un fendmeno que ocurre con
relativa rapidez (aprox. 20 dias) (Richards et al.,1983). Por otra parte, solo un pequefio
namero de los protoscoleces que se administran logran desarrollarse a quiste
(Ferragut & Nieto, 1996; Dematteis et al., 2003). En este contexto, no resulta extrafo
pensar que los eventos tempranos que se producen localmente en el sitio anatomico
donde se establece la infeccion (cavidad peritoneal), podrian tener una particular

importancia en condicionar el resultado de la infeccion.

En este trabajo hemos identificado a la Anexina B18 de E. granulosus (Cédigo:
EgrG_000041200.1) como uno de los componentes de los antigenos somaticos de
protoescoleces y de una fraccion de estos antigenos denominada E4". Este resultado
es bien interesante, teniendo en cuenta que fue reportado que las anexinas
parasitarias podrian localizarse en la interface hospedero-parasito (Cantacessi et al.,
2013), razén por la cual, se postula, podrian tener un rol relevante en los mecanismos
asociados con la sobrevivencia del parésito y/o con la modulacién de la respuesta
inmune de los hospederos vertebrados (Cantacessi et al., 2013).

Por esta razén, en este trabajo se clond, expresé y purifico la Anexina B18
recombinante de E. granulosus (rEgAxB18) (Figura 15), para posteriormente estudiar
algunos efectos funcionales inducidos por la misma.

Dado que nuestro grupo emplea usualmente ratones de la cepa Balb/c como modelo
experimental de la infeccion secundaria, se analizé la capacidad inmunogénica de
rEgAXB18 en esta cepa de ratones. Los resultados (Figura 16) indican claramente, que
la rEgAXB18 es capaz de inducir una respuesta significativa de anticuerpos IgM e IgG

especificos, comparada con el grupo control.

Por otra parte, teniendo en cuenta que componentes de la fraccion E4" tienen la
capacidad de unirse a células B (CD19") peritoneales de ratones Balb/c normales
(Mourglia-Ettin et al., 2011b), se analiz6, utilizando la misma estrategia, si rEQAXB18
podia tener la capacidad potencial de unirse a celuas peritoneales de ratones Balb/c

normales. Efectivamente, los resultados sugieren que rEgAxB18 tiene la capacidad de
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unirse a células B (CD19") peritoneales normales (Figura 17). Si bien el porcentaje de
células CD19" (56%) (Figura 4 Cap. 1) peritoneales al cual se une la fraccion E4" es
algo similar al obtenido con la rEgAxB18 (46%) (Figura 17), estos resultados no
permiten a priori concluir que la proteina EgAxXB18 sea el principal o Unico componente
de E4" que al unirse a las células B, tenga la capacidad de disparar los efectos
biolégicos observados para esta fraccion. Por ejemplo, la induccion de la secrecién de
determinadas citoquinas o secrecion de anticuerpos de ciertos isotipos. Hay una serie
de hechos que deben ser considerados. Por ejemplo, estos ensayos fueron realizados
utilizando la Anexina B18 recombinante, que por ende no es una proteina glicosilada.
Esto sugiere que la interaccion de la anexina con las células B podria darse a traves

de un receptor o ligando existente en la membrana de la célula B.

En este contexto, podria plantearse hipoteticamente que si la Anexina B18 esta
realmente glicosilada, la parte proteica podria interaccionar con las inmunoglobilinas
de las células B peritoneales y que la estructura glucidica asociada a esta proteina,
podria ser ligando de algun tipo de receptor de membrana de la célula B. Esta
especulacion podria estar apoyada por el hecho que los linfocitos B poseen en su
superficie receptores tipo lectina (CLRs), como Dectinl, Dectin 2 y DNGR1
(Geijtenbeek & Gringhuis, 2009; Seo et al., 2016) que podrian interaccionar con
motivos glucidicos presentes en la Anexina B18 nativa. Estas dos interacciones en
actuando en conjunto podrian inducir la activacién B, de forma similar a lo que ocurre
en el caso de los TLRs (Browne, 2012; Pone, et al., 2010).

Interesantemente, la regién N-terminal de las anexinas es usualmente asociada a las
funciones particulares de cada anexina, ya que es la region mas variable (Flower &
Perretti, 2015; Seaton & Dedman, 1998). En el presente trabajo mostramos que la
EgAxB18 podria tener un potencial sitio de N-glicosilacién en el extremo N-terminal
(Tabla 4), lo que podria apoyar la hipotesis planteada.

Sin embargo, esto solo es una especulacion, estudios sobre los efectos (por ejemplo:
secrecion de citoquinas y anticuerpos en sobrenadantes de cultivo) in vitro de la
estimulacion de células peritoneales con la proteina recombinante y la proteina nativa

deberian ser realizados.

Las anexinas son generalmente proteinas citosoélicas, con mezclas de tanto una forma

soluble y una forma estable o reversible asociada con componentes del citoesqueleto
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o proteinas que median las interacciones entre la célula y la matriz extracelular (Moss
& Morgan, 2004). En ciertos casos, las anexinas se pueden expresar en la superficie
de la célula a pesar de la ausencia de péptido sefal; por ejemplo, la anexina Al
humana puede translocarse desde el citosol a la superficie de la célula después de la
exposicion a analogos de glucocorticoides (Solito et al., 1994).

De manera interesante, algunas anexinas sin sefial secretoria han sido encontradas en
el espacio extracelular (por ejemplo, la anexina B1 de T. solium, y otras como las
anexinas Al, A2 y A5 de humanos (He et al., 2008; Yazid et al., 2013; van Genderen
et al., 2008). El mecanismo por el cual este fendmeno ocurre es aun desconocido (He
et al., 2008; Nickel, 2005).

En el caso de los parasitos, se postula que las anexinas de parasitos se localizan en la
interfase hospedero-parasito (Cantacessi et al., 2013). Por ejemplo, se ha reportado
que una de las anexinas de Schistosoma mansoni esta estrechamente asociada con el
desarrollo del tegumento, lo cual es bien interesante ya que este se encuentra en la
interfase hospedero-parasito (Tararam et al., 2010).

En el caso particular de E. granulosus la informacion sobre los posibles efectos
biol6gicos de las anexinas es escasa o nula.

Por esta razdn, en este trabajo se realizaron una serie de experimentos centrados
primero en analizar si los protoscoleces de E. granulosus cultivados in vitro, sin ningdn
estimulo en particular, podrian secretar/excretar la EQAXB18. Efectivamente, nuestros
resultados muestran (Figura 18) que los PSC son capaces de secretar/excretar la
EgAxB18 in vitro. Posteriormente, mediante el uso de herramientas bio-informéaticas
realizamos una aproximacion tendiente a discernir las posibles vias de secrecién de
esta anexina. Los predictores informéticos SignalP (Petersen et al.,, 2011) y
SecretomeP (Bendtsen et. al., 2004) (Tabla 5), indican que la EgAXB18 no seria una
proteina secretada por la via clasica, ya que carece de péptido sefial, y tampoco por
una via no clasica. Esta ultima, corresponde a una via de secrecion independiente del
reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi (Tanudji et al., 2002), y por tanto las
proteinas que ingresan a esta via no presentan péptido sefial para la secrecién
(Kuchler et al.,, 1997). Aun asi, Bendtsen et. al., (2004) y Bendtsen et. al., (2005)
desarrollaron un predictor bio-informético capaz de reconocer las proteinas que serian
secretadas por la via no-clasica, basado en su secuencia aminoacidica. La secrecion
no-clasica no esta caracterizada por un Unico mecanismo, sino que corresponde a un

grupo de mecanismos que se clasifican en dos grupos: no vesiculares (ejemplo:
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translocacion directa a través de la membrana plasmatica), y vesiculares (ej: via
lisosomas) (Nickel, 2010). Si bien la anexina B18 no pareceria ser secretada/excretada
por ninguna de las vias mencionadas, existe otro mecanismo que podria explicarlo.
Recientemente, algunos autores han reportado la presencia de anexinas en vesiculas
extracelulares de los pardsitos E. granulosus (Siles-Lucas et al., 2017), E.
multilocularis (Zheng et al., 2017), Taenia crassiceps y Mesocestoides corti (Ancarola
et al., 2017). Particularmente, la anexina de E. granulosus, identificada en exosomas
de liquido hidatico, fue la B20 (Siles-Lucas et al., 2017). Las vesiculas extracelulares
son un grupo de varios tipos de vesiculas, que se distinguen segun su tamafio,
morfologia o composicion proteica/lipidica, siendo las mas caracterizadas las micro-

vesiculas y los exosomas (Colombo et al., 2014).

Por otra parte, Mourglia-Ettlin et. al. (2016b) reportaron que ratones de las cepas
Balb/c y C57BI/6 mostraron tener diferente susceptibilidad a la infecciébn secundaria
por E. granulosus. Efectivamente, los ratones Balb/c mostraron ser significativamente
mas susceptibles a la infeccion que los ratones C57BI/6. Ademas, estos autores han
sugerido que la diferencia en la respuesta de anticuerpos (naturales o inducidos) entre
estas dos cepas de ratones podria dar cuenta, por lo menos en parte, de esta
diferencia de susceptibilidad a la infeccion.

En este contexto, en este trabajo se analizd, seleccionando diferentes puntos
temporales, si los anticuerpos séricos de ratones Balb/c y C57BI/6 infectados eran
capaces de reconocer la rEgAxXB18. Los resultados indican (Figura 20) que los ratones
Balb/c, a diferencia de los ratones de la cepa C57BI/6, montan una respuesta de
anticuerpos IgM e IgG significativa capaz de reconocer la anexina B18 recombinante.
Es importante destacar que la respuesta de anticuerpos detectada es contra la
rEgAXB18, no contra la proteina nativa lo que implica que el reconocimiento de
posibles estructuras glucidicas presentes en la proteina nativa no se detectan en este
sistema. Sin embargo, para poder discernir cual seria la razon de esta diferencia entre
estas dos cepas de ratones por lo menos en el reconocimiento de la rEgAxB18 fue
utilizado el predictor MHC-Il Binding Prediction Results (IEDB) empleando el método
NN-align. Este predictor permite la identificacién de potenciales péptidos que podrian
interaccionar con determinadas moléculas de MHC de clase Il, y a su vez predice la
afinidad entre el péptido y la molécula de MHC IlI. Los resultados sugieren (Tabla 6)
que la Anexina B18 de E. granulosus tiene potenciales epitopes T capaces de un

unirse a moléculas del haplotipo H2-1Ad (Balb/c), pero no a moléculas del haplotipo
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H2-IAb (C57BI/6). Esto podria dar cuenta de la diferencia en el reconocimiento de la

rEgAXB18 entre estas dos cepas de ratones.

Finalmente, para analizar la relevancia de la EgAxXB18 en el establecimiento de la
infeccion experimental, se realizd la transferencia pasiva de sueros de ratones Balb/c
inmunizados con la rEQAXB18 a ratones Balb/c normales, los cuales fueron luego
desafiados por inoculacién de protoscoleces viables. El establecimiento de la infeccion
fue determinado 8 meses pi. Lamentablemente, los resultados obtenidos de estos
ensayos no permitieron sacar ninguna conclusiébn. También en este caso cabe
destacar que los sueros transferidos a los animales en forma pasiva no contienen
anticuerpos capaces de bloquear posibles estructuras glucidicas presentes en la
EgAxB18 nativa. Esto podria afectar significativamente los efectos sobre el resultado

de la infeccion.
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Los glicoconjugados de parasitos juegan un papel importante en la interrelacion
hospedero-parasito. Existen numerosos reportes que sugieren que los glicoconjugados
de los parasitos helmintos son antigénicos, inmuno-dominantes e inmuno-moduladores
(Harn et al., 2009; van Die & Cummings, 2006, van Die & Cummings, 2010).
Particularmente, en E. granulosus se ha reportado que una fraccibn antigénica
enriquecida en carbohidratos, denominada E4°, ha mostrado tener actividades
bioldgicas interesantes (Baz et al., 1999, Baz et al.,, 2008; Dematteis et al., 2001;
Mourglia-Ettlin et al., 2011b).

De manera interesante, en este trabajo mostramos que los efectos de la fraccion E4*
in vivo son similares a los observados in vitro (Dematteis et al., 2001; Mourglia-Ettlin et
al., 2011b). En efecto, E4" tiene la capacidad de: a) unirse a células CD19"
peritoneales normales; b) inducir la secrecibn de IgM totales y c) aumentar la
expresion de las citoquinas IL-10 e IL-6 a nivel local, pero no la de IFNy. Estos
resultados a su vez, tienen cierta similitud con los disparados por el parésito durante la
etapa temprana de la infeccion experimental, aunque la duracion del estimulo durante
la infeccion es una variable a considerar.

Por tanto, estos efectos bioldgicos inducidos por la fraccion E4* podrian sugerir una
posible participacion de alguno de sus componentes, en mecanismos asociados con
evasion/modulacién de la respuesta inmune del hospedero. En consecuencia, resulta
relevante identificar que antigenos componen esta fraccidon. En este trabajo se mostré
que la fraccién E4": a) es una fraccion compleja en glicoproteinas, aunque menos que
el PSA; b) posee tres componentes que son reconocidos por la lectina ConA; c)
algunos de sus componentes son reconocidos por la lectina WGA; y d) la anexina B18
es una proteina constitutiva de esta fraccién (y por ende PSA).

En cuanto a las estructuras glucidicas, los resultados obtenidos son interesantes y
consistentes con algunas estructuras propuestas Khoo et al., (1997). Pero es claro que
estudios mas rigurosos y sistematicos deberian realizarse.

El hecho de haber identificado la anexina B18 como uno de los componentes de la
fraccion E4", es un resultado bien importante, ya que se ha propuesto que las
anexinas de parasitos podrian estar asociadas a funciones relevantes en la

interrelacién hospedero-parasito (Cantacessi et al., 2013; Yan et al., 2008).

En este contexto, en este trabajo se clono, expresé y purificd la forma recombinante de
la EgAXB18, para posteriormente, emplearla en algunos estudios funcionales. En

primer lugar se analiz6 la capacidad inmunogénica de la rEgAxB18 en ratones de la
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cepa Balb/c, mostrando que se produce una respuesta significativa de anticuerpos IgM
e IgG especificos. Por otra parte, observamos que la rEQAXB18 es capaz de unirse a
células CD19" peritoneales normales con un porcentaje similar al mostrado por la
fraccion E4".

Algunas anexinas de parasitos se han localizado en esta inter-fase hospedero-parasito
(Cantacessi et al., 2013; Song et al., 2016). En este trabajo, hemos mostrado que los
PSC en cultivo son capaces de secretar/excretar la EgAxB18 (Figura 18). Los
resultados obtenidos a partir de la utilizacion de herramientas bio-informéticas
sugieren que la EgAxB18 no seria secretada por la via clasica, o por una via no
clasica. Sin embargo, esta anexina podria ser secretada/excretada en vesiculas
extracelulares, de manera similar a lo reportado en el caso de la anexina B20 de E.
granulosus (Siles-Lucas et al., 2017), y de otras anexinas de los pardsitos, por
ejemplo, E. multilocularis (Zheng et al., 2017), Taenia crassiceps y Mesocestoides
corti (Ancarola et al., 2017).

Dado que la EQAXB18 es excretada/secretada por los PSC (al menos in vitro), podria
plantearse hipotéticamente que estaria expuesta al sistema inmune del hospedero
durante la infeccibn secundaria experimental y en consecuencia generar una
respuesta de anticuerpos especifica.

En este contexto, considerando que las cepas de ratones Balb/c y C57BI/6 muestran
diferente susceptibilidad a la infeccion (Mourglia-Ettlin et. al. 2016b) y que ademas
esta diferencia podria estar relacionada con diferencias en los anticuerpos naturales e
inducidos, en este trabajo se analiz6 la presencia de anticuerpos séricos en ratones
Balb/c y C57BI/6 infectados, capaces de reconocer la rEgAXB18. Interesantemente,
s6lo se detectaron anticuerpos IgM e IgG contra la rEgAXB18 en la cepa de ratones
mas susceptible (Balb/c) a la infeccion secundaria por E. granulosus. En este sentido,
los predictores bio-informaticos, indican que la EQAXB18 tiene potenciales epitopes T
capaces de interactuar con moléculas del haplotipo H2-IAd (Balb/c), pero no a
moléculas del haplotipo H2-1Ab (C57BI/6).

En suma, la anexina B18 de E. granulosus resulta una proteina con caracteristicas

bien interesantes, aunque deben realizarse varios estudios, tanto in vitro como in vivo,

gue permitan comprender mejor sus posibles funciones bioldgicas.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas a futuro, relacionadas con este trabajo, seria bien interesante
profundizar el andlisis de la anexina B18 de E. granulosus en base a tres criterios:
estructural, localizacion y funcionalidad. Desde el punto de vista estructural, habria que
realizar estudios sisteméticos sobre los potenciales tipos de glicosilacién. En relacién a
su localizacién se deberia analizar si: i) la EgAXB18 es excretada/secretada mediante
vesiculas extracelulares; y ii) esta Anexina se localiza por ejemplo, en el tegumento del
protoscolex. Finalmente, a nivel funcional, se deberia profundizar en la interaccion de

la EgAXB18 con las células peritoneales y sus efectos sobre las mismas.
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