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BMDCs — Células dendriticas murinas derivadas de médula dsea
CDAP-BF, - Ciano-4-dimetil-amino-piridinio tetrafluoro borato

CLR — Receptor Lectina Tipo C

CTL — Linfocito T CD8* citotdxico

DC-SIGN — Receptor de ICAM3 no integrina especifico de células dendriticas
DCIR — Inmunoreceptor de células dendriticas

EGTA — Acido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N'N'-tetraacético
EDTA — Acido etilendiaminotetraacético

Fc — Fraccion constante de inmunoglobulinas

FhTE — Extracto total de gusanos adultos de Fasciola hepatica
FhmPox — FhTE oxidado con meta-periodato de sodio

FhCB — Control de oxidacidon con meta-periodato de sodio — Tratado Unicamente con
borhidruro de sodio.

GalNAc/GIcNAc — N-acetil Galactosamina / N-acetil Glucosamina
GAPDH - Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GM-CSF — Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos y Monocitos
IL- — Interleuquina

IFNy — Interferédn gamma

IRF4 — Factor 4 regulador de interferén

LPS — Lipopolisacarido — Ligando de TLR4

MFI — Media de intensidad de fluorescencia

MGL — Lectina de macrofagos especifico para Gal/GalNAc

MHC — Complejo Mayor de Histocomaptibilidad

moDCs — Células dendriticas humanas derivadas de monocitos

MR — Receptor de Manosa

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

NEJ — Juveniles recién desenquistados

OMS — Organizacién Mundial de la Salud

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

PD-L1/2 - Ligandos de PD-1

PECs — Células del exudado de la cavidad peritoneal

PRR — Receptor de reconocimiento de patrones

TCR — Receptor de Linfocitos T

TGFB — Factor de crecimiento tumoral beta

Th — Linfocito T CD4* colaborador

TNFa — Factor de necrosis tumoral alfa

TLR — Receptor de tipo Toll
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Los parasitos helmintos expresan diferentes glicoconjugados en su superficie y liberan

productos de excrecidn-secrecion ricos en diferentes glicanos que pueden ser muy importantes
en su ciclo de vida, infeccidn y patologia. Evidencias recientes sugieren que los glicoconjugados
de parasitos helmintos podrian desempefiar un papel en la evasion de la respuesta inmune, lo
que lleva a una polzarizacién de las respuestas inmunes hacia un perfil Th2 modificado, que
favorece la supervivencia del pardsito en el hospedero. Sin embargo, existe poca informacién
sobre la naturaleza o funcién de glicanos producidos por el trematodo Fasciola hepatica, el
agente causante de la fasciolosis en nuestro pais. En esta tesis, se investigd si las moléculas
glicosiladas de F. hepatica participan en la modulacion de la inmunidad del hospedero,

enfocandonos en las células dendriticas.

Nuestros resultados indican que glycoconjugados de F. hepatica son capaces de promover la
produccion de IL-4 e IL-10, al igual que suprimir de la produccién de IFNy. Durante la infeccidn,
este parasito es capaz de inducir un fenotipo semi-maduro en células dendriticas que expresan
bajos niveles de MHCII y secretan IL-10. Ademas, se observd que los glicoconjugados parasitarios
median la modulacién de la maduracién de células dendriticas inducida por LPS, ya que su
oxidacién con m-periodato de sodio restaura la capacidad de las células dendriticas tratadas con
LPS para secretar altos niveles de las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 e 1L-12/23p40 y bajos
niveles de la citoquina antiinflamatoria IL-10. Los ensayos de inhibicién utilizando carbohidratos
sugieren que la modulacién inmune estda mediada, al menos en parte, por el reconocimiento de

CLRs especificos de manosa y mediante la senalizacidn a través de la fosfatasa SHP2.

Con el fin de identificar las estructuras glucidicas que median este efecto, se utilizaron
glicosidasas especificas especificas (a-manosidasa y B-galactosidasa), que fueron inmovilizadas
sobre nanoparticulas magnéticas. La eficacia de las glicosidasas inmovilizadas se demostré
mediante el estudio de la degalactosilacién y demanosilacion selectiva de glicoproteinas
modelo. Por ultimo, la desglicosilacion especifica de un extracto total del parasito nos permité

mostrar la importancia de glicanos manosilados en la induccién de Th2 durante la infeccion.

Ademds, se evaluaron las propiedades inmunomoduladoras de los glicanos de F. hepatica sobre
células dendriticas humanas, mostrando que éstos son capaces de aumentar la produccién de
las citoquinas IL-10 e IL-27p28 inducidas por ligandos de TLR. Asimismo, se observd que las
propiedades inmunomoduladoras de glicanos estan mediadas DC-SIGN, que reconoce glicanos
pararasitarios que contienen fucosay manosa. Por otra parte, los glicoconjugados de F. hepatica

inducen a través de DC-SIGN un programa regulador sobre las células dendriticas, capaces de
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disminuir la proliferacién de células T alogénicas, lo cual pone de manifiesto el papel de DC-SIGN
en la regulacién de la respuesta inmune innata y adaptativa por F. hepatica. Por ultimo, se
observd que un homdlogo murino de DC-SIGN, CD209a, limita la produccién de IL-12 por BMDCs

pero no influye en su capacidad de estimular linfocitos T CD4*.

Por otro lado, se observé un efecto diferente en las células dendriticas cuando se utilizan
ligandos parasitarios inmovilizados. Nuestros resultados sugieren que el antigeno Tn expresado
en la superficie de F. hepatica puede modular la maduracion de las células dendriticas inducida
por ligandos de TLR, en un proceso mediado por hMGL, conduciendo a un aumento en la
produccion de IL-10 y TNFa, y a la capacidad de dichas células de polarizar respuestas Th2.
Asimismo, se observd que células CD11lc* mMGL2* F4/80"°% son reclutadas al peritoneo de
ratones infectados, las cuales expresan las citoquinas reguladoras IL-10, TNFa y TGFB, al igual
que una variedad de marcadores asociados a la regulacion del sistema inmune y presentan una

menor capacidad estimuladora de linfocitos T alogénicos.

Los resultados presentados aqui contribuyen a comprender mejor la funcidn de las moléculas
glicosiladas de F. hepatica en la modulacion de la inmunidad del hospedero y podrian ser utiles

en el disefio de vacunas contra la fasciolosis.
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Helminths express various carbohydrate-containing glycoconjugates on their surface, and they

release glycan-rich excretion/secretion products that can be very important in their life cycles,
infection and pathology. Recent evidence suggests that parasite glycoconjugates could play a
role in the evasion of the immune response, leading to a modified Th2-polarized immune
response that favors parasite survival in the host. Nevertheless, there is limited information
about the nature or function of glycans produced by the trematode Fasciola hepatica, the
causative agent of fasciolosis. In this thesis, we investigated whether glycosylated molecules
from F. hepatica participate in the modulation of host immunity. We also focus on dendritic
cells, since they are an important target of immune-modulation by helminths, affecting their

activity or function.

Our results indicate that glycans from F. hepatica promote the production of IL-4 and IL-10,
suppressing IFNy production. During infection, this parasite is able to induce a semi-mature
phenotype of DCs expressing low levels of MHCII and secrete IL-10. Furthermore, we show that
parasite glycoconjugates mediate the modulation of LPS-induced maturation of the dendritic
cells since their oxidation restores the capacity of LPS-treated dendritic cells to secrete high
levels of the pro-inflammatory cytokines IL-6 and 1L-12/23p40 and low levels of the anti-
inflammatory cytokine IL-10. Inhibition assays using carbohydrates suggest that the immune-
modulation is mediated, at least in part, by the recognition of a mannose specific-CLR that

signals by recruiting the phosphatase Php2.

In order to evaluate the role of manose and galactose of parasite glycans in mediated the
observed immunomodulation, we used specific glycosidases. To this end, we immobilized -
galactosidase from Asperillus oryzae and a-mannosidase of Canavalia ensiformis onto agarose
and magnetic nanoparticles. Both of them are relevant tools for glycomic analysis. -
galactosidase for selective removal of terminal § 1-4 galactose and o- mannosidase for selective
removal of o 1-2, o 1-3 and a 1-6 terminal mannoses. The effectiveness of the immobilized
glycosidases was proved by studying the selective degalactosylation and demannosydation of
model glycoproteins. Finally, the specific deglycosylation of a total extract of the parasite
allowed us to show the importance of mannosylated glycans in the induction of Th2 during the

infection.

We also evaluated the immunomodulatory properties of F. hepatica glycans on human
monocyte derived dendritic cells (moDCs), demonstrating that they induce a strong production

of TLR-induced IL-10 and IL-27p28. Furthermore, we show that the immunomodulatory
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properties of glycans are mediated by DC-SIGN binding, which recognizes both mannose and
fucose-containing parasite glycans. In addition, parasite glycans induce regulatory moDCs via
DC-SIGN that decrease allogeneic T cell proliferation, highlighting the role of DC-SIGN in the
regulation ofinnate and adaptive immune responses by F. hepatica. Finally, we demonstrate the
murine DC-SIGN, CD209a, limits the production of IL-12 by BMDCs but does not influence T cell

stimulatory capacity of DCs.

Interestingly, a different effect is observed when parasitic ligands coated on plates are used to
stimulate dendritic cells. Our results suggest that the Tn antigen expressed in the surface of F.
hepatica can modulate the TLR2-induced maturation of moDCs in a process mediated by hMGL
by up-regulating the production of IL-10 and TNFa. Furthermore, we show that MGL2* CD11c*
F4/80'" cells are recruited to the peritoneum of infected-mice. Interestingly, these cells express

the regulatory cytokines IL-10, TNFa and TGFB and a variety of regulatory markers.

The results presented here contribute to the understanding of the role of parasite glycosylated
molecules in the modulation of the host immunity and might be useful in the design of vaccines

against fasciolosis.
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Introduccion

Fasciola hepatica

Generalidades

La palabra “helminto” (derivada del griego €\uwvBog) se utiliza como una denominacidon no
taxondémica de un grupo diverso de organismos conocidos comunmente como gusanos, ya sea
parasitos o de vida libre. Existen dos grupos principales en los cuales se pueden clasificar los
helmintos: los nematodos (también conocidos como gusanos redondos) y los platelmintos

(gusanos planos).

Los parasitos helmintos representan un gran problema de salud publica a nivel mundial. Se
estima que cerca de un tercio de la poblacién mundial se encuentra infectada por parasitos
helmintos, siendo los mas prevalentes aquellos que se muestran en la Tabla 1.1 [1]. De hecho,
representan el principal agente infeccioso en paises en vias de desarrollo, y se calcula que su
impacto a nivel mundial sobre la salud publica supera a enfermedades mas estudiadas, como la
malaria o la tuberculosis [1]. A esto hay que sumarle el impacto negativo que las infecciones por
parasitos helmintos tienen sobre animales productores, conduciendo a enormes pérdidas
econdmicas a nivel global [2]. A pesar de todo ésto, estas enfermedades han sido generalmente
consideradas como secundarias y el apoyo a programas de investigacion y desarrollo ha sido
relegado, considerdndose hoy por hoy como las principales “enfermedades tropicales

desatendidas” [1].

Tabla 1.1. Principales helmintiasis: Prevalencia mundial y distribucién. Extraido de [1].

Enfermedad Agente Etiolégico Prevalencia Mundial Regiones con alta prevalencia
Geohelmintiasis

Ascariasis Ascariasis lumbricoides 807 milliones Regiones en desarrollo de Asia, Africa, y América Latina
Tricuriasis Trichuris trichiura 604 milliones Regiones en desarrollo de Asia, Africa, y América Latina

Necator americanus 576 milliones Regiones en desarrollo de Asia, Africa, y América Latina
Ancylostoma duodenale (Especialmente éreas rurales pobres)

30-100 milliones Regiones en desarrollo de Asia, Africa, y América Latina
(Especialmente &reas rurales pobres)

Anquilostomiasis

Estrongiloidiasis Strongyloides stercoralis

Filariasis

Filariasis Wuchereria bancrofti 120 milliones Regiones en desarrollo de India, Sudeste Asiatico,
linfatica Brugia malayi y Africa sub-Sahariana
Oncocercosis Onchocerca volvulus 37 milliones Africa sub-Sahariana

Loiasis Loaloa 13 milliones Africa sub-Sahariana
Dracunculiasis Dracunculus medinensis 0.01 million Africa sub-Sahariana

Plathelmintos
Esquistosomiasis

Trematodiasis
transmitida por
alimentos

Cisticercosis

Schistosoma haematobium
Schistosoma mansoni
Schistosoma japonicum
Clonorchis sinensis
Opisthorchis viverinni
Paragonimus spp.
Fasciolopsis buski
Fasciola hepatica

Taenia solium

207 milliones

>60 milliones

0.4 million

(S6lo América Latina)

Africa sub-Sahariana

Africa sub-Sahariana y este de Brasil

China and Sudeste Asiatico

Regiones en desarrollo Este Asiatico
Altiplano Peru-Bolivia

Regiones en desarrollo de Asia, Africa, y América Latina

y Africa sub-Sahariana

. . Pagina | 3



. . | Introduccion

La fasciolosis es una parasitosis zoondtica causada por los helmintos del género Fasciola, siendo
el parasito Fasciola hepatica considerada la causa principal debido a su amplia distribucidon
mundial, mientras Fasciola gigantica se encuentra restringido principalmente al sur/sudeste

asiatico y a regiones tropicales de Africa (Figura 1.1).

$8 Fasciola hepatica
8 rasciola gigantica

8 Ambas especies
Figura 1.1. Distribucion mundial de Fasciola hepatica y Fasciola gigantica, parasitos causantes de la fasciolosis.

Adaptado de [3].

La fasciolosis ha sido tradicionalmente reconocida por sus efectos a nivel veterinario, con un
importante impacto econémico a nivel mundial con pérdidas estimadas en mds de 3000 millones
de délares anuales, principalmente por disminucion en la produccion de leche, carne y lana, el
decomiso de higados y carne y el costo de las drogas fasciolicidas [2, 4]. Por el contrario, la
fasciolosis humana ha pasado desapercibida durante décadas, siendo considerada como una
enfermedad secundaria [2, 4]. Es a partir de la década de los 90 que la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) decide profundizar en este tema debido a la aparicidon de reportes que sugerian
que la infeccion por Fasciola spp. era mds frecuente de lo pensado hasta ese momento,
particularmente en el altiplano boliviano [2, 4]. De hecho, actualmente la OMS estima que la
fasciolosis humana afecta a mas de dos millones de personas y que cerca de 180 millones estan

en riesgo de infeccioén [2, 5].
Ciclo bioldgico

Al igual que otros parasitos helmintos, Fasciola hepatica posee un ciclo de vida complejo que
presenta varios estadios (Figura 1.2). Involucra, asimismo, dos hospederos: uno intermediario
(caracoles de agua dulce) y uno definitivo (mamifero herbivoro o el hombre). Este ultimo se
infecta al ingerir vegetales contaminados con estadio infectivo: las metacercarias, una forma

quistica resistente del parasito. El pasaje por el estdmago estimula su desenquistamiento, para

. . Pagina | 4



. . | Introduccion

dar origen a los juveniles recién desenquistados en el duodeno. Estos, atraviesan la pared
intestinal y migran a través de la cavidad peritoneal hasta alojarse en el higado, donde migran
por el parénquima durante 8-12 semanas como juveniles inmaduros hasta llegar a los

canaliculos biliares, donde madura y se aloja el estadio maduro [6, 7].

Una vez llegada a su madurez, F. hepatica es capaz de producir una gran cantidad de huevos,
estimado en 20.000-24.000 huevos por gusano por dia, que son eliminados en las heces del
hospedero definitivo [8]. La eclosidn de los huevos se produce en agua, donde surge el miracidio,
capaz de infectar al hospedero intermediario, un caracol de agua dulce [6, 7]. En nuestro pais,
la especie Lymnea viatrix es la Unica con relevancia epidemioldgica [9]. Una vez en el caracol, se
desarrolla y, mediante reproduccién asexuada, forma redias, que posteriormente daran origen
a las cercarias, capaz de abandonar el caracol para finalmente perder la cola y enquistarse,
dando lugar a la forma infectiva, la metacercaria, la cual generalmente se adhiere ala vegetacion
(Figura 1.2) [6, 71.
Hospedero definitivo

Ingesta de metacercaria ) / ]

M Metacercarias
e .. desenquistan
enel duodeno

La cercaria abadona

el caracol y se enquista
para convertirse en
metacercaria

Adultos

‘»K'/’,/
). \(/ S

§ ) Los Juveniles Recién Desenquistados

W / - atraviesan la pared intestinal para

: /4 — ! ~ luego penetrar el higado a través
N > de la capsula de Gilsson.

Los parasitos adultos se alojan
en los canaliculos biliares

Miracidio penetra
el caracol donde se
desarrolla a Cercaria

Los huevos se

las heces \ @ \\\

d )

Figura 1.2. Ciclo bioldgico de Fasciola hepatica. El ciclo bioldgico de Fasciola hepatica requiere de 2 tipos de
huéspedes: el definitivo, que pueden ser animales herbivoros (bovinos, ovinos, caprinos, suinos, equinos, conejos,
liebres, venados, otros) o el humano; o intermediario, los caracoles pulmonados de agua dulce del género Lymnea
spp. (i) Estadio infectivo del parasito. (d) El diagndstico puede realizarse mediante la observacién de huevos en un

coproparasitario. Modificado de microbeworld.org
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Control y tratamiento

La estrategia mds importante desarrollada actualmente en los planes de tratamiento de la
enfermedad, consiste en el empleo de drogas fasciolicidas, para minimizar la contaminacion de
los pastos con huevos [10]. A pesar de que los farmacos empleados son efectivos, no evitan el
dafio hepdtico producido y los animales no desarrollan inmunidad protectora por lo que se re-
infectan facilmente. Por otro lado, se han reportado cepas con resistencia frente al principal
farmaco antihelmintico, el Triclabendazol, principalmente en Europa, provocando Ila

disminuciéon de su eficacia [11, 12].

En este contexto, el desarrollo de estrategias de inmunoprofilaxis contra la fasciolosis resulta de
gran interés. Sin embargo, éste hecho se ve dificultado ya que tanto en animales como humanos,
los parasitos helmintos, como F. hepatica, establecen infecciones crénicas de larga duracién,
con una desregulacién de la respuesta inmune del hospedador [13]. De hecho, hasta la fecha no
existen a nivel comercial vacunas disponibles contra los principales helmintos parasitos y en
particular contra F. hepatica [2, 14]. Por lo tanto, resulta fundamental poder dilucidar los
mecanismos de inmunomodulacién de éste pardsito y los actores moleculares que participan en

estos procesos.
Sistema Inmunolégico del hospedero definitivo

El sistema inmunoldgico es el conjunto de estructuras y procesos bioldgicos encargados de
defender al organismo de microorganismos agresores, entre otras funciones. El mismo esta
compuesto de una compleja red de células, tejidos y drganos capaces de distinguir entre
estructuras presentes en células y tejidos de individuos sanos, y estructuras ajenas o asociadas
diferentes patologias, para posteriormente desarrollar respuestas que permiten el ataque vy
eliminacién de estas Ultimas. Este sistema es exitoso en esta batalla, lo que se evidencia en que
s6lo en contadas ocasiones se presentan infecciones que resulten clinicamente evidentes, a
pesar de estar en contaste exposicidn a diferentes agentes potencialmente patogénicos. De
hecho, aun en casos donde éstas se produzcan, el ulterior desarrollo de respuestas inmunes aun
mas complejas son capaces de contener y resolver la infeccidn, contribuyendo a mantener la

homeostasis [15].

Sin embargo, aun en ausencia de deficiencias en el sistema inmune de un individuo, éste no
siempre es capaz de contener el ataque de los patdgenos a los que esta expuestos, lo cual

desencadena complicaciones para la salud. De hecho, diversos patdgenos han evolucionado
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hasta adquirir sofisticadas estrategias para evadir las respuestas inmunes del hospedero, lo que

hace auin mas complejo el panorama [15].

En la presente seccidon, expondremos una breve resefia del sistema inmunolégico y como éste

puede desarrollar una variedad de tipos de respuesta dependiendo, en parte, del tipo de

respuesta en funcién del patdégeno en cuestidon. Asimismo, discutiremos cémo estructuras

glucidicas son capaces de moldear respuestas inmunes mediante su interaccién con receptores

especificos, desencadenando una gran variedad de efectos. Por ultimo, veremos como los

parasitos helmintos son capaces de modular la respuesta inmune del hospedero, para favorecer

asi su sobrevida vy la persistencia de la infeccidn; y repasaremos lo reportado hasta el momento

sobre el rol de la glicosilacién en dichos procesos.

Las células dendriticas: orquestadores esenciales para la activacion de la respuesta

inmune adaptativa

Tradicionalmente, los inmundlogos han clasificado las respuestas inmunes en dos tipos:

respuestas inmunes innatas y respuestas inmunes adaptativas, cuyas principales caracteristicas

se enumeran en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Principales caracteristicas de la inmunidad adaptativa y de la inmunidad innata.

Innata

Adaptativa

Tiempo de
respuesta

Minutos / horas

Dias / semanas

Células principales

Macrofagos, células asesinas
naturales (NK), granulocitos,
monocitos

Linfocitos T (CD4* y CD8*) vy
Linfocitos B.

Codificados en linea germinal
(definidos en el genoma).
Receptores de membrana:

e Receptores tipo Toll (TLR)

e Receptores tipo NOD (NLR)

Variable por recombinacion

e Receptor de linfocitos T (TCR)
e Receptor de linfocitos b (BCR)
e Inmunoglobulinas

Receptores e Lectinas tipo C (CLRs)

Solubles:

e Ficolinas

e Colectinas

e Diversas Lectinas

El mismo receptor (con igual | Cada célula tiene un receptor con
Clonalidad especificidad) puede encontrarse | especificidad Unica.

en varias células.
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Sin embargo, si bien esta divisién es sumamente util desde el punto de vista conceptual y
didactico, debemos tener en claro que ambos sistemas se encuentran estrechamente enlazados.
De hecho, en la ultima década se han identificado una gran variedad de tipos celulares que
presentan caracteristicas asociadas tanto a lainmunidad innata como a la inmunidad adaptativa,

lo que evidencia la complejidad del sistema inmune [16-18].

Las células dendriticas, las mas eficientes células presentadoras de antigenos [19], constituyen
un link entre la inmunidad innata y adaptativa. Estdn especializadas en la identificacion de
moléculas derivadas de patdgenos o de células alteradas, asi como en la captura de antigenos,
siendo capaces de dirigir la respuesta inmune y de determinar el tipo de respuesta adaptativa
inducida contra un antigeno [19]. La capacidad de presentacion antigénica por las células
dendriticas es particularmente remarcable ya que son las Unicas células capaces de activar
linfocitos T naive (virgenes), induciendo su activacién a linfocitos T efectores (Figura 1.3) [19,
20]. Luego de reconocer e internalizar moléculas exdgenas en la periferia, las células dendriticas
se activan durante el curso de una reaccién inflamatoria local y migran por el sistema linfatico o
sanguineo alos drganos linfoides secundarios en donde completan su maduracién. Este proceso
se encuentra acompanado por la pérdida de la capacidad de capturar antigenos, la produccidon
de citoquinas pro-inflamatorias, el aumento de la expresién de moléculas co-estimuladoras
(CD40, CD80, CD86) asi como el complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC Il)y la

adquisicion de la capacidad de activacion de los linfocitos T (Figura 1.3) [20].

Asimismo, durante este proceso, las proteinas internalizadas por las células dendriticas son
digeridas por una maquinaria proteolitica, lo que conduce a la generacién de péptidos
antigénicos que son capaces de unirse a las moléculas de MHC de clase |, mediante el proceso
de cros-presentacién, y MHC de clase I, en un mecanismo denominado procesamiento y
presentacidn de antigeno. Una vez en los érganos linfoides secundarios, los linfocitos T pueden
reconocer estos complejos MHC-péptido a través del receptor de linfocitos T (TCR), lo que
representa la primera sefial para su activacién. Requieren ademds de una segunda sefal,
proveniente de las moléculas co-estimuladoras presentes en las células dendriticas. Estas
moléculas son una sefial de peligro, que indican la necesidad de desarrollar una respuesta

inmune y, por lo tanto, la activacion de linfocitos.
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B

Monitoreo de tejidos periféricos
Interaccion e internalizacion de
patégenos y/o moléculas
derivadas de los mismos

Linfocitos T
virgenes

Organos
Linfoides
Secundarios

Maduracion
T Presentacion de antigenos
en MHCI (@) y MHCII @)
T Moléculas co-estimuladoras@®
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Figura 1.3. Principales etapas en la activacion de linfocitos T por parte de células dendriticas. Las células dendriticas

se encuentran realizando un monitoreo continuo de los tejidos periféricos, y son capacez de reconocer estructuras

presentes en patdgenos o células alteradas. La interaccién e internalizacion de dichas estructuras por las células

dendriticas conduce a su maduracién y migracion hacia los 6rganos linfoides secundarios. Alli son capaces de activar

linfocitos T, mediante la interacciéon de los complejos MHC-péptdido con los receptores de linfocitos T (TCR) y las

moléculas co estimuladoras con el receptor CD28.
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Es importante mencionar aqui que los linfocitos T pueden ser divididos en dos poblaciones
mayoritarias: aquellos que presentan el co-receptor CD8 o las que poseen CD4 (llamados
ademas como linfocitos colaboradores). Dichas poblaciones presentan funciones efectoras
diferentes y complementarias. Los linfocitos CD8* reconocen complejos MHC I-péptido para
diferenciarse en células efectoras citotdxicas que reconocen y destruyen a las células infectadas
o tumorales. Por otro lado, los linfocitos colaboradores CD4* presentan un repertorio mas
flexible de actividades efectoras. Una vez que son activadas por reconocimiento de complejos
MHC Il — péptido, pueden diferenciarse por distintas vias que generan subgrupos efectores con
diferentes funciones inmunitarias. Cada tipo de respuesta inmune adaptativa inducida se asocia
a un perfil de citoquinas determinado, que inducird la produccién y activacidon de una serie de
actores celulares y/o moleculares destinados a atender diferentes situaciones de infeccion
(Tabla 1.3) [21]. En la presente tesis, nos referiremos principalmente a la subpoblacion CD4%,

salvo se aclare lo contrario.

Tabla 1.3. Principales etapas en la activacion de linfocitos T por parte de células dendriticas. Extraido de [22].

Células T CD8 Células T,1 CD4 Células T,2 CD4 Células T,17 CD4 Células T reguladoras
citotoxicas CD4 (diversos tipos)
Tipos de células T efectoras @
Activacién de .
Principales funciones en la , i macrofagos infectados A:ﬁadéa :ﬁzﬁgmisdi Intensificacion Supresion de
respuesta inmunitaria Dp:}lrutccdmn de células ||| ayida a las células B agiicuerpl:)s o especil de Ia respuesta respuestas de
adaptativa infectacas por viris para la produccion ol cambio a IgE de neutrofilos células T
de anticuerpo
Microorganismos que
Virus (p. ej. persisten en vesiculas Bacterias
Patbgenos contra los influenza, rabia, de macréfagos (p. ¢f Helmintos extracelulares
que actian viruela bovmq) mmpbaﬂer_las, Lrsterrgi, (0. ¢j. Salmonelta
Algunas bacterias Leishmania donovani, ) énren‘c 2)
intracelulares Pneumocystis carinii)
Bacterias extracelulares

Las células dendriticas juegan un papel preponderante en la activacién de las células T. Estas
inducen el desarrollo de diferentes fenotipos de células T dependiendo de la naturaleza de la
célula dendritica y cuales son los receptores a través de los cuales interacciona conlos patégenos
involucrados, derivando en un perfil de citoquinas, moléculas de membrana y/o co-receptores
caracteristicos, conduciendo a la diferenciacién de linfocitos T cooperadores a tipo-Thl, -Th2 o
-Th17 [21]. De hecho, se ha reportado que diferentes patdégenos son capaces de activar
determinadas sub-poblaciones de células dendriticas, conduciendo a la activacién de alguna
rama particular de linfocitos colaboradores (Figura 1.4) [23]. De esta forma, se ha visto que
respuestas de linfocitos T CD8* citotdxicos (CTL) son inducidas por células dendriticas CD8a*

dependiente de Batf3y células dendriticas CD103* (ratén) y su contraparte CD141* en humanos.
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La inmunidad mediada por Thl requiere la estimulacion de la subpoblacién de células
dendriticas dermales (dCDs) CD207* CD103*. Respuestas Th1l7 son inducidas por células
dendriticas CD103* CD11b* al igual que por células de Langerhans en ratén, mientras que en
humano éste tipo de respuesta es inducido por células dendriticas CD1c*. Finalmente, la
inmunidad mediada por respuestas Th2 requiere células dendriticas CD301b* CD11b*
dependiente de IRF4 (ratdn). Estas células representan la mayoria de células dendriticas
dermales (dCD) y son distintas alas CD207* CD103*. En contraste, células de Langerhans inducen

Th2 ex vivo (Figura 1.4) [23].

. : : Polarizacion
Patogeno === Sensor == PRR == Citoquinas = .
linfocitos
RLR Typel
@ TLR3 ——» interferons ——5 @ CTL
CD8a* CD103* CDs E[E; IL-6
Virus dependiente de Batf3 (ratén) I-18 IFN-y
CD141*CDs (humano) AIM2

Células dendriticas
plasmocitoides

- IL-12
L]
& Bacteria TR — e Ty
= 2 NLR IL-18
§ > IFN-y
i
Protozoa CD207*CD103*dCDs
dependiente de Batf3
8 =
é Bacteria Dectins I:_l__263
§ P R e W B @THW
Z  Fungi , NLR
Células de Langerhans TGF- B IL-17
CD103*CD11b* CDs
dependiente de IRF4
(raton)
CD1c*CD11b*
(humano)
oo h IL-4
t CD301+CD11b* CDs IILI:-153
Helmintos dependien,te de IRF4
Al (raton)
Sehes Células de Langerhans
Venenos (humano)

Figura 1.4. Las células dendriticas son capaces de instruir diferentes fenotipos de linfocitos T. Diversos estudios han
sugerido una relacion entre el subtipo de célula dendritica y el tipo de polarizacion de linfocitos T. Diversas
subpoblaciones de células dendriticas pueden interaccionar con diferentes patégenos a través de receptores de
reconocimientos de patdgenos especificos (PRR, por su sigla en inglés), lo cual conduce a la expresion de diferentes
citoquinas. Dichas citoquinas son capaces luego de estimular la polarizacién de linfocitos T hacia diferentes ramas.

Extraido de [23].

. . Pagina | 11



. . | Introduccion

Sin embargo, existen también células dendriticas reguladoras con funciones de induccion de
tolerancia o de diferenciacion de linfocitos T reguladores [19]. Se ha visto que dichas células
dendriticas comparten la capacidad de regular o inhibir la activacién de células T efectoras, de
inducir anergia y/o de inducir y promover el desarrollo y la expansién de células T reguladoras

[24].

Por lo tanto, las células dendriticas constituyen un linaje celular plastico, capaz de procesar e
integrar sefiales del microambiente celular. Bajo condiciones pro-inflamatorias las células
dendriticas estimuladoras promueven una respuesta inmune efectiva estimulando la
proliferacién de células T y moldeando la respuesta de células T hacia fenotipos Thl, Th2 o Th17.
Esto le permite al sistema inmune eliminar patdgenos y células alteradas. En un microambiente
tolerogénico, las células dendriticas adquieren funciones reguladoras, suprimiendo la activacién

de células Ty favoreciendo la infeccidén por patégenos [20].

Inmunomodulacion por pardsitos helmintos

Los parasitos helmintos representan uno de los agentes infecciosos mas prevalentes en el
mundo, lo cual es fiel reflejo de su capacidad de modular la respuesta inmune protectora del
hospedero [13, 14, 25]. Han co-evolucionado con el sistema immune de los vertebrados, lo que
ha llevado a desarrollar sofisticadas estrategias que permiten una mayor sobrevida de los
gusanos en el hospedador infectado [26]. La infeccion por éste tipo de pardsitos representa un
gran desafio para nuestro sistema inmune, tanto por el tamafio del organismo patégeno como
por su capacidad de producir moléculas inmunomoduladoras, que le permiten evadir el ataque

por parte del hospedero [27].

Inducen clasicamente una respuesta inmune de tipo Th2 modificada, pudiendo suprimir
respuestas inflamatorias, ocasionando que el hospedero posea mayor susceptibilidad a
infecciones secundarias que requieren una inmunidad Thl [28-31]. De hecho, se ha reportado
que la fasciolosis se asocia con un aumento de la susceptibilidad a infecciones por Salmonella
dublin o Bordetella pertussis y que, ademas, reduce la capacidad predictiva de un test deteccién
de la tuberculosis bovina basado en la produccién de INFy especifica contra Mycobacterium

bovis [31-33].

Se han identificado cistein-proteasas secretadas por el adulto de F. hepdtica capaces de clivar
los anticuerpos IgG, en un sitio préximo al sitio de corte de la papaina [34]. En humanos se ha

caracterizado la accién de dos subtipos de catepsinas del pardsito (L1 y L2) en la degradacidn de
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las diferentes subclases de anticuerpos 1gG [35] hecho que contribuiria a la evasion del sistema
inmune del hospedero por parte del parasito. Por otro lado, se ha descrito que la proteasa
catepsina L de F. hepatica previene la adhesidn de los eosinéfilos a los estadios juveniles recién

desenquistados (NEJ) [36].

Asimismo, en la Ultima década numerosos estudios han reportado que la infeccién con parasitos
helmintos reduce los sintomas en modelos animales de enfermedades autoinmunes vy alergia
[37-44]. De hecho, pacientes con escleriosis multiple que presentan infecciones con pardsitos
helmintos presentan una enfermedad menos servera, lo cual estd asociado a un mayor nimero
de linfocitos T reguladores [45]. Interesantemente, dicha mejoria en los sintomas de esclerosis
multiple se pierde una vez que los pacientes son tratados con drogas anti-helminticas [46]. Esto
ha llevado a postular la utilizacidn de productos derivados del mismo como herramientas
terapéuticas en enfermedades autoinmunes [31, 47]. En el caso particular de F. hepatica,
estudios recientes muestran que tanto la infeccion con dicho parasito como sus productos de
excrecién-secrecion son capaces de atenuar los sintomas clinicos en un modelo murino de
Encefalomielitis Autoinmune Experimental mediante la supresion de respuestas Thl y Thl7, y

donde las citoquinas TGFB e IL-33 juegan un papel principal [39, 48].

Uno de los mecanismos involucrados comprende la modulacidén de la funcidn de las células
dendriticas [25]. Estudios recientes han reportado que células dendriticas tratadas con
determinados antigenos de parasitos helmintos, carecen de algunos marcadores de maduracidon
clasicos, como pueden ser moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86, MHCII, CD40) y/o una
produccion disminuida de citoquinas pro-inflamatorias (IL-12, TNFa) [49-53]. Incluso, la
maduracién de células dendriticas inducida por agonistas de Receptores tipo Toll (TLR) puede
ser inhibida por antigenos helminticos [53-57]. Este fenotipo de células dendriticas, donde
algunos marcadores clasicos de maduracion se encuentran ausentes o disminuidos suele
denominarse como “semi-maduro” y se lo ha asociado a la induccion de respuestas
tolerogénicas [50, 56-58]. Recientemente se ha reportado que antigenos de F. hepatica inducen
propiedades tolerogénicas en células dendriticas maduradas con CpG (agonista del TLR9), y que
éstas pueden reducir los sintomas de un modelo murino de artritis inducida por colageno [56].
En conclusién, antigenos de F. hepatica son capaces de suprimir la activacion y funcién de células
dendriticas, promoviendo la induccion de respuestas ineficaces en la eliminacion del parasito

[31, 55, 59].
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Glicosilacion

Los glicanos que forman parte de las glicoproteinas y los glicolipidos participan en importantes
procesos bioldgicos tanto a nivel estructural como funcional [60]. A nivel estructural cumplen un
papel fundamental en la composicion de la matriz extracelular y tienen la capacidad de conferir
estabilidad, resistencia proteolitica y solubilidad a diversas proteinas secretadas. Por otro lado,
a nivel funcional, estos glicococonjugados participan en procesos enzimdticos o de
reconocimiento biolégico como la interacciéon célula-célula y célula-matriz extracelular,
fundamentales en la modulacién de la respuesta inmune, desarrollo embrionario,

diferenciacién, cancer e interaccidn huésped-patogeno [61-64].
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Figura 1.5. Clasificacion de los tipos de glicosilacion mas comunes en glicoproteinas presentes en tejidos animales.

Los glicanos presentes en glicoproteinas pueden clasificarse seguin el enlace de unién entre las estructuras glucidicas
y el esqueleto peptidico. Si bien existen diferentes tipos de glicosilaciéon, nos centraremos en los dos tipos mds
comunes y mejor caracterizados en células animales: los N- y los O- glicanos. En los primeros, los glicanos se
encuentran unidos mediante un enlace N-glicosidico formado entre el carbono anomérico del carbohidrato en
cuestion (generalmente un residuo de GIcNAc) y la amina presente en la cadena lateral del aminoacido asparragina.

En los O-glicanos, se encuentra presente un enlace O-glicosidico entre el grupo hidroxilo de los aminodcidos Serina o

Tronina y el carbono anomérico del sacdrido, siento éste comunmente GalNAc.

En las glicoproteinas, uno o mas glicanos estan unidos covalentemente al esqueleto
polipeptidico, en general a través enlaces N- u O- glicosidicos. De esta forma, existen dos tipos
principales de glicosilacion de proteinas: la N- y la O-glicosilacion, dependiendo del tipo de

enlace de unidon entre el esqueleto peptidico y el glicido. En las N-glicoproteinas los
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carbohidratos se unen al grupo amino de la cadena lateral del aminoacido asparragina. En O-
glicoproteinas el punto de unidn es el grupo hidroxilo de las cadenas laterales de los aminoacidos
serina y treonina (Figura 1.5). Los carbohidratos que se unen directamente a estos sitios son

normalmente N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina, respectivamente [60].

Asimismo, ademas de las glicoproteinas, se pueden encontrar otras estructuras glicosiladas de
gran importancia biolégica, como los glicolipidos [60]. Estos representan compuestos que
contienen uno o mas monosacaridos unidos mediante un enlace glicosidico a una estructura
hidrofdbica como un acilglicerol, una ceramida o un prenil fosfato [65]. La mayoria de ellos se
encuentran en estructuras membranosas de la célula, con dos tercios presentes en membranas
intracelulares como el aparato de Golgi, endosomas, lisosoma, membrana nuclear o mitocondria

[65].

Las moléculas glicosiladas estan involucradas en numerosos procesos patoldgicos. De hecho,
determinados cambios en los perfiles de glicosilacidn se correlacionan con diversas patologias
[66, 67]. Por ejemplo, en las células cancerosas una de las principales modificaciones
moleculares es la expresién de antigenos producidos por O-glicosilacién incompleta, la cual ha
servido como base para el diagndstico oncoldgico [62]. Por otra parte, se han descripto que
defectos en genes que codifican proteinas involucradas en las vias de glicosilacién, conducen a
trastornos congénitos con serias consecuencias médicas [66, 67]. Asimismo, los glicoconjugados
juegan un rol en la interaccién entre parasito y hospedero [64]. La superficie de los mismo esta
cubierta por un glicocalix que conteniendo una gran diversidad estructuras glucidica, por lo que
se encuentran expuestas para entrar en contacto con moléculas y células del hospedero, siendo

importante para su sobrevida y virulencia [64].
Rol de los glicanos en la inmunomodulacion inducida por pardsitos helmintos

Actualmente, amplia evidencia demuestra que motivos glucidicos presentes en pardsitos
helmintos participan en la modulacién del sistema inmune. Por ejemplo, la capacidad de
polarizar una respuesta Th2 de extractos de los nematodos Caenorhabditis elegans y Brugia
malay depende de la integridad de las estructuras glucidicas [68]. La estructura glucidica LDNFII
(lacto-N-fucopentaose Ill), presente en parasitos helmintos, es capaz de inducir la expresidon de
IL-10 por parte de macrdfagos y células dendriticas [69]. Asimismo, estudios recientes muestran
que glicanos presentes en huevos de Schistosoma mansoni participan de la polarizacion Th2, a
través de la modulacion de la funcién de las células dendriticas [26, 70]. Esta propiedad estd

asociada principalmente a la ribonucleasa Omega-1, una glicoproteina internalizada via el
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receptor de manosa (MR) expresado por células dendriticas [71]. Por otro lado, la glicoproteina
ES-62, secretada por el nematodo Acanthocheilonema viteae, tiene efectos protectivos en
modelos de alergia y artritis inducida por colageno [72, 73]. Otros glicanos presentes en
helmintos, como el antigeno glucidico Lewis* y N-glicanos conteniendo cores a3fucosa o

B2xylosa, también han sido asociados a la induccién de respuestas Th2 [26, 74].

A pesar de que toda esta evidencia pone de manifiesto el rol de los glicanos en la modulacién
del sistema inmune por parasitos helmintos, lainformacidn relativa a los glicanos de F. hepatica
es bastante escasa. Recientemente, se ha reportado que estructuras glucidicas presentes en
productos de excrecidon-secrecion participan en procesos de inmunomodulaciéon, como la
induccidn de apoptosis en eosindfilos y la activacidon alternativa de macréfagos, aunque no se
han caracterizado los glicanos en cuestion [75-77]. A pesar de estos avances, hasta el comienzo
de esta tesis no habia evidencia de la participacion de los glicanos de F. hepatica en la

modulacién de la funcién de células dendriticas.

Lectinas tipo C

La informacion bioldgica que es portada por los glicoconjugados es decodificada por el sistema
inmune a través de la interaccion con diferentes receptores celulares, dentro de los cuales se

encuentran los receptores lectina tipo C (CLRs, del inglés C-type-lectin-receptors).

El término “receptores lectina de tipo C”, hace referencia a un grupo de proteinas que reconocen
y unen carbohidratos (lectinas) de forma Ca*?-dependiente [78]. Los mismos participan en
diversos procesos bioldgicos, como por ejemplo en la adhesién celular, regulacién de la funcion
o activacion celular, activaciéon del complemento, remodelado tisular, activacién plaquetaria,
endocitosis o fagocitosis [79]. Las células dendriticas expresan una variedad abundante de CLRs,
capaces de reconocer carbohidratos derivados de moléculas de origen viral, bacteriano, fungico,
parasitario, o incluso, tumoral [79]. Ademas, estos receptores pueden presentar funciones en la

adhesion celular entre las células dendriticas y células endoteliales o células T [79, 80].

El estudio de los glicanos presentes en diferentes pardsitos helmintos permite identificar
estructuras glucidicas que tienen la potencialidad de interaccionar con diferentes CLRs (Figura
1.6), aunque muchas de dichas interacciones no han sido comprobadas todavia [26, 81-83]. De
hecho, varios trabajos han reportado que la interaccién de dichos glicanos con CLRs expresados

en células dendriticas llevan a inmunomodular la respuesta inmune del hospedero [26, 81-83].
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Figura 1.6. Los glicanos presentes en helmintos son potenciales ligandos de diferentes lectinas tipo C. Las células
dendriticas inmaduras expresan receptores (CLRs, TLRs), los cuales puede interaccionar con e internalizar moléculas
de patdgenos. Los CLRs son eficientes en la internalizacion de patdgenos y sus productos, y en la presentacion en
moléculas de MHC. Se han descrito diferentes estructuras glucidicas presentes en helmintos que son potenciales
ligandos de CLRs, como DC-SIGN, MR, MGL, como se representa en esta figura. Si bien dicha interaccién no ha sido

comprobada en todos los casos, sugiere posibles interacciones entre glicidos parasitarios y CLRs. Adaptado de [26].

En el contexto de una infeccidon por F. hepatica, ésto resulta importante ya que se ha
determinado que las respuestas de tipo Thl se asocian a una resistencia contra la infeccion o
proteccidon inmunoldgica [84]. Por otro lado, las respuestas T reguladoras podrian favorecer la

patogenia inducida por este parasito.

A continuacién, pasaremos a profundizar en dos CLRs que serdn abordados en el transcurso de

esta tesis:
DC-SIGN

El receptor de ICAM3 no integrina especifico de células dendriticas (DC-SIGN, del inglés Dendritic
cell-specific ICAM3-grabbing nonintegrin) es un CLR presente en células mieloides que reconoce
y endocita fundamentalmente ligandos manosilados o fucosilados. En particular, reconoce las
estructuras fucosiladas de los antigenos de Lewis (particularmente LeXy Le")y N-glicanos con

alto contenido en manosa [85, 86].

DC-SIGN ha sido asociado a una gran variedad de procesos bioldgicos. Es capaz de reconocer
una gran variedad de estructuras, tanto ligandos endégenos como ICAM2/3 [87] como derivados

de patogenos, desde virus hasta hongos [88], como HIV [89], cornavirus [90], virus del herpes
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simple [91], Helicobacter pylori [89], Mycobacterium tuberculosis [89, 92, 93] o Candida albicans
[94]. Es incluso capaz de reconocer estructuras glucidicas presentes en tumores [95].
Recientemente, diferentes trabajos han reportado la capacidad de DC-SIGN de interaccionar con
glicanos derivados de parasitos, modulando de esta forma respuestas inmunes. En efecto, es
capaz de reconocer no sélo parasitos protozoarios como Leishmania sp. [96], pero también

parasitos helmintos como Schistosoma mansoni [70, 97, 98] o Trichuris suis [82].

La sefializacion por DC-SIGN ha sido bien estudiada, y se ha visto que este receptor sefializa por
diferentes vias segun el tipo de ligando que reconozca, modulando asi la sefializacion
desencadenada por TLRs. Cuando DC-SIGN es estimulado por un componente rico en manosa
de Mycobacterium tuberculosis (ManLam) las proteinas LSP-1, KSR1 y CNK, que se asocian al
dominio citosélico de DC-SIGN de forma tirosina-independiente [87], inducen la activacidn de
Raf-1 [87, 89], conduciendo a la fosforilacién de la subunidad p65 de NK-kB, la cual es
posteriormente acetilada. Dicha acetilacién potencia la transcripcion de IL-6, IL-10 e IL-12. Sin
embargo, cuando DC-SIGN une ligandos fucosilados derivados de Schistosoma mansoni o
Helicobacteri pylori, provoca la disociacidn de KSR1 y CNK dejando asociado solo a LSP-1, y
causando un aumento de la transcripcion de IL-10y disminucidon de IL-6 e IL-12 y favoreciendo
de esta forma la induccion de respuestas de tipo Th2, por un mecanismo independiente de Raf-

187, 89].

Sin embargo, todos los modelos in vivo han fallado en reproducir las funciones fisioldgicas de
DC-SIGN [85, 86]. Mientras que la familia de DC-SIGN en humanos presenta Unicamente dos
receptores: DC-SIGN y L-SIGN, en ratdn, el panorama es bastante mas complejo, encontrandose
ocho homélogos de DC-SIGN que se encuentran en una misma regién genémico. Estos difieren
en su especificidad, distribucidon celular y capacidad de internalizacién, no habiendo un claro
homaélogo al DC-SIGN humano, lo que dificulta el desarrollo de modelos in vivo (Figura 1.7) [85,

86].
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Figura 1.7. Familia de DC-SIGN en humano (DC-SIGN, L-SIGN) y en raton (SINGR). El dendrograma representa una

comparacion de la secuencia del dominio de reconocimiento de carbohidrato de DC-SIGN y los miembros de familia
murina de proteinas relacionadas con DC-SIGN (SIGNR, por su sigla en inglés). Para cada receptor se indica el nombre
trivial, el cédigo de cluster de diferenciacién (CD)y el cddigo de identificacion del gen. Las diferencias estructurales
son obvias de las representaciones moleculares y las diferencias en la especificidad de glicano y distribucion
celular/tisular se muestran al lado de cada molécula. A pesar de la similitud genética entre DC-SIGN y la familia de
miembros de la familia SIGNR es aparentemente alta, la divergencia funcional es tal que no puede especificarse un

ortdlogo funcional murino. Extraido de [85].

MGL

La lectina de macréfagos especifica para Gal/GalNAc (MGL, del inglés Macrophage Galactose
Lectin) se expresa en células dendriticas y macrofagos y participa en el reconocimiento e
internalizacion de moléculas enddgenas y/o provenientes de patégenos. De esta forma, este
receptor es capaz de modificar la respuesta inmune a través de la modulacion de las funciones
de estas células presentadoras de antigenos, a través de la expresion de moléculas especificas y

citoquinas, influyendo o determinando la polarizacidn de células T [99, 100].

Aunque en humanos existe una Unica variante de MGL (hMGL), en ratones existen dos

isoformas: mMGL1 y mMGL2, las cuales poseen diferencias en su especificidad de ligando.
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mMGL1 reconoce estructuras complejas como Lewis* y Lewis® mientras que mMGL2 reconoce
GalNAc en estructuras mas simples, como el antigeno Tn (GalNAc-Ser/Thr), TF (Gal-GalNAc-
Ser/Thr) y estructuras core 2 [101]. Es esta ultima la que posee una especificidad similar a la
MGL humana [101]. Por ultimo, se ha postulado que ambas isoformas no poseen funciones
redundantes ya que reconocen ligandos diferentes y son expresadas por sub-poblaciones de

células dendriticas diferentes [100].

Los reportes sobre la inmunomodulacién desencadenada por MGL son variados, y abarcan
efectos estimuladores, que involucran la potenciacién de la activacion de linfocitos T CD4* o
CDS8*, asi como también modulaciéon de la maduracién de células dendriticas favoreciendo la
produccion de citoquinas inmunoreguladoras [102]. A pesar de esta variedad de efectos, que
depende del contexto bioldgico celular y molecular de estudio, es indudable que, a través de la
interaccion con glicidos de patégenos, MGL estd involucrado en procesos infectivos o

inmunoreguladores de patdgenos [99, 100].

Un ejemplo en el que se encuentra bien caracterizado el efecto inmunoregulador de MGL en
células dendriticas ocurre cuando MGL reconoce el antigeno Tn expresado sobre la molécula de
membrana CD45 en células T efectoras humanas. La activacién de células T humanas se
acompana de cambios en la glicosilacidon, conduciendo a la expresidon de la estructura Tn [103],
cambio que es detectado por MGL en células dendriticas [104]. La interaccién MGL-Tn en CD45
en células T efectoras conduce a una disminucién de su actividad fosfatasa, reduciendo la
proliferacién de linfocitos Ty la produccidén de citoquinas inflamatorias, lo que eventualmente
conduce a la apoptosis de las células T [103, 104]. Aunque este efecto todavia no se ha reportado
en ratones, esinteresante notar que los ratones knock-out para mMGL1 poseen mayores niveles

de linfocitos T especificos de antigenos circulantes [100].

Asimismo, se ha reportado que MGL podria estar involucrado en la retencion de células
dendriticas inmaduras, ya que la migracidn de células dendriticas fue sustancialmente mejorada
o favorecida al bloquear MGL con un anticuerpo especifico [105]. Ademas, también se ha
comprobado que la estimulacion de MGL mediante anticuerpos agonistas, o de ligandos
conteniendo el antigeno Tn, induce un aumento en la expresion de IL-10 por parte de células
dendriticas MGL* [106]. Por ultimo, las células dendriticas MGL* condicionadas, tanto in vitro
como in vivo, con ligandos de este receptor, adoptan un programa tolerogénico que dirige la
diferenciacion de células T a linfocitos supresores Trl productores de IL-10, de forma MGL-

dependiente [107].
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El efectoinmunoregulador de MGL también se ha observado al reconocer moléculas glicosiladas
derivadas de patdgenos. De hecho, algunos patdgenos utilizan este mecanismo como estrategia
de evasidn inmunitaria, ya que la interaccién de Campilobacter jejuni con MGL inhibe la
maduracidon de células dendriticas y limita la produccidon de la citoquina pro-inflamatoria IL-6
[108]. Por ultimo, mMGL2 se ha visto implicada en la generacidén o induccidn de respuestas
celulares Th2, ya sea en un contexto de infeccion helmintica, como en una patologia alérgica

[109, 110].
Herramientas para el andlisis glicobiolégico

En el contexto de esta tesis resulta evidente que la elucidacién de la composicion estructural al
igual que la funcién bioldgica de los glicanos presentes en glicoconjugados parasitarios es
fundamental para comprender el rol que desempefian los carbohidratos en el proceso

infeccioso, al igual que en el desarrollo de la enfermedad.

A pesar de los recientes avances en el area de la glicdmica, la caracterizacion estructural de los
glicanos todavia resulta un proceso complejo [111]. A diferencia de los oligonucléotidos vy
proteinas, las cadenas de glicanos raramente se expresan como polimeros lineales. Los poli y
oligosacdridos estdn compuestos por combinaciones de monosacdridos y monosacdridos
modificados con distintas configuraciones anoméricas (a o ) que pueden formar diversos
enlaces glicosidicos incluyendo ramificaciones en distintos puntos de la cadena oligosacaridica.
Por lo cual, la elucidacion completa de una secuencia oligosacaridica es dificil de realizar
utilizando un Unico método. Se requiere una combinacién de métodos quimicos, fisicos y
fisicoquimicos que aporten informacién que contribuya a la elucidacién completa [111-113].
Una de las primeras estrategias utilizadas con este fin ha sido la deglicosilacion quimica de
proteinas. Se ha reportado el uso de hydrazina anhidra para la liberacion de N-glicanos y la -
eliminacion mediante borohidruro de sodio en medio alcalino suave para la liberacion de O-y
N-glicésidos [114]. Si bien estos métodos son sumamente Utiles para la identificacion de
estructuras glucidicas, presentan la desventaja de destruir el componente proteico, por lo que
no pueden ser utilizados cuando exista interés en estudiar dicho componente. Una alternativa
ha sido la utilizacion del acido trifluorometanosulfénico en condiciones suaves, permitiendo la
hidrélisis de los carbohidratos presentes en las glicoproteinas sin afectar la estructura primaria
de las proteinas [115]. Sin embargo, muchas de ellas pueden ser desnaturalizadas en el proceso
debido alos solventes utilizados, formando precipitados insolubles que complican su utilizacidn

en estudios posteriores.
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En este contexto, el uso de glicosidasas especificas es una alternativa interesante a la
deglicosilacién quimica ya que éstas permiten liberar los glucidos sin afectar la estructura
tridimensional de las proteinas [115]. Es ademas una herramienta util para la identificacién de
carbohidratos simples presentes en glicoconjugados, al igual que para la elucidacién de sus
funciones bioldgicas. El gran problema radica en que la purificacion de glicosidasas es costosay
compleja. A su vez luego de la reaccidn enzimatica, la misma debe ser removida del medio de
reaccion utilizando métodos cromatograficos de forma que no interfiera con los andlisis
posteriores a ser realizados a la glicoproteina deglicosilada o a los glicanos liberados. Estos

inconvenientes se pueden superar inmovilizando las glicosidasas.
Estrategias de inmovilizacion

Se dice que una enzima estd inmovilizada cuando ésta se encuentra recluida en una regién
definida del espacio, conservando su actividad catalitica. Dentro de las ventajas del uso de
enzimas inmovilizadas se encuentran la posibilidad de re-utilizarlas y su fécil separacién del
medio de reaccidn sin necesidad de utilizar condiciones drasticas para detener la reaccion
enzimatica. Esto Ultimo podria afectar la estructura de las glicoproteinas deglicosiladas. Por otra
parte, frecuentemente la inmovilizacidn de una enzima contribuye a un aumento en su
estabilidad [116, 117]. Sin embargo, hay muy pocos reportes en la literatura en relacion al uso
de glicosidasas inmovilizadas aplicadas a la identificacidon de la naturaleza de los carbohidratos

en las glicoproteinas [118, 119].

Los métodos de inmovilizacion pueden clasificarse en dos grandes grupos: reversibles e
irreversibles (Figura 1.8). Los métodos reversibles corren con la ventaja de que permiten la
elucion de la enzima una vez que la actividad decae por lo que el soporte puede reutilizarse. La

inmovilizacidn reversible se da generalmente bajo condiciones suaves [117].

El método mas sencillo es la adsorcidn (interaccidon no covalente), que se basa en interacciones
superficiales reversibles entre la enzima vy el soporte (como puentes de hidrégeno, fuerzas de
van der Waals, electroestaticas o interacciones hidrofdbicas). Si bien estas fuerzas de enlace se
consideran débiles, cuando tienen lugar un alto nimero de interacciones no covalentes es
posible una unién efectiva. En la adsorcidn fisica la unidn se da a través de puentes de hidrégeno,
fuerzas de van der Waals, o interacciones hidrofdbicas. Otro de los métodos de inmovilizacidon
reversible es a través de los puentes disulfuro. Aunque se forma un enlace covalente entre la
enzima vy el soporte, este puede ser escindido por un agente reductor como el ditiotreitol (DTT)

bajo condiciones suaves [117].
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Figura 1.8. Clasificacion de métodos de inmovilizacion enzimdatica en reversibles e irreversibles.

Por otra parte, los métodos de inmovilizacién irreversibles generalmente se dan por enlaces
covalentes con el soporte, por entrecruzamiento y por entrapamiento o inclusién [117]. La
inmovilizacidn por unidn covalente al soporte es la que se utiliza mayormente y su principal
ventaja es que no tiene lugar la liberacién de enzima al medio de reaccién. El enlace covalente
se forma entre los grupos funcionales presentes en la superficie del soporte y residuos
aminoacidicos expuestos en la superficie de la proteina. Es importante que los grupos
involucrados en dicha unidn no estén involucrados en la actividad catalitica, de forma de evitar

una pérdida de actividad [117].

Otro de los métodos irreversibles, es la inmovilizacidon por entrecruzamiento. Este método no
utiliza soporte y se basa en la formacidn de enlaces covalentes entre moléculas de enzima, o en
el caso del co-entrecruzamiento, con proteinas inertes como gelatina o albumina sérica bovina
por medio de un reactivo bifuncional como el glutaraldehido. A través de éste método sencillo
se forma un agregado con alto peso molecular e insoluble, que puede tener la desventaja de

que sea gelatinoso y por ende de dificil uso [120].
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La inmovilizacidn por entrapamiento es otro método de inmovilizacidn irreversible. Las
moléculas de enzimas se encuentran libres pero restringidas por una red polimérica del gel. Se
trata de un método no covalente, en el que los poros del gel se encuentran controlados de
manera que no haya pérdida enzimatica y pueda haber una circulacién libre entre sustrato y
producto. Este método tiene la ventaja de que las condiciones de enatrapamiento son suaves,

no afectando la enzima y por lo tanto reduciendo la pérdida de actividad enzimatica [117].

Inmovilizacion covalente utilizando el método de ciano-4-dimetil-amino-piridinio

tetrafluoro borato (CDAP-BF,)

En el presente trabajo se realizd la inmovilizacion de glicosidasas utilizando el agente cianilante
(ciano-4-dimetil amino-piridinio tetrafluoro borato (CDAP-BF,), método en el cual nuestro grupo
de investigacién tiene experiencia [121]. La activacion de los grupos hidroxilos de un soporte de
tipo polisacarido con CDAP-BF, involucra una reaccién de cianilacidn, generando en el soporte
estructuras mayoritariamente del tipo cianato ésteres. Estas reaccionan a continuacién con los
grupos amino de las proteinas, generando principalmente derivados de tipo isourea (Figura 1.9).
Este procedimiento es una modificacién de la técnica original de activacion descrita para el
bromuro de cianégeno (CNBr) [121]. El reactivo es mucho mas estable y seguro de manipular en
ambientes de laboratorio en comparacion con el CNBr, posee menor presion de vapor

generando asi, mucho menos riesgo para la salud.

OH . / \ / ) 0—C=N @\ /
+ | N=c=N N [BE, — > + N N + HBF,
O.. N\ @

Ciano éster
Soporte CDAP
1-ciano-4-dimetil amino-piridinio
tetrafluoro borato N
Il H
o—¢—N—CEmmn)
H,N—( Enzi
; .
Glicosidasa a O—C—H—

Inmovilizar
Enzima Inmovilizada
Derivado isourea

Figura 1.9. Mecanismo de activacion de la agarosa por el método CDAP para inmovilizacidn de proteinas. El proceso
de inmovilizacién consta de dos pasos: la activacion del soporte y la inmovilizaciéon de las enzimas. La activacién de
los soportes se realizd mediante la utilizaciéon del agente cianilante CDAP, el cual forma grupos ciano éster en los
grupos hidroxilos presentes tanto en agarosa como en las nanoparticulas. Posteriormente, se llevd a cabo la
inmovilizacién de la enzima, mediante incubacién de la misma con el soporte activado, conduciendo a la formacion
de un derivado isourea entre los grupos amino libres de las enzimas y los grupos ciano éster formados en el paso

anterior.
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Dos importantes aspectos a tener en cuenta cuando se utilizan enzimas inmovilizadas es el
soporte y el peso molecular de los sustratos. Cuando los sustratos son macromoléculas, como
en el caso de las glicoproteinas, pueden existir problemas difusionales que limiten el acceso del
sustrato al sitio activo de la enzima, reduciendo la eficiencia enzimatica. Por ello, es importante
la eleccidn del soporte a utilizar, de forma de minimizar este efecto. En este caso el uso de
nanosoportes resulta una alternativa interesante. Las nanoparticulas magnéticas se caracterizan
por su tamafio reducido, lo que sugiere que el comportamiento de la enzima inmovilizada puede
asemejarse al de la enzima soluble. A su vez, las propiedades magnéticas del soporte facilitan la
separacion de la enzima inmovilizada del medio de reaccidn ya que puede ser realizado

sencillamente utilizando un iman [122].
Glicosidadasas de interés glicobioldgico

Como se menciond anteriormente, la deglicosilacion enzimatica de glicoproteinas requiere del
uso de endo y exoglicosidasas. Las primeras catalizan la ruptura de enlaces glicosidicos en el
interior de la cadena carbohidrata, separando de raiz la cadena oligosacaridica de la estructura
proteica de una glicoproteina. Por otra parte las exoglicosidasas hidrolizan el enlace glicosidico
de residuos terminales, permitiendo la liberacidn secuencial y especifica de los distintos residuos
que componen la cadena oligosacaridica de una glicoproteina. Teniendo en cuenta la
composicién de azucares de las cadenas glicosidicas de la mayoria de las glicoproteinas, las
exoglicosidasas mas utilizadas son a-manosidasa, a-fucosidasa, B-galactosidasa y sialidasa, que

liberan residuos de manosa, fucosa, galactosa y acido sidlico, respectivamente [112].

A continuacidén, se presentan las dos glicosidasas utilizadas en este trabajo:
B-Galactosidasa

La B-galactosidasa (B-D-galactosidogalactohydrolasa, EC 3.2.1.23) se encuentra en plantas,
microorganismos y animales, y es de gran interés para la industria alimenticia. LaB-galactosidasa
cataliza la hidrélisis de enlaces B-galactésidos, por lo cual podria ser util para la hidrélisis de
residuos terminales de galactosa presentes en N-glicanos hibridos o complejos o en O-glicanos
[123, 124]. En esta tesis se utilizd la B-galactosidasa de Aspergillus Oryzae, la cual presenta un
peso molecular aparente es de 105.000 Da y un pH éptimo en el entorno de 4,5-4,8. En relacion
a la estabilidad de la enzima esta reportado que es estable en el intervalo de pH de 4,0 a2 9,0. La

actividad de B-Galactosidasa es inhibida por varios metales entre ellos cobre y plata [125].
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a-Manosidasa

La a-manosidasa (a-manosidomanohidrolasa, EC 3.2.1.24) se encuentra en semillas de plantas
y tejidos animales. La a-manosidasa de Canavalia ensiformis fue la enzima utilizada en el
presente trabajo. La estructura de la misma estd compuesta por un tetramero que contiene dos
subunidades con un peso molecular de 66.000 Da y dos subunidades con peso molecular de
44.000 Da [47]. La a-manosidasa hidroliza unidades de manosa terminales unidas por enlaces o
(1—>2), o (1>3) y a (1—6). Su pH déptimo se encuentra entre 4,0 y 4,5. Con respecto a la
estabilidad la misma es estable en un rango de pH de 6,0 — 8,5 por al menos 17 horas y mantiene

mas de un 80% de actividad a pH 6,0 y 4°C por al menos 5 meses [126].
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Hipotesis

Considerando el importante papel que cumplen los glicanos en la biologia de los parasitos
helmintos y en la evasién inmunolégica, la HIPOTESIS GENERAL de esta tesis es que los glicanos
presentes en F. hepatica son capaces de modular las células dendriticas a través de su
reconocimiento por CLRs, y asi contribuir a la generacion de respuestas inmunes de tipo Th2

modificada.
Objetivo General

El OBJETIVO GENERAL de esta tesis fue evaluar la capacidad de motivos glucidicos de F. hepatica
de modular la funcién de las células dendriticas inmaduras o maduradas con ligandos de TLR, al
igual que durante la infeccidn parasitaria, intentando caracterizar los glicanos y los receptores

involucrados.
Objetivos Especificos

e Evaluar el papel de los glicanos en la regulaciéon de la respuesta inmunoldgica del
hospedero.

e Evaluar el papel inmunomodulador de los glicanos de F. hepatica sobre células
dendriticas.

e Sintetizar derivados inmovilizados de glicosidasas como herramientas para el estudio
del rol bioldgico de los glicanos.

e Identificar los glicanos parasitarios, focalizdndonos en aquellos con actividad
inmunomoduladora.

e Identificar los receptores responsables de interactuar con glicanos de F. hepatica, que

son expresados sobre células dendriticas.
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Materiales y Métodos

Métodos generales
Ratones

Se utilizaron ratones hembras BALB/c de 6 a 8 semanas de edad. Los ratones fueron adquiridos
en la Division de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y
Pesca. Estos fueron mantenidos en la Unidad de Reactivos para Biomodelos de Experimentacién
(URBE - Facultad de Medicina), en un ambiente controlado, con temperatura entre 19y 21°Cy
ciclos de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Los animales fueron alojados en jaulas con
filtro y recibieron agua y racion estéril, administradas en condiciones ad libitum. Todos los
experimentos animales fueron aprobados por la Comisién Honoraria de Experimentacién Animal

(CHEA, UdelaR, Protocolos No. 071140-001822-11 y 071140-000143-12).
Preparacion de los lisados de Fasciola hepatica

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

endotoxinas similares al medio de cultivo.

Para la obtencion del extracto tegumental, los gusanos adultos fueron incubados en deoxicolato
de sodio 1% en glicina 0,15 M pH 9, NaCl 0,5 M por 60 min a 37°C. El sobrenadante fue

centrifugado a 20.000 g por 60 min, dializado contra PBS y almacenado a -80°C hasta su uso.
Oxidacion de FhTE con meta-periodato de sodio

Los dioles vecinales presentes en los carbohidratos de FhTE fueron oxidados con meta-periodato
de sodio (10 mM) en PBS pH 6,5, a temperatura ambiente por 45 min en la oscuridad.
Posteriormente, los grupos aldehidos formados fueron reducidos con borhidruro de sodio (50

mM). Finalmente, los lisados fueron dializados contra PBS. El lisado oxidado resultante es
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referido como FhmPox. Asimismo, se utilizaron los siguientes controles: FhCB, que consiste en
FhTE sometido al mismo tratamiento exceptuando la incubacidn con periodato de sodio; y

CmPox, consistiendo en PBS sujeto a todo el tratamiento.

Ensayo de actividad proteolitica usando caseina como sustrato

A 550 pL de una solucién de caseina 1% en PBS se agregan 50 plL de cada uno de los extractos a
una concentracién de 3mg/mL. Luego, se incuba a 37 2C durante 30 minutos. Posteriormente,
se detiene la reaccién mediante el agregado de 900 uL de TCA 10%. Finalmente, se centrifuga y

se mide absorbancia a 280 nm del sobrenadante.

Cuantificacion de Proteinas

La determinacidn de la concentracion de proteinas fue realizada mediante el método del acido
bicinconinico (BCA) [127]. La reaccion se realizé agregandole a 10 uL de la muestra en diferentes
diluciones en PBS, 200 pL de la mezcla de reaccidn, siendo la composicidon de la misma el reactivo
BCA (Sigma Aldrich, US) y sulfato de cobre, en una relacidon de partes 50:1. Posteriormente se

incubod 1 hora a 37°C, para luego medir la absorbancia a 570 nm la formacidn del complejo.

Alternativamente, se utilizd el método de Bradford cuando la existencia de glicanos libres
pudieran afectar el método del BCA. Para ello, 30 pL de la muestra en diferentes diluciones en
PBS fueron incubados con 200 plL de reactivo de Bradford durante 5 minutos a temperatura

ambiente. Finalmente, se realizé la medida de la absorbancia a 570 nm.
Evaluacion del reconocimiento de FhTE por Lectinas

Ensayos tipo ELISA (por su sigla en inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) fueron llevados
a cabo para evaluar el reconocimiento de FhTE por parte de lectinas. Para ello, placas de ELISA
Nunc Maxisorp (Roskilde, Dinamarca) fueron sensibilizadas con FhTE (2-5 pg por pocillo) en
Buffer carbonato 50 mM pH 9,6 durante 18 horas a 4°C. Luego de realizar 3 lavados con buffer
Tris 20 mM, NaCl 150 mM, 1mM CaCl,, 2mM MgCl, pH 7,4 (TSM) conteniendo Tween 20 0,1%,
se procedié a bloquear la placa con seroalbimina bovina (BSA) 1% en TSM durante 1 hora a
37°C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con TSM/Tween 20 0,1%, para luego agregar

diferentes lectinas o proteinas quiméricas.

En el caso de la utilizacidn de lectinas vegetales comerciales, las placas se incubaron con
diferentes concentraciones de lectinas biotiniladas (10, 1y 0,1 pug/mL) durante 1 hora a 37°C.

Para los ensayos de inhibicidn, las lectinas fueron pre-incubadas por 30 min a 37°C con 50 mM
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de los monosacéridos indicados. A continuacidon, se realizaron 3 lavados con TSM/Tween-20
0,1%, para luego incubar con estreptavidina conjugada a DyLight 800 durante 30 min a 37°C. El
revelado se realizd a través de un sistema de imagen infrarrojo Odyssey (LI-COR, NE, US). En el
presente trabajo se utilizaron las lectinas provenientes de: Vicia Villosa isolectina B4 (VVL:
GalNAc, Antigeno Tn), Triticum vulgaris (WGA: GIcNAc), Canavalina ensiformis (ConA:
aMan>aGlc), Arachis hipogaea (PNA: BGal(1->3)GalNAc, Antigeno T), Ulex europaeus (UEA:
aFuc), Erythrina cristagalli (ECA: BGal(1->4)GIcNAc), Sambucus Nigra (SNA: aNeuAc) y Helix
Pomatia (HPA: GalNAc).

Ademads de las lectinas vegetales, se utilizaron proteinas quiméricas recombinantes disponibles
en el laboratorio de la Dra. van Kooyk, las cuales consisten en el dominio de reconocimiento de
carbohidrato (DRC) de diferentes CLRs, fusionado a la porcidn constante de una
inmunoglobulina humana (CLR-hFc) [86, 128, 129]. De esta forma se puede utilizar un ensayo
tipo ELISA para determinar la interaccidén entre diversos CLRs con FhTE. Para ello, placas de ELISA
sensibilizadas fueron incubadas 10 pg/mL de cada CLR-hFc durante 2 horas a temperatura
ambiente. A continuacidn, se realizaron lavados con TSM/Tween-20 0,1%, para luego detectar
la presencia de proteinas quiméricas adheridas a la placa mediante la incubacién con un
anticuerpo anti-inmunoglobulinas humanas conjugado a peroxidasa. Finalmente, se procedio al
revelado con una solucidon de sustrato tetrametilbenzidina (TMB) y 0,03% de H,0, en Buffer
citrato-fosfato 0,1 M pH 5. Las proteinas quiméricas utilizadas en el presente trabajo

presentaban DRC de los siguientes CLRs humanos: hMGL, DC-SIGN, MR, Dectin-1a y Langerina.

La necesidad de la presencia del i6n Ca?* para la interaccidn, se verific6 mediante el agregado
del agente quelante EGTA. Asimismo, cuando se indique, la especificidad de unién fue verificada
a través de ensayos de inhibicidn utilizando estructuras glucidicas (GaINAc 50 mM para hMGL-
hFc; Manano 10 pg/mL para DC-SIGN-hFc) o 10 u/mL de anticuerpos bloqueantes (1G6.6 y AZN-
D1, respectivamente), los cuales fueron pre incubados con los CLR-hFc durante 30 min a 37°C
antes ser agregados a la placa. Alternativamente, FhTE se tratd con las enzimas a-N-
Acetilgalactosaminidasa, a-Manosidasa y a-Fucosidasa (Prozyme, CA, US), de forma soluble
segln las indicaciones del proveedor, como forma de analizar los glicanos de FhTE involucrados
en la unién a CLRs. Finalmente, se realizaron ensayos de inhibicidon para determinar losligandos
a través de los cuales se une hMGL-hFc a FhTE. Estos consistieron en pre-incubar las placas
sensibilizadas con FhTE y bloquedas con BSA 1%, con 10 pg/mL de las lectinas VVL y ConA o con

anticuerpos especificos contra estructuras glucidicas: 83D4 (especifico para el Antigeno Tn),
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259-2A1 (GalNAc Terminal), 273-2F2 (LDN, Di N-Acetil Lactosa), P12 (Lewis*) y SMFG4.1 (LDNF,

Fucosil Di N-Acetil Lactosa).
Western Blot

Para la evaluacién de la reactividad de anticuerpos o lectinas en las diversas proteinas de los
extractos parasitarios, se llevd a cabo ensayos de western blot. Las proteinas en los lisados
parasitarios fueron separadas en geles de poliacrilamida 15% en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) y reductoras, para luego ser transferidos a membranas de nitrocelulosa (Amersham,
Sclay, Francia) a 45 V durante 16-24 horas en buffer Tris-HCl 20mM pH 8,3, Glicina 192 mM vy

Etanol 10%.

Las membranas se bloquearon durante toda la noche a 4°C con BSA 1% en PBS. Luego se hicieron
3 lavados con PBS / Tween 0.1% durante 10 minutos. Posteriormente, las membranas de
nitrocelulosa fueron incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente con los anticuerpos
anti-Tn (mAb 83D4), anti-FhCL1 (anticuerpo policlonal especifico para la Catepsina L1 de F.
hepatica, gentilmente provisto por la Dra. Patricia Berasain), las lectinas HPA o VVL, o las
proteinas quiméricas hMGL-, mMGL1 y mMGL2-hFc, siendo estas ultimas las que presentan los
DRC de los homdlogos murinos de MGL. Previo a la incubacién con las lectinas HPA y VVL, se
bloqued el contenido de biotina/estreptavidina enddgeno mediante la utilizacién de un kit
correspondiente (Vector Labs). Luego de los correspondientes lavados, se realizé una incubacion
con estrepatvidina o anticuerpos anti-ratén o anti-humano conjugados a peroxidasa, segun
correspondiera. El revelado se realizd mediante quimioluminiscencia (Amersham, Sclay,

Francia).
PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

El RNA total fue purificado utilizando Tri-reagent (Sigma-Aldrich). La PCR en tiempo real fue
realizada usando el método de SYBR Green utilizando un sistema de deteccion ABI 7900HT,

como se describe previamente [130].
Citometria de flujo

Las células a ser analizadas por citometria de flujo fueron centrifugadas y resuspendidas en PBS
conteniendo suero fetal bovino (SFB) 2% vy azida de sodio 0,1% (PBS/SFB). Para la tinciéon de

moléculas de superficie, las células se incubaron durante 30 min a 4°C con los anticuerpos
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monoclonales (o sus controles de isotipo) conjugados a sus respectivos fluorocromos. Luego, las

células se lavaron dos veces con PBS/SFB vy se resuspendieron en PBS hasta su analisis.

Con el fin de estudiar la expresion de moléculas intracelulares, las células se fijaron y
permeabilizaron durante 20 minutos at 4°C en solucién Cytofix/Cytoperm de acuerdo a las
instrucciones del proveedor (BD Biosciences) y la tincidon intracelular se incubdé con los
anticuerpos correspondientes o el control de isotipo durante 30 minutos a 4°C. Por ultimo, las

células se lavaron con PBS/SFB dos veces y se resuspendieron en PBS/paraformaldehido 1%.

Las poblaciones celulares fueron analizadas utilizando citémetros de flujo BD FACScalibur (BD

Biosciences) o Cyan (Dako).

Salvo el anticuerpo 1G6.6 (producido en el laboratorio de la Dra. van Kooyk), los anticuerpos
fueron obtenidos de Affymetrix (CA, USA), de BD-Biosciences (CA, USA) o Biolegend (CA, USA).

A continuacidn, se indican los anticuerpos utilizados en el transcurso de la presente tesis:

Tabla 2.1. Anticuerpos especificos contra diferentes proteinas humanas y murinas utilizados enla presente tesis.

Anti-moléculas humanas

Anti-moléculas murinas

Especificidad Especificidad
CD3 17A2 CD40 5C3
CD4 RM4-5 CD8&0 L307.4
CD8 53-6.7 CD86 BU63
CD11c N418 DC-SIGN 120507
CD25 PC61.5 HLA-DR G46-6
CD40 HM40-3 IL-4 3010.211
CD68 FA-11 IFNy 25723.11
CD8&0 16-10A1 MGL 1G6.6
CD86 GL1 Ox40L IK-1
F4/80 BMS8
FoxP3 FJK-16s
I-A/I-E 2G9
IL-10 JES5-16E3
IL-12/23p40 C15.6
Ly6C HK1.4
Ly6G 1A8
mMGL1 LOM-8.7
mMGL2 URA-1
Siglec-F 1RNM44N
SIRPa P84
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Andlisis estadistico

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

diferente cuando p <0,05.
Modelo murino de Infeccion por F. hepatica

Grupos de 5 ratones BALB/c fueron infectados oralmente con 10 metacercarias de F. hepatica
(Baldwin Aquatics, USA). Luego de tres semanas de infeccion, se obtuvo el suero, las células del
exudado peritoneal (PECs, por su sigla en inglés Peritoneal exudates cells), bazos, higados y
ganglios linfaticos hepaticos. Los PECs fueron obtenidos mediante lavado de la cavidad
peritoneal con 5 mL de PBS previamente enfriado. Las infecciones también fueron realizadas
con 5, 10 y 15 metacercarias por ratdn, y utilizando diferentes tiempos de infeccién: 1,2 0 3

semanas.
Evaluacion del dafio hepdtico

El dafio hepatico se evalué mediante tres formas diferentes. La actividad alanin transaminasa
fue determinada en sueros de animales infectados y no infectados utilizando un kit comercial
(Spinreact, Espana), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La presencia de gusanos en
los higados infectados fue analizada para calcular la carga parasitaria. Finalmente, los higados
fueron fijados en para-formaldehido 4% y posteriormente incluidos en parafina. Se realizé el
analisis histolégico de los mismos mediante la tincién de cortes con hematoxilina y eosina, lo
cual permite identificar la existencia de disrupcion del tejido, necrosis, infiltrado inflamatorio vy,

en algunos casos, también gusanos.
Estudio de la respuestainmune celular

Para el estudio de la polarizacidn de linfocitos durante la infeccidn, se obtuvieron suspensiones
celulares de bazo (esplenocitos) y de los ganglios linfaticos hepdaticos. Esplenocitos y células de
ganglios linfaticos (1x10°) fueron cultivados en RPMI completo (Roswell Park Memorial Institute
1640, conteniendo L-glutamina (2.05 mM), SFB 10%, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0,1
mg/mL y B-mercaptoetanol 0,05 mM), en presencia de diferentes lisados parasitarios (FhTE,

FhCB, FhmPox; 75 pug/mL) o Concanavalina A (ConA; 5 pg/mL) por 72 horas a 37°C y 5% CO,.
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Luego de ese tiempo, se determind la concentracién de las citoquinas IFNy, IL-4, IL-5 e IL-10 en

los sobrenadantes de cultivo o por gRT-PCR.

Alternativamente, los esplenocitos (5x10°) o linfocitos T CD4* (2x10°) purificados de bazo, fueron
estimulados mediante el co-cultivo con células dendriticas murinas (5x10%), las cuales fueron
previamente cargadas con los diferentes lisados parasitarios (75 pg/mL) duarnte 16 horas a37°C

y 5% CO,.
Estudio de la respuestainmune humoral

La reactividad de anticuerpos policlonales de animales infectados y no infectados fue evaluada
por ELISA. Brevemente, placas de ELISA (Nunc, Roskilde, Dinamarca) fueron sensibilizadas con
FhTE (2 pg por pocillo) en buffer carbonato 50 mM pH 9,6. Luego de bloquear con BSA 1% en
PBS durante 1 hora a 37°C, se realizaron varios lavados con PBS/Tween 20 0,1%. Posteriormente,
diferentes diluciones del suero de ratones infectados y no infectados fueron agregadas a los
respectivos pocillos, y se incubaron durante 1 hora a 37°C. La deteccién de los anticuerpos fue
realizada con un anti-inmuniglobulinas de ratdén conjugado a peroxidasa, en que se incubd
durante 1 hora a 37°C. Finalmente, se procedié al revelado con una solucién de sustrato o-
fenilendiamina (OPD) 0,5 mg/mL vy 0,12% de H,0, en Buffer citrato-fosfato 0,1 M pH 5. La
reaccidn se detuvo por agregado de acido sulfurico 12,5%, para luego realizar la lectura de la

aborbancia a 492 nm en un lector de ELISA (Labsystems Multiskan MS, Finlandia).

Para evaluar la presencia de anticuerpos contra estructuras glucidicas, se realizd la oxidacién las
mismas utilizando meta-periodato de sodio previo al agregado de las diluciones de los sueros.
Para ello, luego de la sensibilizacion con FhTE, las placas fueron incubadas durante 30 min y en
oscuridad con meta-periodato de sodio 10mM en buffer acetato de sodio pH 4,5. Una vez
transcurrido ese tiempo, se realizaron lavados con el mismo buffer, para luego incubar con
glicina 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Como controles (Fhmock), los pocillos fueron

tratados de la misma manera, en ausencia de meta-periodato de sodio.
Cultivo Celular
Determinacion de ligandos de TLR en FhTE

Para la determinacion del contenido de ligandos de TLR2 y TLR4 en FhTE, se utilizaron células
modificadas genéticamente HEK293-TLR2 y HEK293-TLR4-MD2, respectivamente. Las mismas

fueron cultivadas en medio RPMI completo suplementado con 1 mg/mL de G418 (Invitrogen).
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Un total de 10° células por pocillo fueron estimuladas con diferentes concentraciones de FhTE.
Como control positivo se utilizaron diferentes concentraciones de Pam3CSK4 (50 pg/mL a 1
ug/mL) o LPS (20 ng/mL a 1 ng/mL). Posteriormente, el contenido de IL-8 fue analizado en los

sobrenadantes de cultivo.
Células dendriticas
- Células dendriticas murinas

Las células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDC, por su sigla en inglés Bone Marrow
Derived Dendritic Cells) fueron generadas a partir de los precursores de la médula dsea de
fémures vy tibias de ratones BALB/c. Se cortaron las extremidades de los huesos y haciendo uso
de una jeringa de 1 mL se extrajeron las células progenitoras en medio RPMI completo. Las
mismas se contaron y se llevaron a una dilucién de 2,0 x 10° células/mL en medio RPMI completo
y sobrenadante de cultivo de células J558 transfectadas con Factor Estimulante de Colonias de
Granulocitos y Monocitos (GM-CSF, por su sigla en inglés Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor). Una vez llevadas a la concentracién deseada, las células precursoras de
células dendriticas se depositaron en placas de petri arazén de 10 mL por placa. Al tercer dia se
observaron las células y en caso de presentar islotes se adicionaron 5 mL de medio RPMI
completo con 0,5% GM-SCF. Del dia 7 a 9 las células en suspensidon se colectaron y se analizd la

expresion de CD11c.

Para el anélisis de la maduracidn de células dendriticas, las BMDCs (2x10° células por pocillo)
fueron incubadas con los lisados parasitarios a 37°C y 5% CO, en placas de 96 pocillos, en
presencia o ausencia de LPS (Escherichia coli 0111:B4, 1 pug/mL) durante 16 horas. Las células
fueron centrifugadas a 1.500 rpm por 5 min a 4°Cy los sobrenadantes fueron colectados para la
evaluacién de los niveles de citoquinas. Alternativamente, las células fueron preincubadas por
45 minutos a 37°C con 10 mM de diferentes monosacaridos o 10 uM de inhibidores especificos
de sefalizacion celular (PHPS1, inhibidor de SHP2; GW5074, inhibidor de Raf-1; ER27319,
inhibidor de Syk).

El analisis de la viabilidad celular luego de la incubacidn conlos diferentes extractos parasitarios
se realizd utilizando el ensayo de MTT (bromuro de 2-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-3,5-difenil-2H-
tetrazolio). Para ello, las BMDCs fueron incubadas durante 4 horas con MTT, para
posteriormente disolver los cristales formados utilizando 40 mM HCI en Isopropanol y realizar

la lectura de la abosrbancia a 570 nm.
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- Células dendriticas humanas

Para la obtencién de células dendriticas, monocitos fueron purificados a partir de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de la fase leuco-plaquetaria (buffy coats) de
donantes sanos (Sanquin, Paises Bajos) utilizando primero un grandiente de ficoll (Axis-Shield,
San Diego, CA) y una posterior centrifugacidn en gradiente de percoll (GE Healthcare Life Science,
Paises Bajos). Las células dendriticas fueron generadas cultivando monocitos purificados en
RPMI completo suplementado con IL-4(262,5 U/mL; Biosource, Bélgica) y GM-CSF (112,5 U/mL;

Biosource, Bélgica) por 4 a 7 dias.

Los ensayos de maduracidn consistieron en estimular células dendriticas humanas (2x10° células
por pocillo) durante 16 horas a 37°C y 5 % CO; con los lisados parasitarios (ya sea de forma
soluble como inmovilizado sobre una placa de ELISA) en presencia o ausencia de los ligandos de
TLR LPS (Escherichia coli 0111:B4, 10 ng/mL) o PAM3CSK4 (10 pg/mL). En determinadas
ocasiones, las células dendriticas fueron pre incubadas durante 60 min a 37°C con diferentes
anticuerpos bloqueantes de CLRs: anti-DC-SIGN (AZD-N1), anti-DCIR (111F8.04), anti-MR (19.2)
0 anti-MGL (1G6.6), o los respectivos controles isotipicos (IgG1 murino para AZD-N1, 111F8.04
y 19.2; 1gG2b murino para 1G6.6).

Ensayo de induccion de linfocitos T reqguladores/anergia

Se purificaron linfocitos T naive (CD4* CD45RA") a partir de PBMC de donantes utilizando MACS
beads MACS beads (Milteny). Posteriormente, fueron cultivados con células dendriticas
alogénicas, estimuladas como se indica anteriormente en un relacién 1:10 (1x10* células
dendriticas y 1x10° linfocitos T naive). Luego de 6 dias, los linfocitos T fueron lavados y se dejaron
descansar durante 3 dias en presencia de IL-7 e IL-15 (ImmunoTools). Una vez transcurrido ese
tiempo, los linfocitos T fueron lavados y re estimulados mediante co-cultivo con células
dendriticas del donante original (relacion 1:10), previamente activadas con LPS por 16 horas.
Luego de 6 dias de esta segunda estimulacion, se administré [3H] Timidina (1 uCi por pocillo; GE
Healthcare) y se incubd por 18 horas. La incorporacién de [3H] Timidna fue evaluada con un

contador de centello liquido Betaplate 1205 (Wallac-LKB).

Ensayo de polarizacion de linfocitos T virgenes

Las células dendriticas humanas fueron estimuladas durante 48 horas como se describe en la
seccion correspondiente. Transcurrido ese tiempo, la expresion de moléculas co-estimuladoras

fue determinada mediante citometria de flujo. Luego de la estimulacién, las células fueron
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lavadas y co-cultivadas con linfocitos T naive alogénicos (CD4* CD45RA*, relacion 1:10)
purificadas utilizando MACS beads (Milteny), en presencia de la enterotoxina estafilococcica B
(10 pg/mL, Sigma Aldrich). En el dia 5 luego del co cultivo, se tomaron los sobrenadantes (para
evaluacion de IFNy) y reemplazados por medio suplementado con rhiL-2 100 U/mL
(Immunotools). Luego de una semana, los linfocitos T CD4* fueron estimulados con un cocktail
conteniendo forbol-12-miristato-13-acetato 100 ng/mL, ionomicina 1 pg/mL, y Brefeldina A 10
ug/mL por 5-6 horas. Pasado ese tiempo, se analizd la expresidn de IL-4 e IFNy por citometria de

flujo, como se describié anteriormente para la evaluacidn de proteinas intracelulares.

Ensayos de internalizacion

La internalizacion y unién de FhTE a células dendriticas fue analizada por citometria de flujo,
utilizando lisado parasitario previamente conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 633 o Alexa
Fluor 647 segln indicaciones del fabricante (Sigma Aldrich). Se incubaron 1x10° células
dendriticas (murinas o humanas) con AF-FhTE por 1 hora a 37°C en medio completo (para
analizar la internalizacién) a 4°C (para analizar la unién). En determinadas ocasiones, las células
dendriticas fueron pre incubadas por 45 min a 37°C con 10 pg/mL de anticuerpos bloqueantes

o con 50 mM de monosacaridos, previo a la adicion de AF-FhTE.

La ruta intracelular seguida por FhTE en células dendriticas humanas luego de su internalizacién
fue analizada por citometria de flujo con analisis de imagen utilizando el equipo ImageStreamX
(Amnis Corp), como ha sido previamente descrito [131]. moDCs fueron incubadas con ATTO633-
FhTE a diferentes tiempos (15, 30 o 60 minutos) a 37°C, luego del cual se fijaron con p-
formaldehido 4%, permeabilizaron con saponina 0,1%, tifieron con anticuerpos monoclonales
especificos para LAMP-1 o EEA-1, o policlonal especifico para la porcién C terminal de DC-SIGN
(CSRD) y finalmente, se analizaron por citometria con analisis de imagenes. Datos basados en al
menos 10.000 células. Un minimo de 15.000 células fueron adquiridas por muestra, con un flujo

de entre 50 y 100 células por segundo.
Determinacion de citoquinas

Los niveles de citoquinas en los sobrenadantes de cultivo fueron cuantificados mediante ensayos
de ELISA sandwich especificos (BD Biosience, para citoquinas murinas; Biosource para citoquinas
humanas). Para ello, placas Nunc de 96 pocillos fueron sensibilizadas con anticuerpos primarios
especificos de cada citoquina (BD Bioscience) en buffer carbonato 50 mM pH 9,6 toda la noche

a 42 C. Se bloqued con BSA 1% en PBS por 1 hora a 372 C.
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Para las citoquinas murinas, se utilizaron diferentes diluciones de los sobrenadantes, asi como
los estdndares de cada citoquina para las curvas de calibracion, que se incubaron por 1 hora a
372 C. Los anticuerpos secundarios conjugados a biotina utilizados se incubaron durante 45
minutos a 37°C. La estreptavidina-peroxidasa fue incubada por 30 minutos a 37°C. El sistema de
revelado consistié en OPD 0,5 mg/mL y 0,12% H,0, en Buffer citrato-fosfato 0,1 M pH 5, como

indicado anteriormente.

Para las citoquinas humanas, diferentes diluciones de sobrenadantes a evaluar y los estandares
fueron incubados durante 2 horas a temperatura ambiente en presencia del anticuerpo
secundario conjugado a biotina. Posteriormente, se agregd la estreptavidina conjugada a
peroxidasa durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se procedid al revelado
con una solucion de sustrato tetrametilbenzidina (TMB) y 0,03% de H,0, en Buffer citrato-
fosfato 0,1 M pH 5. En ambos casos, la reaccidn se detuvo por agregado de acido sulfurico 12,5%,

para luego realizar la lectura de la absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA.
Métodos utilizados en la inmovilizacion de glicosidasas
Preparacion del extracto enzimdtico de 8-Gal

Se incubd 1 g de enzima B-Galactosidasade Aspergillus Oryzae (Sigma-Aldrich G5160) con7,5 mL
de buffer de actividad (Acetato de sodio 50 mM, pH 5,5) bajo agitacion magnética durante 30
minutos. Luego se centrifugd durante 15 minutos a 4°Cy 10.000 rpm. El extracto enzimatico se
guardd a 4°C. Previo a su utilizacién, la enzima fue gel-filtrada utilizando columnas PD-10

(Sephadex G-25).
Ensayo de actividad enzimdtica para la 8-Gal

La actividad enzimatica de la B-Galactosidasasa se determind utilizando el sustrato cromogénico
o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG, Sigma-Aldrich). Se incubaron 100 plL de una dilucion
de enzima con 2 mL de ONPG 25 mM preparado en buffer acetato de sodio 50 mM pH 5,5 (buffer
de actividad de B-galactosidasa) a temperatura ambiente. Se midié la absorbancia del producto
formado a una longitud de onda de 405 nm. El coeficiente de extincién para el ONP a pH 5,5 es

de 7,5 x 102M T cmL.

Para medir la actividad de la enzima inmovilizada se prepard una suspension estandar (10% p/v
en buffer de actividad). El ensayo para evaluar la actividad de derivados inmovilizados sobre

agarosa se realizd en las mismas condiciones descritas para enzima soluble, utilizando un
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espectrofotdmetro equipado con agitacién magnética. La actividad de la enzima inmovilizada
sobre nanoparticulas magnéticas fue evaluada mediante la incubacién de 50 pL de una
suspension estandar con 1 mL de ONPG 25 mM buffer de actividad a temperatura ambiente. Se
extrajeron alicuotas 100 puL de la mezcla de reaccién cada 30 segundos y durante 3 minutos, con
la ayuda de un iman para retirar la enzima inmovilizada. El sobrenadante fue afiadido a 100 pL
de buffer borato de sodio 0,2 M pH 9,8 en una placa de ELISA y la absorbancia fue determinada

a 405 nm. La concentracién de ONP fue determinada usando una curva de calibracion.

Una unidad de enzima (U) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 umol
de ONP por minuto a temperatura ambiente y pH 5.5. La actividad enzimatica fue expresada
como U/mL para la enzima soluble y U/g de soporte. Todas las determinaciones fueron realizadas

por triplicado.
Ensayo de actividad enzimdtica para la a-Manosidasa

Para el ensayo de actividad de la a-Manosidasa se utilizd como sustrato, el p-nitrofenil-a-D-
manopiranosido (PNPM). Se incubaron 70 pL de una dilucién adecuada de enzima con 630 plL de
PNPM 5 mM en buffer citrato de sodio 50 mM pH 4,5 suplementado con 0,1 mM de acetato de
zinc (buffer de actividad de a-manosidasa). Se tomaron alicuotas de 100 plL cada 30 segundos, y
se le agregaron 200 pL de buffer borato de sodio 0,2 M pH 9,8 para detener la reaccién
enzimdtica. Se transfirieron 200 pL a una microplaca y se midid absorbancia a 405 nm en un
lector de placas de ELISA. Se determind la concentracion de PNP utilizando una curva de

calibracion.

Para medir la actividad de la enzima inmovilizada se prepard una suspensidn estandar (10 % p/v
en buffer de actividad). El ensayo de actividad se realizé en las mismas condiciones que para la
enzima en solucién, tanto para los derivados inmovilizados en agarosa como en nanoparticulas.
La remocion del derivado enzimatico se realizd por decantacion (agarosa) o mediante la

utilizacion de un iman (nanoparticulas magnéticas).

La unidad de enzima (U) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pumol
de PNP por minuto a pH 4.5 y temperatura ambiente. La actividad enzimatica fue expresada
como U/mL para la enzima soluble y U/g de soporte. Todas las determinaciones fueron realizadas

por triplicado.
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Inmovilizacion de enzimas

La inmovilizacion de glicosidasas se llevd a cabo en dos tipos de soportes: agarosa vy

nanoparticulas de silica magnéticas.
- Activacion de agarosa

El gel agarosa 4B, se activo utilizando el agente cianilante ciano-4-dimetil-amino-piridinio
tetrafluoro borato (CDAP-BF;) de forma de introducir grupos cianato éster [121]. Todos los
reactivos utilizados fueron pre-enfriados a 4°C. Se lavaron 3 g de agarosa 4B con: 50 mL de agua
destilada, 50 mL de acetona:agua (3:7) y 50 mL de acetona:agua (6:4). Se escurrio el gel haciendo
vacio, se suspendié en 2 mL de acetona:agua (6:4) y se colocd en bafio de hielo. Posteriormente,
se agregaron a la suspension de gel 2 mL de CDAP 160 mM en acetona:agua (6:4) bajo agitacion
vigorosa durante 3 minutos. A continuacién, se agregaron 240 pL de una solucién de trietilamina
(TEA) 0,2 M gota a gota durante un periodo de 2 a 3 minutos. Después de 3 minutos de agitacion
continua, se transfirié rapidamente la mezcla de reaccidn a un recipiente conteniendo 50 mL de
HCI 50 mM enfriado a 4°C. Luego de un maximo de dos minutos el gel se lavd rapidamente en
una placa filtrante con 50 mL de agua a 4°Cy se utilizd en forma inmediata para la inmovilizacion

de la enzima correspondiente.
- Activacion de nanoparticulas

El procedimiento fue optimizado en nuestro laboratorio. Todos los reactivos utilizados fueron
pre-enfriados a 4°C. 30 mg de nanoparticulas magnética (SIMAG-Hydroxyl) fueron lavados con 5
mL de buffer fosfato salino (PBS) pH 7,4, 5 mL de acetona:agua (3:7) y 5 mL de acetona:agua
(6:4). Laremocién del sobrenadante en las diferentes etapas fue realizada mediante la utilizacién
de un iman. Luego de los diferentes lavados, las nanoparticulas fueron resuspendidas en 300 plL
de acetona:agua (6:4), para posteriormente agregar 1 mL de una solucion de CDAP 160 mM en
acetona:agua (6:4) e incubar durante 3 min a 4°C bajo agitacién vigorosa. Inmediatamente
después, 180 ulL de TEA 0,2 M fueron agregados gota a gota durante un lapso de 2 minutos. A
continuacion, se removid el sobrenadante y se agregaron 1 mL de HClI 50 mM enfriado a 4°C.
Luego de no mas de 2 min, el sobrenadante fue removido y las nanoparticulas fueron lavadas
con 50 mL de agua 4°C y utilizadas de forma inmediata para la inmovilizacién de las enzimas de

interés.
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- Inmovilizacion de la 8-Galactosidasa

1,5 g de agarosa activada o 10 mg de nanoparticulas activadas se incubaron con 15 mL (37 U/mL)
0 0.4 mL (19-76 U/mL) de B-Galactosidasa respectivamente, en buffer fosfato de sodio 100 mM
pH 8,3 (buffer de inmovilizacién), durante 4 horas a temperatura ambiente y agitacién suave en
roto-torque. Se separo el sobrenadante, se lavé el derivado inmovilizado con buffer de actividad

y se guardd a 4°C.
- Inmovilizacion de la a-Manosidasa

0,3 g de agarosa activada o 10 mg de nanoparticulas activadas se incubaron con2 mL (12.6 U/mL)
00.4mL (2,6 -11 U/mL) de a-Manosidasa (Sigma Aldrich) en buffer fosfato de sodio 100 mM pH
7,5 suplementado con 0,1 mM de acetato de zinc (buffer de inmovilizacién) durante 4 horas a
temperatura ambiente y agitacién suave en roto-torque. Se separd el sobrenadante, se lavo el

derivado inmovilizado con buffer de inmovilizacién y se guardé a 4°C.
- Cuantificacion de proteinas de proteinas inmovilizadas

La cuantificacion de proteinas se realizé6 mediante la técnica del BCA. La cuantificacién de la -
Galactosidasa inmovilizada sobre agarosa, se realizd utilizando el mismo procedimiento
descripto anteriormente para determinacion de proteinas solubles, pero incubando 50 plL de
suspensidon estdndar con 1 mL de reactivo a 60°C durante 15 minutos bajo agitacion. Para el caso
de la B-galactosidasa inmovilizada sobre nanoparticulas y la a-Manosidasa inmovilizada en
ambos soportes, la cantidad de enzima inmovilizada se determind por diferencia entre la
proteina aplicada y la recuperada en el sobrenadante. Los resultados se expresaron en mg/mL

para la enzima soluble y mg/g para los derivados inmovilizados.
Deglicosilacion de proteinas modelo

- Degalactosilacion de asialofetuina

La asialofetuina se obtuvo mediante la desialilacion quimica de fetuina de suero fetal bovino
(Sigma-Aldrich). Se disolvieron 30 mg de fetuina en 2,55 mL de HCI 0,2 N, y se incubaron en un
termo block a 80°C durante una hora. Se enfrié en bafio de agua a temperatura ambiente y se
neutralizd con NaOH 2,0 N. Luego se dializd durante 24 horas contra buffer acetato de amonio
50 mM, pH 5,5. Se centrifugd el producto de didlisis durante 5 minutos a 10.000 rpm y se midié

el pH para verificar la efectividad de la dilisis.
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La degalactosilacion de la asialofetuina (6 mg/ml) se realizé mediante la incubaciéon 2 mLo 1 mL
de solucién proteica con 100 mg o 10 mg de B-Galactosidasa inmovilizada sobre agarosa o sobre
nanoparticulas, respectivamente, durante 24 horas bajo agitacién suave en roto-torque a
temperatura ambiente. Se separd el derivado por filtracion (agarosa) o utilizando un iman
(nanoparticulas), los que se lavaron con buffer acetato de sodio 50 mM pH 5,5 y se conservaron
a 4°C para volver a utilizar. El sobrenadante se gel-filtré en columnas de Sephadex G-25 PD-10
equilibrada en buffer acetato de amonio 50 mM, pH 5,5 para separar la asialofetuina
degalactosilada de la galactosa liberada. Se sembraron 2,0 mL de asialofetuina degalactosilada,
se eluyd con el buffer acetato de amonio 50 mM pH 5,5, y se recogieron las siguientes fracciones;
i) la fraccion donde eluye la asialofetuina degalactosilada (volumenes entre 2,5y 5,5 mL), la que
se guardd para realizar estudios de reconocimiento con lectinas, mediante un ensayo tipo ELISA
ya descrito para FhTE vy ii) Una segunda fraccion (volimenes entre 5,5 mL y 10,5 mL) donde se
espera que eluya la galactosa liberada. Esta ultima fraccidn, se liofilizd y se retomd en un minimo
volimen de agua y se guardd para analizar por cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia

liquida de alta presion (HPLC).
- Demanosidacion de lactoferrina

Se prepard una solucién de lactoferrina (9,8 mg/mL) en buffer citrato de sodio 50 mM, pH 4,5
suplementado con acetato de zinc 0,1 mM. Se gel-filtré la solucion de lactoferrina en en
columnas PD-10 (Sephadex G-25) para separar moléculas de bajo peso molecular presentes en

el preparado comercial.

Se incubaron 50 mg o 10 mg de a-Manosidasa inmovilizada sobre agarosa o nanoparticulas
respectivamente, con 2 mL o 1 mL de lactoferrina (7 mg/mL) durante 24 horas bajo agitacion
suave en roto-torque a temperatura ambiente. Se separo el derivado inmovilizado por filtracién
(agarosa) o utilizando un iman (nanoparticulas), se lavaron con buffer fosfato de sodio 100 mM,
pH 7,5 conteniendo acetatode zinc 0,1 mM y se guardaron para volver a utilizar. El sobrenadante
de la demanosidacién se gel-filtré6 en columnas PD-10 (Sephadex G-25) equilibrado en buffer
acetato de amonio 50 mM pH 5,5, para separar la lactoferrina demanosidada de la manosa
liberada. Se sembraron 2,0 mL de lactoferrina demanosidada, se eluyd con el buffer acetato de
amonio 50 mM pH 5,5 y se recogieron las siguientes fracciones; i) la fracciéon donde eluye la
lactoferrina demanosidada (volimenes entre 2,5 y 5,5 mL), la que se guardd para realizar
estudios de reconocimiento con lectinas, mediante un ensayo tipo ELISA ya descrito para FhTE;

ii) Una segunda fraccion (volimenes entre 5,5 mL y 10,5 mL) donde se espera que eluya la
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manosa liberada. Esta ultima, se liofilizd, se retomd en un minimo volumen de agua y se guardé

para analizar por TLCy HPLC.
Deglicosilacion de FhTE con glicosidasas inmovilizadas

0,5 mL (2-5 mg/mL) de FhTE fueron incubados con 50 mg de glicosidasas inmovilizadas en
agarosa o 10 mg de derivados inmovilizados en nanoparticulas durante 24 horas a temperatura
ambiente. Las enzimas inmovilizadas fueron removidas ya sea por filtracion (agarosa) o por
ayuda de un iman (nanoparticulas). El sobrenadante fue dializado contra PBS pH 7,4 usando
membranas con punto de corte de 3 kDa, para posteriormente analizar el reconocimiento de

lectinas vegetales, como se describié previamente.

Andlisis de azucares
- Cromatografia en capa fina

Se sembraron 15 pL de las fracciones a analizar y 5 plL de los estdndares correspondientes en
placas de silica-gel 60 (20 cm x 10 cm). Se utiliz6 como fase movil metanol, cloroformo, acetona,
hidroxido de amonio (42:16:25:16). Se reveld con orcinol 2% (0,2 g orcinol monohidrato en

etanol: sulfurico (95:5)) y calor.
- Cromatografia liquida de alta presion

Se utilizd un sistema de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) Waters, equipado con
detector de indice de refraccién, columna Shodex Asahiapak NH,P50 4E, (4,6 mm d.i. x 250 mm

de largo) a 25°C, con la siguiente fase movil: acetonitrilo:agua (75:25) y un flujo de 1 mL/min.
Determinacion de la estructura de N-Glicanos

Deglicosilacion de proteinas utilizando PNGasa F

La estructura de los N-glicanos presentes en FhTE, al igual que los correspondientes a la
Lactoferrina antes y luego de ser tratada conla a-manosidasa inmovilizada sobre nanoparticulas
magnéticas, fue realizada segun descrito previamente [132]. Para ello, 1 mg de FhTE o
lactoferrina fueron liofilizados y retomados luego en 100 pL de buffer de desnaturalizacion (Urea
7 M, Tiourea 2 M, SDS 2%, 1 M mercaptoetanol en buffer fosfato de sodio 250 mM pH 8,5)
durante 1 hora bajo sonicaciéon. Posteriormente, 100 pL de buffer de neutralizacidn (Igepal CA-

630 15% en buffer fosfato de sodio 250 mM pH 8,5) fue afiadido para neutralizar el efecto del
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SDS sobre la actividad de la PNGasa F, y la sonicacién fue continuada 15 minutos mas.
Finalmente, se anadieron 800 uL de buffer fosfato de sodio 250 mM pH 8,5 y 10 unidades de

PNGase F (Promega), dejandose incubar durante al menos 48 horas a 37°C.
Purificacion de oligosacdridos

Previo a su uso, columnas SPE de carbdn activado poroso (PGC, Supelco) fueron lavadas (tres
veces de 1 mL) con NaOH 1 M, agua MilliQ, acetonitrilo (ACN) 80% conteniendo &cido
trifluoroacético (TFA) 0,1%, y nuevamente agua MilliQ. La mezcla de reaccion fue aplicada sobre
las columnas PGC SPE y las sales y detergentes fueron removidos por al menos 6 lavados de 1
mL de agua MilliQ. Los oligosacaridos fueron eluidos con ACN 25% / TFA 0,1%, liofilizados y
retomados en 3 mL de agua MilliQ. Para eliminar cualquier traza de detergente, se agregaron 1
mg de Detergent-Out beads (Calbiochem) y se incubd durante 30 minutos con agitacion. Luego
de ello, las Detergent-Out beads fueron removidas por centrifugacidon, y el sobrenadante

liofilizado.
Derivatizacion de oligosacdridos purificados

Los N-glicanos purificados fueron sujetos a derivatizacién usando el fluorocromo 7-amino-4-
metilcoumarin (AMC, Sigma Aldrich) mediante aminacidn reductiva en el extremo reductor de
la cadena oligosacaridica. Para ello, el fluorocromo y el reductor fueron preparados frescos,
disolviendo 2 mg de AMC en 40 pL de DMSO y 25 mg de borhidruro de sodio y picolina borano
en 400 pL de DMSO. La derivatizacién de los glicanos fue realizada por adicién de 10 uL de
fluorocromo, 10 pl reductor y 10 plL de acido acético a los tubos conteniendo los oligosacaridos

liofilizados. Luego de una centrifugacion rapida, se incubd durante 2 horas a 65°C.
Separacion y caracterizacion de N-Glicanos

La separacion de los glicanos, cuantificacion y caracterizacion fue realizada mediante una nano-
columna de WAX polimérica acoplada a un sistema de nano-cromatografia liquida Dionex 300,
conectado a un espectrémetro de masa ion trap Thermo Finnigan LCQ decaXP (Thermo
Scientific) a través de un detector de fluorescencia Jasco FP2020 (Jasco) con una celda de flujo
capilar. Las estructuras glucidicas fueron determinadas en base a la informaciéon de

fragmentacidn obtenida por MS/MS.
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Glicanos e Inmunomodulacion

Introduccion

Durante los ultimos afios, se han publicado varios reportes que sugieren que los glicoconjugados
parasitarios juegan un rol en la modulacién de la maduracién de células dendriticas [70]. De
hecho, en un reporte reciente se describe que componentes glicosilados del nematodo Trichuris
suis median la supresidon de la produccién de TNFa por células dendriticas estimuladas por LPS,
a través del reconocimiento de residuos de manosa o GalNAc por CLRs especificos [82].
Interesantemente, también se ha reportado recientemente que componentes de pardsitos
helmintos que contienen motivos de fucosa pueden interaccionar con DC-SIGN presente en
células dendriticas y promover la diferenciacion de células T a células T colaboradoras foliculares

[92].

Durante el transcurso de esta tesis se dispuso de muy poca informacidn acerca de los glicanos
producidos por F. hepatica. En particular, se podian encontrar reportes describiendo la
reactividad de diversas lectinas con la superficie de las miracidias [133] o en el intestino de
gusanos adultos [134, 135], al igual que la identificacién por espectrometria de masa de
glicolipidos con GalB1-6Gal terminal [136]. Finalmente, nuestro grupo describié la expresién del
antigeno Tn (GalNAc-O-Ser/Thr) mediante la utilizacion de anticuerpos especificos [137]. Al igual
que su estructura, el rol inmunomodulador de glicanos de F. hepatica ha sido pobremente
estudiado. Se ha reportado su participacion en la activacion alternativa de macrdofagos mediante
la oxidacién de las estructuras glucidicas con periodato de sodio [138] o mediante la inhibicidn
de la unién de componentes parasitarios amacréfagos usando anticuerpos especificos para CLRs
[77]. Sin embargo, la evidencia acerca de la funcién de las estructuras carbohidratas en la
regulacidon de la inmunologia parasitaria o en la funcién de células dendriticas es todavia muy

pobre.

En el presente capitulo, se muestra como glicoconjugados de F. hepatica estan involucrados en
la modulacién de la respuesta inmune del hospedero, promoviendo la produccién de IL-4 e IL-
10, y suprimiendo la producciéon de IFNy. Asimismo, se observé que dicho parasito es capaz de
inducir un fenotipo semi-maduro de células dendriticas que expresan bajos niveles de MHCII y
secretan IL-10. Mediante la oxidacion de las moléculas glicosiladas del parasito, se pudo ver que
las mismas median la modulacion de la maduracién de células dendriticas inducida por LPS. Por
ultimo, gracias a la realizacidn de ensayos de inhibicion se mostré que la inmunomodulacién es
mediada por reconocimiento a través de un CLRs especifico de manosa y del reclutamiento de

SHP2.
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Resultados

Fasciola hepatica induce una respuestainmune de tipo Th2 modificada

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar el rol de estructuras glucidicas de Fasciola
hepatica en la modulacidn del sistema inmune del hospedero. Para ello, primero se evalud
diferentes parametros de la inmunidad frente a F. hepatica en nuestro modelo experimental y
se correlaciond con el curso de la infeccidén y el nivel de dafio hepatico. Con este fin, ratones
BALB/c se infectaron con 10 metacercarias y se evalud la produccion de IL-4, IL-5, IL-10 e IFNy
en esplenocitos de los animales infectados 1, 2 y 3 semanas después de la infeccidon (wpi, por

sus siglas en inglés) re-estimulados con un lisado total del parasito adulto (FhTE).

Los esplenocitos de los animales infectados produjeron altos niveles de las citoquinas IL-4, IL-5
e IL-10, citoquinas asociadas a respuestas tipo Th2/regulatorio. A una semana post infeccion ya
se observaron niveles significativamente aumentados de IL-4 e IL-10, llegando a una meseta a
las dos semanas post-infeccion. Por otro lado, si bien se encontré un aumento en la produccidon
de IFNy, la misma fue a niveles muy bajos (€200 pg/ml), mas aun si se compara con un
incremento de 30 veces para IL-10 (alrededor de 6 ng/ml) (Figura 3.1 A). El incremento de estas
citoquinas coincide con la deteccion del dafio hepatico evaluado por la actividad alanina
transaminasa (ALT) en suero, un marcador de la disfuncién hepatica [139]. De hecho, la actividad
ALT se encontré aumentada 5 veces a las dos semanas post-infeccidon, mientras que aumenté
mas de 20 veces a las 3 semanas post-infeccion, en comparacion con los niveles detectados en
animales control (Figura 3.1B). La actividad ALT aumenta también con la dosis de metacercarias
utilizadas para la infeccidn, lo que confirma su utilidad para la deteccidén del dafio hepatico y el
seguimiento de la infeccidn por F. hepatica (Tabla 3.1). Ademas, la actividad de ALT en suero se
correlaciond con la evaluacion del dafio hepatico mediante analisis histolégico (Figura 3.2). La
fuerte produccién de IL-4 e IL-10 a las tres semanas post-infeccion fue confirmada por qRT-PCR,
revelando un aumento del entorno de 100 veces en IL-10 y sélo un aumento de 3 veces en la

expresién IFNy, con respecto a los animales no infectados (Figura 3.1C).
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Figura 3.1. F. hepatica induce una fuerte respuestainmune de tipo Th2 modificada, caracterizada por altos niveles
de IL-4, IL-5 e IL-10. (A) ELISA de IL-4, IL-5, IL-10 o INFy de esplenocitos de animales infectados y no infectados
estimulados con FhTE. (B) Se midié la actividad Alanina transaminasa en el suero de ratones infectados y no
infectados. (C) Las citoquinas también fueron detectadas por RT-PCR cuantitativa. Los resultados se muestran como
cambio relativo respecto a esplenocitos cultivados en presencia de medio, cuya expresion fue definida como 1. La
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue utilizado como control endégeno. (D) Los esplenocitos de los
animales infectados y no infectados y se estimularon con ConA (5 mg/ml). Las citoquinas en los sobrenadantes se
determinaron mediante ELISA. Los resultados se expresan como la media de tres experimentos independientes (+SD,
indicadas por barras de error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (** p <0,01; * p <0,05)

con respecto a FhTE- o esplenocitos estimulados con ConA de animales no infectados.
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Esta fuerte polarizacion Th2/regulatoria que se observa, también se evidencié con un estimulo
policlonal, tal como es la lectina ConA, en esplenocitos de los animales infectados. Estos
produjeron altos niveles de IL-4, IL-5 e IL-10, mientras que su capacidad de producir IFNy
disminuyd significativamente, en comparacién con esplenocitos de animales control (Figura
3.1D). Estos resultados estan de acuerdo con un reporte previo que describe la polarizacidon Th2

inducida por F. hepatica durante la infeccidn [138].

Tabla 3.1. Estudio del dafio hepatico en ratones infectados con diferentes dosis de metacercarias.

# ratones con Actividad
daiio hepatico Carga parasitaria Transaminasa
macroscépico (U/L)
No infectados 0 --- 9+2

§ 5 mets 3 --- 260 + 32

e 10 mets 5 0,4+0,2 324 £11

()

k= 15 mets 5 1,8 + 0,4 425 + 47

Se evalu6 el dafio macroscoépico al extraer el higado, la carga parasitaria (cantidad de gusanos presentes

en el higado) y la actividad transaminasa en suero (n=>5 por grupo).

No Infectado _ ___Infectado

4x

10x

Figura 3.2. Anadlisis histoldgico de ratones control y ratones infectados durante 3 semanas. Pasadas 3 semanas de
infeccion, los higados fueron obtenidos, fijados con formaldehido e incuidos en parafina. Se realizaron secciones que
fueron analizadas mediante tincién con hematoxilina y eosina. Se muestran imagenes tomadas a dos aumentos

diferentes (x4 y x10). Recuadros presentes en x4 representan las zonas mostradas en x10. N: Necrosis; IL: Infiltrado

Leucocitario; Fh: Gusano de F. hepatica.
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Glicanos presentes en F. hepatica portan diversos motivos carbohidratos

Las estructuras glucidicas presentes en parasitos participan en procesos cruciales como
infeccién o invasion [140, 141]. A pesar de que estructuras glucidicas de diferentes parasitos
como Echinococcus [142-144], S. mansoni [136, 145-147], entre otros [26, 148], se encuentran
bien caracterizadas, los correspondientes a lisados totales de F. hepatica se encuentran
pobremente caracterizados. A fin de aproximarnos a la identificacion de los carbohidratos
presentes en FhTE, se llevd a cabo un ensayo de reconocimiento por un panel de diferentes
lectinas vegetales comerciales. Los glicoconjugados presentes en FhTE fueron reconocidos por
las lectinas de Vicia Villosa (VVL), Triticum vulgaris (WGA), Canavalia ensiformis (ConA), Arachis
hypogaea (PNA) and Ulex europaeus (UEA) (Figura 3.3A), revelando la presencia de N-acetil-
galactosamina (GalNAc), N-acetil-glucosamina (GIcNAc), manosa (Man) o glucosa (Glc),
galactosa (Gal) y fucosa (Fuc), respectivamente. Asimismo, se realizaron ensayos de inhibicién,
pre-incubando las lectinas con monosacdridos especificos y no especificos, como forma de
verificar que el reconocimiento se da a través del dominio de reconocimiento de carbohidratos
de la mismas. Se observd una pérdida de mas del 70% en el reconocimiento de las lectinas VV,
WGA o ConA cuando fueron incubadas con GalNAc, GIcNAc o Manosa, respectivamente,

confirmando la especificidad de estas lectinas (Figura 3.3B).

Finalmente, se llevd a cabo ensayos de reconocimiento con lectinas sobre FhTE oxidado
previamente con m-periodato de sodio (FhmPox), una técnica usada habitualmente para evaluar
el rol funcional de glicoconjugados [68, 82]. Durante este proceso los grupos dioles vecinales
presentes en los glicanos son oxidados a grupos aldehido, que son posteriormente reducidos
por borhidruro de sodio. Esto conduce a una pérdida de la estructura tridimencional de los
carbohidratos, por lo que todo proceso que depende de ella, se vera abolido. De hecho, el
reconocimiento de FhTE por parte de las diversas lectinas se pierde completamente con la
oxidacidn de los glicanos (Figura 3.3B). Es importante destacar que el tratamiento no afecta la
integridad de las proteinas de FhTE, ya que la movilidad electroforética de las mismas fue similar
a la de FhmPox (Figura 3.3C). Ademas, la oxidacidon con meta-periodato abolid totalmente el
reconocimiento de un anticuerpo monoclonal especifico para la estructura de carbohidrato
aGalNAc-O-Ser/Thr [149], que reconoce FhTE, mientras que no modificd el reconocimiento de
catepsina-L1 por un anticuerpo policlonal especifico (Figura 3.3D). Por lo tanto, la oxidacion
quimica de los carbohidratos abroga el reconocimiento de glicanos por las proteinas de unién a
carbohidratos, resultando en una estrategia adecuada para estudiar su reconocimiento por las

proteinas o receptores, por lo que podria ser Util para estudiar sus funciones bioldgicas.

.. Pagina | 55



.. | Primeras evidencias del rol de los glicanos en la inmunomodulacién por F. hepatica

[Lectina]:
3000
Bl 10 pg/mL
2000 & = [ ] Bl 1pg/mL
= 0,1 pg/mL
3 wio Lectin

MFI

WGA ConA PNA

B 4000

8000

6000

[ ™
s 4000

2000

0 0 0
WGA ConA
1500
Bl Lectina
_ 1000 o Bl Lectina + Azucar especifico
I'EL = B3 Lectina + Azdcar no especifico
500 [J Oxidacion con m-Periodato
[ Sin Lectina
0
PNA UEA
€6 aTn__ aFhCL1
45 p
96 p-
66»‘ ‘ :g’
|
44 » M ‘ 24.
29 20 »
- we e 14,2 p
6,5 p
w m x Ww m x W m x
= O © = O © F O ©
£ g8 EEEge
£ e =
[T [T [T

Figura 3.3. F. hepatica produce una gran variedad de estructuras glucidicas. A) Mediante un ensayo tipo ELISA se
evalud la reactividad con un panel de diversas lectinas vegetales comerciales con FhTE (2,5 pg por pocillo), utilizando
diferentes concentraciones de lectinas biotiniladas y estreptavidina Dylight-800. La intensidad de fluoresencia media
(MFI, porsu sigla en inglés) fue determinada a través de un sistema de imagen infrarrojo. B) La especificidad de glicano
fue demostrada mediante ensayos de inhibicion utilizando los monosacaridos especificos de cada lectina (50 mM)
GalNAc (VV), GIctNAc (WGA), Man (ConA), Gal (PNA) o Fuc (UEA). Alternativamente, la reactividad fue evaluada en
FhTE oxidado con meta-operiodato. El lisado parasitario fue separado por SDS-PAGE (15%) y tenido con nitrato de
plata (C) o transferido a membranas de nitrocelulosa para la realizacién de western blot utilizando un anticuerpo

monoclonal anti-antigeno Tn (clon 83D4) o un anticuerpo policlonal especifico contra la catepsina L1. (D)
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Los carbohidratos de F. hepatica participan en la produccion de IL-4 e IL-10, y en la

disminucion de IFNy

Para determinar si las moléculas glicosiladas de F. hepatica participan en la induccidon de
respuestas de tipo Th2 y la supresién de IFNy, se estimularon esplenocitos de animales
infectados con componentes parasitarios que fueron previamente oxidados con m-periodato de
sodio (FhmPox). Los esplenocitos estimulados con FhmPox produjeron niveles mas bajos de IL-
4 y IL-10 que las células incubadas con FhTE. Ademas, en estas condiciones, las células de bazo
producen niveles significativamente mayores de IFNy (Figura 3.4A). Por otro lado, no se
observaron cambios en los niveles de IL-5. Como control, los esplenocitos se incubaron con
FhCB, que consiste en FhTE sometido a todo el tratamiento con excepcidn de la incubacidn con
m-periodato de sodio, conduciendo a efectos similares a FhTE. La produccién de citoquinas fue
especifica de componentes parasitarios ya que las células de bazo procedentes de animales no
infectados no produjeron ninguna de las citoquinas evaluadas (Figura 3.4A). La disminucion de
IL-4 e IL-10 generada por esplenocitos de animales infectados fue confirmada por qRT-PCR,
aungue en este caso no se encontré diferencia significativa en los niveles de produccién de IFNy
(Figura 3.4B). Las células de los ganglios linfaticos hepaticos (HLN, por si sigla en inglés Hepatic
Lynph Node) de animales infectados también produjeron niveles menores de IL-10 cuando se
estimula con FhmPox cuando se compara con la estimulacién con FhTE, sin observarse cambios

en la produccion de IL-5 (Figura 3.4C).

Por ultimo, con el fin de establecer un posible papel de los glicanos en el reconocimiento de
moléculas parasitarias por la respuesta inmune humoral, se evalud el reconocimiento de
FhmPox por los sueros de animales infectados. Los anticuerpos IgG de animales infectados
reconocieron de manera similar tanto FhTE como FhmPox, lo que sugiere que la oxidacién de
glicanos no modifica el reconocimiento de los componentes de parasitos por anticuerpos

inducidos durante la infeccidn (Figura 3.4D).
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Figura 3.4. La oxidacion de los glucidos presentes en FhTE conducen a una menor produccion de IL-4 e IL-10 y un

aumento de IFNy por esplenocitos ratones infectados. A) Esplenocitos de animales infectados y animales control
fueron cultivados en presencia de 75 pg/mL de FhTE, FhCB (Control negativo de oxidacién) o FnmPox (FhTE oxidado).
Se midié la presencia de citoquinas IL-4, IL-5, IL-10 e IFNy en el sobrenadante de cultivo luego de 72 horas. B)
Alternativamente, 1L-4,1L-10 e IFNy fueron detectados por qRT-PCR. Los resultados se muestran como cambio relativo
respecto a esplenocitos cultivados en presencia de medio, cuya expresion fue definida como 1. GAPDH fue utilizado
como control endédgeno. C) Las células de ganglios linfaticos hepaticos fueron estimuladas de igual forma que los
esplenocitos, y la presencia de IL-5 e IL-10 en el sobrenadante de cultivo fue determinada por ELISA. D) Anticuerpos
IgG totales en el suero de animales infectados y no infectados especificos contra FhTE y FnmPox fue evaluado por
ELISA. Un resultado representativo de tres experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras
de error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a esplenocitos de animales

no infectados (**p < 0.01; *p < 0.05).
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F. hepatica modula las células dendriticas in vivo

Ya se han reportado previamente diversas evidencias que muestran que componentes de F.
hepatica pueden modular la maduracion de células dendriticas y su funcién in vitro [53, 59, 71,
150]. Sin embargo, no se ha realizado un estudio exhaustivo de la inmunomodulaciéon de las
células dendriticas por parte del parasito. Por lo tanto, conel fin de evaluar mas profundamente
su papel en la inmunomodulacién del huésped por F. hepatica, se evaluaron las células

dendriticas in vivo, tanto en el bazo como en el peritoneo de los animales infectados.
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Figura 3.5. La infeccidn por F. hepatica promueve el reclutamiento de células dendriticas MHCII'*¥ |L-10* tanto en
la cavidad peritoneal como en el bazo. Esplenocitos (A) y PECs (B) de animales infectados y no infectados fueron
contados y la presencia de células CD11ch fue analizada por citometria de flujo. Las células CD11ch fueron
seleccionadas luego de la exclusion de células CD3* seguida de la exclusion de células F4/80*, como se muestra en la
estrategia de gating (C). D) Las células CD11ch fueron también analizadas para la expresiéon de MHCIl y de la
produccidn intracelular de IL-10e IL-12/23p40. Un resultado representativo de tres experimentos independientes es
mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas

con respecto a esplenocitos de animales no infectados (**p <0.01; *p < 0.05).
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Figura 3.6. Las células dendriticas de animales infectados presentan un fenotipo semi-maduro. Ratones BALB/c (n=5
por grupo) fueron infectados por via oral con 5, 10 o 15 metacercarias. Pasadas 3 semanas, los mismos fueron
sacrificados y Bazo, PECs e higados removidos. Suspensiones celulares de bazo o PECs fueron analizadas para la
expresion de MHCII'y moléculas de co-estimulacion (CD40, CD80y CD86) en células CD11ch por citometria de flujo.
Un resultado representativo de tres experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de
error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a esplenocitos de animales no

infectados (**p < 0.01; *p < 0.05).

Luego de la infeccidn se observd un marcado reclutamiento de células en el bazo y en la cavidad
peritoneal de los animales infectados, que aumentaron con el transcurso del tiempo (Figura 3.5A
y B, respectivamente). Entre estas células, las células dendriticas (definidas como células CD11cM
F4/80°) fueron reclutadas tanto en el bazo como en el peritoneo ya desde la primera semana
post infeccion, y su nimero aumentd con el curso de la infeccidn (Figura 3.5A y B). A pesar del
hecho de que todas las células dendriticas presentaron MHC de clase Il, su expresion se encontré

disminuida (Figura 3.5C-E). De hecho, las células dendriticas esplénicas presentaron niveles de
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expresion de MHC de clase Il considerablemente menores (reduccién de alrededor de 50% de
MFI) desde la primera semana post infeccién, junto con menores niveles de CD40 en su

superficie (Figura 3.6).

La expresién de MHCIl y de CD40 en la superficie de las células dendriticas no fue modificada al
infectar animales con dosis mas altas (Figura 3.6). Ademas, desde la segunda semana post-
infeccidn, se evidencié un aumento en la produccidn de IL-10 en células dendriticas esplénicas
(Figura 3.5D). Sin embargo, también se observé un aumento en las células dendriticas
productoras de IL-12* en el bazo (Figura 3.5D). Las células dendriticas reclutadas en el peritoneo
también redujeron la expresion de MHCII (Figura 3.5E), mientras que aumento la expresién de
CD80 y CD86 (Figura 3.6). También hubo un aumento en las células dendriticas productoras de
IL-10 en la cavidad peritoneal, mientras que las células dendriticas IL-12* se mantuvo en muy

baja proporcion en el peritoneo (Figura 3.5E).
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Figura 3.7.La infeccion por F. hepatica promueve el reclutamiento de macréfagos productores de IL-10tanto en la
cavidad peritoneal como en el bazo. Esplenocitos (A) y PECs (B) de animales infectados y no infectados fueron
contados y la presencia de células F4/80+ CD11c fue analizada por citometria de flujo. C) Las células F4/80* CD11c
fueron también analizadas para la expresion de MHCII y de la produccion intracelular de IL-10 e 1L-12/23p40. Un
resultado representativo de tres experimentos independientes es mostrado (xSEM, indicado por las barras de error).
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a esplenocitos de animales no

infectados (**p < 0.01; *p < 0.05).
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Los macrofagos, definidos como células F4/80* CD11c,, también fueron reclutados en el bazo y
el peritoneo tras la infeccién (Figura 3.7). En el bazo se observd también un aumento de
macrofagos IL-10*, mientras que los IL-12* disminuyeron considerablemente (Figura 3.7). Por
otro lado, los macréfagos de la cavidad peritoneal aumentaron la expresion de MHCII a partir
de la primera post-infeccion. Ademas, los macrofagos productores de IL-10 y/o IL-12 también

aumentaron en el peritoneo (Figura 3.7).
Glicoconjugados de F. hepatica modulan la funcidn estimuladora de células dendriticas

Con el fin de determinar si las estructuras glucidicas del pardsito son capaces de modular la
funcién de células dendriticas, se evalué la activacion in vitro de esplenocitos de animales
infectados por células dendriticas. Para ello, se utilizaron células dendriticas murinas derivadas
de médula dsea (BMDCs), que fueron obtenidas de la diferenciacion de precursores presentes
en la médula ésea por incubacién con GM-CSF. Recientemente, se ha reportado que las mismas
se componen de dos poblaciones celulares: CD11c* MHCII, la cual presenta un fenotipo de
células dendriticas, y CD11c* MHCII'™ que presenta uno correspondiente a macréfagos [151].
Por ello, antes de utilizarlas, se realizd una caracterizacidn fenotipica con un panel de
anticuerpos disponibles en nuestro laboratorio. Como se observa en la Figura 3.8, se obtuvieron
tres diferentes poblaciones en nuestras BMDCs: dos que coinciden con lo reportado
previamente: CD11c* MHCII" y CD11c* MHCII™, y una poblacién caracterizada por ser CD11c"
MHCIIM, Las células CD11c* MHCIIM presentaron una mayor expresion de las moléculas de co-
estimulacién CD40 y CD86 respecto a las células CD11c* MHCII™y, a diferencia de lo reportado
previamente, no presentaron el marcador de macrofagos F4/80, lo que sugiere que podrian ser
dos poblaciones de células dendriticas con diferente estado de activacion basal. El marcador
F4/80 se encontré presente fundamentalmente en las células CD11ch MHCIIM, sugiriendo que
las mismas podrian corresponder a macréfagos. Varias diferencias con el paper original podrian
explicar las diferencias encontradas, entre ellas la cepa de ratén utilizada y el origen de el GM-
CSF utilizado, ya que mientras aqui se utilizo el sobrenadante de cultivo de células transfectadas
con dicho factor, en Helft et al lo utilizaron de forma recombinante. Si bien se deberian realizar
experimentos adicionales para confirmar si las diferentes poblaciones que se obtuvieron
corresponden a macrofagos y/o células dendriticas, es importante conocer que se trabaja con
una poblacion heterogénea de células, sobre todo al momento de realizar conclusiones basadas

en los resultados.
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Figura 3.8. Caracterizacion fenotipica de las BMDCs. La expresion de diferentes marcadores de superficie en BMDCs
fue analizada por citometria de flujo, utilizando anticuerpos especificos para CD11c, MHCII, CD40, CD86, CD11by
F4/80.Unresultado representativo de tres experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras

de error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).

Las BMDCs fueron cargadas con FhTE, FnmPox o los respectivos controles. Es importante notar
que la viabilidad de las BMDCs cargadas no fue afectada por el tratamiento con los diferentes
lisados parasiatrios (Figura 3.9A). Posteriormente las células fueron lavadas y co-cultivadas con
esplenocitos (Figura 3.9B) o lincofitos T CD4* purificados (Figura 3.9C) de animales infectados.
Como se puede observar en la figura 3.6B-C, cuando son incubados con BMDCs cargadas con
FhmPox, tanto los esplenocitos como los linfocitos T CD4* produjeron niveles menores de IL-4 e
IL-10 que los esplenocitos estimulados con BMDCs cargadas con FhTE, mientras que no se
observaron cambios para IL-5 e IFNy. Asimismo, no se detectd produccidén de citoquinas cuando
se realizd el co-cultivo con esplenocitos o linfocitos T CD4* de animales no infectados. Estos
resultados sugieren que los glicoconjugados presentes en FhTE modulan la capacidad
estimuladora de células dendriticas, induciendo una mayor produccion de IL-4 e IL-10 por

linfocitos T CD4*.
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Figura 3.9. Las BMDCs cargadas con FhmPox inducen una menor produccién de IL-4 e IL-10 por linfocitos T CD4+
que BMDCs cargadas con FhTE. Las BMDCs fueron cultivadas en presencia de 75 ug/mL de FhTE, FhCB o FhmPoxtoda
la noche a 37°C. A) La viabilidad celular fue evaluada mediante el ensayo de MTT. Las BMDCs fueron lavadas luego de
la estimulacidn con los extractos parasitarios, y co-cultivadas por 3 dias a 37°C con esplenocitos totales (B) o linfocitos
T CD4* purificados (C) de animales infectados por 3 semanas o animales control. Luego de 72 horas, se analizé la
presencia de citoquinas en el sobrenadante de cultivo mediante ELISA. Un resultado representativo de tres
experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican diferencias

estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (**p < 0.01; *p <0.05).

.. Pagina | 64



.. | Primeras evidencias del rol de los glicanos en la inmunomodulacién por F. hepatica

Los componentes de F. hepatica interactuan y son internalizados por células dendriticas

a través de CLRs especificos de Manosa

Los glicanos pueden modular la funcién de células dendriticas a través de una variedad de
mecanismos. Por ejemplo, pueden interactuar con los receptores lectina expresados en la
superficie de las células dendriticas, capaces de endocitar componentes glicosilados y/o
desencadenar una sefal a través de cascadas dependientes de quinasas [79]. Por ello, se evalué
si los glicoconjugados de F. hepatica interactian con la superficie de células dendriticas o son
internalizados por ellas. Con este fin, los componentes proteicos presentes en FhTE fueron
marcados fluorescentemente con el fluorocromo ATTO-647, para posteriormente ser incubado
con células dendriticas a 4°C (para evaluar su unién) o a 37°C (para evaluar su internalizacién).

La intensidad de fluorescencia se determind mediante citometria de flujo en células CD11c".
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Figura 3.9. Los glicoconjugados de F. hepatica interactiian con y son internalizados por células dendriticas en un
proceso mediado por CLRs especificos de manosa. A) Las BMDCs fueron cultivadas con FhTE conjugado al
fluorocromo ATTO647 por 1 hora a 37°C 0 a 4°C en medio completo en presencia o ausencia de EDTA (5 mM) y
analizado por citometria de flujo en células CD11c*. B) FhTE, FRCB o FhmPox conjugadosa ATTO 647 fueron incubados
también con BMDCs y analizado en las mismas condiciones que en A. C) Ensayos de inhibicion con carbohidratos
fueron llevados a cabo, preincubando BMDCs con 50 mM de diferentes monosacaridos o laminarina por 30 min. Los

asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a BMDCs incubadas Gnicamente con FhTE-

ATTO647 (*p < 0.05).

Como se muestra en la Figura 3.9A, FhTE puede interactuar y ser internalizado por células
dendriticas. Para determinar si esta union e internalizacién era dependiente de receptores de
lectina tipo C, lo que requiere de Ca?*, se preincubaron las células dendriticas con EDTA, un

agente quelante, previo al agregado de FhTE-ATTO647. Se observd que alrededor de 70% de la
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internalizacién FhTE se suprime en presencia EDTA, lo que indica que el proceso de
internalizacidon fue mediado por receptores dependientes de Ca2* (Figura 3.9A). Por el contrario,
solo el 25% de la unidn se inhibid en presencia de EDTA (Figura 3.9A), lo que sugiere que el

reconocimiento dependiente de moléculas glicosiladas es menos relevante en este proceso.

Con el fin de confirmar la participacidn de glicoconjugados en la internalizacién o la unién de los
componentes de los pardsitos a las células dendriticas, el lisado oxidado con meta-periodato,
FhmPox y el control correspondiente FhCB también fueron conjugados a ATTO-647 y se
incubaron adicionalmente con células dendriticas en las mismas condiciones que FhTE. La
oxidacién de los glicanos parasitarios arroja como resultado una disminucién de alrededor del
40% de la internalizacién de FhTE, mientras que soélo se observd una reduccidon del 20% en la
union (Figura 3.9B). Esto indica que los glicanos participan parcialmente en la internalizacion y
union a células dendriticas de componentes parasitarios. Como era de esperar, no se observd

diferencia significativa entre FhTE y FhCB (Figura 3.9B).

Por ultimo, como forma de aproximarnos a los glicanos que median esta interaccidn, se llevaron
a cabo ensayos de inhibicion utilizando monosacaridos, asi como laminarina, un ligando del CLR
Dectin-1 [152], el cual se inculyé debido a que se ha reportado que Dectin-1 media la
internalizacion de glicoconjugados de F. hepatica por macréfagos [77]. Como se muestra en la
Figura 3.9C, la unién de FhTE fue inhibida por Manosa y GalNAc, mientras que sélo la manosa
fue capaz de inhibir la internalizacion de FhTE por células dendriticas. La incubacion con la
laminarina no modificd significativamente ni la unién o ni la internalizacidon de FhTE por células

dendriticas, lo que indica que Dectin-1 no estd implicado en este proceso.

F. hepatica modula la maduracion de células dendriticas a través de un incremento de

IL-10 y una disminucion de IL-12/23p40

Posteriormente, se pasd a estudiar el efecto de los glicanos presentes en FhTE sobre la
maduracion de BMDCs inducida por LPS. Como ha sido reportado que FhTE tiene la capacidad
de modular la maduracién por LPS de BMDCs, por ejemplo a través de la inhibicion en la sintesis
de citoquinas [56, 57], nos preguntamos si los glicoconjugados de F. hepatica participan en este

proceso.

Dado que ha sido ampliamente reportadaiia la presencia de proteasas en diferentes estadios de
F. hepatica [153], se decidid incluir en FhTE inhibidores de proteasas de forma de mantener la
integridad del extracto proteico. Por otra parte, en los préximos capitulos de esta tesis se

utilizardn glicosidasas para llevar adelante deglicosilacién enzimatica de FhTE. La integridad de
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las mismas podria también verse afectada por la presencia de proteasas. Sin embargo, La
presencia de inhibidores de proteasas podria afectar el efecto inmunomodulador de FhTE por
lo cual se decidio verificarlo. Es por ésto que se generaron diferentes extractos totales de
pardsitos adultos de Fasciola hepatica, en ausencia o presencia de diferentes diluciones de un
cocktail de inhibidores. Se incubaron a 37 °C durante 6 o 24 horas y se cuantificd la actividad
proteasa mediante el método de la caseina y se analizé la integridad del extracto mediante SDS-
PAGE. En ambas técnicas no se observan diferencias entre las diluciones 1:5y 1:10 del cocktail

de inhibidores (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Determinacion de la concentracion de inhibidores a utilizar en la preparaciéon de FhTE. A) SDS —PAGE
de extractos elaborados con diferente concentracién de inhibidores e incubados durante 6 o 24 horas a 37°C. Se
incubaron 30 pg de FhTE elaborado Sin inhibidor (1) o en presencia de diferentes diluciones de un cocktail de
inhibidores: 2) dilucidn 1:20; 3) dilucién 1:10; 4) dilucién 1:5. B) Actividad proteasa en cada uno de dichos extractos
determinado por el método de la caseina. C) Efecto de los diferentes extractos sobre la maduracion de BMDCs por
LPS. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a BMDCs incubadas con FhTE sin
inhibidor (*p <0.05).

Ademas, se estudié como afecta el agregado de inhibidores la capacidad de FhTE de modular la
activacion de BMDCs inducida por LPS. En este punto, se observa que Unicamente cuando se
utiliza una dilucion 1:5, hay una pérdida significativa de dicha modulacién, observada por

aumento de la produccién de IL12p40, en comparacidon con un extracto que no presenta

inhibidores (Figura 3.10), por lo que se utilizé una dilucién al décimo en estudios posteriores.

Con el fin de evaluar si las moléculas glicosiladas de F. hepatica son capaces de modular o
influenciar la maduracién de células dendriticas, se incubaron BMDCs con los diferentes
extractos parasitarios (FhTE, FhCB, FhmPox) en presencia o ausencia de un estimulo de

maduracion (LPS), para luego evaluar la produccion de citoquinas en el sobrenadante de cultivo.
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Figura 3.10. La oxidacion de los componentes parasitarios inhibe parcialmente la modulacién de la maduracién de
células dendriticas inducida por LPS. A) Las BMDCs fueron cultivadas con 75 pg/mL de FhTE, FhCB o FhmPox en
presencia o ausencia de LPS (1 ug/mL) todala noche a 37°C, para luego analizar las citoquinas I1L-6, IL-10 e 1L-12/23p40
en el sobrenadante de cultivo. B) BMDCs fueron pre-incubadas por 45 minutos a 37°C con 10 mM de manosa (Man),
N-acetil galactoamina (GalNAc) o arabinosa (Ara) y luego estimuladas con FhTE y analizadas como en A. C) Ademas,
se analizé la presencia de las quimioquinas MIP-1a y MIP-2. D) Alternativamente, las BMDCs fueron pre incubadas
por 45 minutos con 10 uM de inhibidores especificos de vias de sefializacion (PHPS1; GW5074 y ER27319) y luego
estimuladas con FhTE como en A. Un resultado representativo de tres experimentos independientes es mostrado
(+xSEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre las

condiciones indicadas (**p < 0.01; *p <0.05).
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Las BMDCs incubadas con FhTE en presencia de LPS produjeron mayores niveles de IL-10 que las
células dendriticas incubadas Unicamente con LPS. Interesantemente, cuando se realiza
incubacidn con extractos parasitarios oxidados (FhmPox), las BMDCs producen niveles similares
de IL-10 que aquellas células incubadas sélo con LPS, indicando que la oxidacién de los glicanos
abroga la actividad inmunomoduladora de FhTE sobre células dendriticas (Figura 3.10A). Lo
opuesto se observa cuando se miden las citoquinas pro-inflamatorias IL-6 e 1L-12/23p40 (Figura
3.10A). Como se esperaba, el control FACB/LPS se comporté esencialmente como FhTE/LPS. En
conjunto, estos resultados indican que glicoconjugados de F. hepatica modulan la maduracidon
de células dendriticas mediante un aumento de las citoquinas anti-inflamatorias y una reduccién

de citoquinas pro-inflamatorias.

Luego, se llevaron a cabo ensayos de inhibicion de la capacidad inmunomodulatoria de FhTE con
los monosacaridos Manosa y GalNAc, ya que ellos fueron capaces de inhibir la unién o
internalizacién de FhTE por células dendriticas. Como monosacarido irrelevante, se utilizé
arabinosa (Ara). Como se muestra en la Figura 3.10B, solamente la manosa pudo inhibir la
inmunomodulacidn de FhTE sobre la maduracidon de células dendriticas. De esta forma, la
incubacién con manosa restaurd los niveles de IL-10 e IL-12/23p40 inducidos sdlo por LPS. De
todas formas, los niveles de IL-6 no se vieron alterados por laincubacidn de manosa, sugiriendo
que la produccién de esta citoquina se dispara por un proceso de sefializacion independiente de
dicho azucar. La incubacién con GalNAc o Ara no modificaron los niveles de las citoquinas
evaluadas. (Figura 3.10B). En las concentraciones utilizadas, la incubacidn con los diferentes

monosacaridos no afectd la maduracién de LPS ni indujo la produccién de citoquinas por si solos.

La produccién de las quimioquinas inflamatorias MIP-1a y MIP-2 por células dendriticas también
fue evaluada. Estas citoquinas regulan el flujo de las células inflamatorias, y pueden ser
producidas por células dendriticas en diferentes condiciones patoldgicas. MIP-1a es ligando de
CCRS5, un receptor de quimioquinas expresado en las células Thl, mientras que MIP-2 tiene
efecto de quimioatraccién sobre células Th2 [154]. Las células dendriticas estimuladas con LPS
producen ambas citoquinas. Cuando se incubé en presencia de FhTE, MIP-la se vid
significativamente disminuida, mientras que MIP-2 aumenta (Figura 3.10C). Sin embargo, los
ensayos de inhibicion con Manosa no modificaron la produccion de ninguna de las dos

quimioquinas inducidas por LPS/FhTE.

Finalmente, con el objetivo de proveer de evidencia acerca de posibles CLRs implicados en el
reconocimiento de glicanos de F. hepatica que contienen Man, se llevaron a cabo cultivos

celulares en presencia de inhibidores quimicos de diferentes vias de senalizacién: GW5074,
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ER27319 y PHPS1 que inhiben las vias de Raf-1, Syk y Shp2, respectivamente. Estos inhibidores
fueron escogidos debido a que un grupo de CLRs que reconocen residuos de Manosa derivados
de patdgenos, como Dectin-1, MR, SIGNR o DCIR, son expresados por BMDCs y sefializan por
alguna de estas vias [79]. Para ello, luego de realizar ensayos de maduracion de BMDCs en
presencia o ausencia de dichos inhibidores, se evalud la produccién de 1L-12/23p40. Ni GW5074
ni ER27319 pudieron modificar la reduccién de 1L-12/23p40 inducida por FhTE en presencia de
LPS. Sin embargo, la incubacion de BMDCs con PHPS1 completamente abrogd éste efecto (Figura

3.10D).
Discusion

En este capitulo, mediante la utilizacion de la oxidacidon de m-periodato de sodio de los glicanos
parasitarios, se mostrd que los glicoconjugados presentes en F. hepatica estan involucrados en
la induccidn de altos niveles de IL-10 e IL-4 al igual que en la inhibicién de IFNy por esplenocitos

de animales infectados.

Para evaluar posibles mecanismos de modulacion de la respuesta inmune por parte de F.
hepatica, se focalizé en las células dendriticas, las células presentadoras de antigeno mas
efectivas y que poseen la habilidad de estimular linfocitos T naive [155]. Durante la infeccidn,
las células dendriticas (definidas como células CD3 F4/80° CD11c*) disminuyen la expresién de
MHCII, mientras que aumentan la expresion de los marcadores CD80 y CD86, sugiriendo que
estas células dendriticas adquieren un fenotipo semi-maduro. La expresidon de MHCII es esencial
para la habilidad de las células dendriticas de activar linfocitos T CD4*, y varios patdgenos como
Mycobacterium tuberculosis [156] o Salmonella typhimurium [157], inducen su disminucidon

como mecanismo de inmuno evasion.

A continuacién, se enfocd en el estudio de los efectos de los glicoconjugados en la maduracién
in vitro de células dendriticas. Nuestros resultados muestran que la oxidacién de los glicanos
presentes en FhTE, conduce a una pérdida de la capacidad moduladora de dicho extracto, lo que
se observa por una pérdida de laIL-10inducida por FhTE en presencia de LPS, y una recuperacién
de la produccion de IL-6 e I1L-12/23 p40 en esas condiciones. Un posible mecanismo que puede
explicar estos resultados puede ser la sefializacidon a través de receptores especificos para
cabohidratos, como los CLRs, que pueden modular la maduracién inducida por TLRs. De hecho,
se encontrdé que tanto la union como la internalizacion de los componentes parasitarios por
células dendriticas es inhibida por EDTA y manosa, sugiriendo la participacion de CLRs

especificos para dicho carbohidrato. Asimismo, mediante la realizacion de ensayos de
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maduracion de BMDCs en presencia de monosacaridos, se pudo ver que la manosa también
puede inhibir parcialmente la inmunomodulacién inducida por FhTE, en particular el aumento
en la produccién de IL-10 y la disminucién de IL-12/23p40. Sin embargo, no se observaron
cambios para IL-6, MIP-1a o MIP-2, sugiriendo la participacion de varios mecanismos de

inmunomodulacion en paralelo.

Los CLRs pueden modular la sefializacidn de TLRs en células dendriticas u otras células mieloides,
induciendo un incremento de IL-10 y disminuyendo citoquinas pro-inflamatorias, mediante un
proceso que se conoce como cross-talk [79, 87]. De hecho, glicanos de diferentes parasitos
helmintos como S. mansoni [71] y T. suis [82] pueden interaccionar con diferentes CLRs y
modular maduracién de las células dendriticas. De acuerdo con nuestros resultados obtenidos
con diferentes inhibidores de moléculas que participan en la senalizacion por CLRs, la fosfatasa
SHP2 participaria en la senalizacion inducida por FhTE. Un posible candidato a receptor es DCIR,
un CLR identificado en BMDCs murinas [158] y otras células mieloides [79]. La senalizacién a
través de DCIR induce la fosforilacién de un motivo de inhibiciéon de inmunoreceptor basado en
tirosina (ITIM, por su sigla en inglés Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif), lo que
recluta las fosfatasas SHP1 y SHP2 a su dominio citoplasmatico [159, 160], lo que resulta en la

inhibicién de citoquinas pro-inflamatorias inducidas por TLRs [161, 162].

El posible rol de DCIR en el reconocimiento de residuos de manosa presentes en F. hepatica y
en la modulacidn cruzada con la sefalizacién de TLR4 puede también explicar el hecho de que
células dendriticas productoras tanto de IL-10 como de IL-12 hayan sido identificadas en bazos
de animales infectados. De hecho, los subtipos de células dendriticas esplénicas expresan
diferentes moléculas de membrana, algunas de las cuales son CLRs [163, 164]. En ratdn, dos
subtipos pueden ser identificados, las que presentan el marcador CD11b y las que, siendo
negativas para dicho marcador, presentan CD8. Ambos subtipos difieren en su capacidad de
presentacidn de antigenos y funcién estimuladora de linfocitos T [163, 165, 166]. Entre las
moléculas expresadas diferencialmente se encuentra DCIR, el cual estd expresado en células
dendriticas esplénicas que son CD8", pero no las que son CD8*[166]. Teniendo esto en cuenta,
se podria especular que las células dendriticas CD8 que expresan DCIR son el blanco principal
de regulacion por los glicanos que contienen manosa de F. hepatica. Esta idea es apoyada por
los datos preliminares en nuestro laboratorio, que muestran que las células productoras de IL-

10 en bazo son positivas para el marcador CD11b (datos no mostrados).

A pesar de la hipotesis de que DCIR media la inmunomodulacién a través de glicanos de F.

hepatica que contienen Man, los ensayos de inhibicién no lograron restaurar los niveles de IL-6,
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MIP-1a ni MIP-2. Por ello, es altamente probable que otros receptores o glicanos estén
participando en el proceso de inmunomodulacion. Se ha reportado recientemente que los
glicanos de F. hepatica interaccionan con el receptor DC-SIGN presente en células dendriticas
humanas. Interesantemente, cuando dicho receptor interactla con glicanos ricos en manosa,
modula la produccién de citoquinas inducidas por ligandos de TLR, a través de sefializacion
dependiente de Raf-1 [89]. De hecho, la interaccidon de glicanos de F. hepatica y DC-SIGN en
células dendriticas humanas induce la diferenciacién a linfocitos T colaboradores foliculares
[92]. De todas formas, a pesar de que los autores asumen que estos procesos son dependientes
de Fucosa, la identidad de los glicanos inmunomoduladores no ha sido investigada. Sin embargo,
la evaluacién del rol de DC-SIGN in vivo se ve dificultado debido a la presencia de ocho
homodlogos murinos del receptor que no presentan la misma especificidad ni distribucion que el

receptor humano [104].

En conclusidén, los resultados mostrados en el presente capitulo demuestran que los
glicoconjugados de F. hepatica estan involucrados en la induccidn de los altos niveles de IL-10e
IL-4 inducidos por el pardsito, lo cual esta de acuerdo con la creciente evidencia de que glicanos
de pardsitos helmintos participan en la polarizacidn del sistema inmune del hospedero hacia
respuestas tipo Th2/regulador. Ademads, se mostré que glicoconjugados de F. hepatica
interactian con células dendriticas y modulan su funcion y maduracion a través de CLRs

especificos de Manosa y sefializacion dependiente de SHP2.
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Inmovilizacion de glicosidasas

Introduccion

Los glicanos que forman parte de las glicoproteinas y los glicolipidos participan en importantes
procesos bioldgicos tanto a nivel estructural como funcional [60]. De hecho, estructuras
glucidicas presente en la superficie son importante en los procesos infectivos y de evasion
inmunoldgica de diferentes patégenos, como bacterias, virus y parasitos [26, 167, 168]. En
cuanto a los parasitos helmintos, se ha reportado que glicanos presentes en éstos modulan la
respuesta inmune mediante la interaccidon con receptores especificos [26, 68, 70, 82, 97, 98]. En
este contexto, es claro que la elucidacién de las estructuras glucidicas y su funcién bioldgica es
esencial para entender su rol en la patogénesis y permitir el desarrollo de nuevos métodos de
diagnéstico y tratamiento de enfermedades. Esto no es una tarea sencilla debido a la
complejidad estructural de los glicanos, lo que hace necesario el uso de estrategias

complementarias.

Dentro de la metodologia utilizada para la identificacion de monosacaridos especificos en la
estructura de los glicanos y de su funcién bioldgica se encuentran las exoglicosidasas [112].
Como ya se expuso en el capitulo introductorio de esta tesis, el uso de las mismas en forma
inmovilizada ofrece ventajas interesantes. Este capitulo se centra en la generacién de
glicosidasas inmovilizadas como herramientas para el analisis de estructuras glucidicas y de su
rol bioldgico. A pesar de que la inmovilizaciéon de enzimas ha sido ampliamente desarrollada a
lo largo de las ultimas 4 décadas, sorprendentemente las enzimas inmovilizadas no han sido
utilizadas con esta finalidad. En particular, se inmovilizé la B-galactosidasa de Aspergillus oryzae
y a-manosidasa de Canavalia ensiformis, dos glicosidasas de interés en el andlisis glicdmico. Se
evalud su funcionalidad como herramienta para la deglicosilacién selectiva de galactosa y
manosa tanto en glicoproteinas modelo como en lisados de Fasciola hepatica, dado que el

estudio de la funcion bioldgica de sus glicanos es el objetivo central de esta tesis.
Resultados

Inmovilizacion de Glicosidasas

Existen diferentes soportes y estrategias de inmovilizacién disponibles para la inmovilizacién de

enzimas. En nuestro caso, se eligieron dos soportes que presentan caracteristicas diferentes:
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i) Agarosa, un polimero macroporoso natural con un tamafio de particula de 45-165
um, tradicionalmente usado en inmovilizacién de proteinas y sobre cual nuestro
laboratorio posee amplia experiencia;

i) Nanoparticulas de silica magnéticas, las cuales resultan interesantes debido a su

pequenio tamano (500 nm) y sus propiedades magnéticas.

Asimismo, se utilizé una estrategia de inmovilizacién covalente, basada en la formacién de
enlaces tipo isourea entre grupos cianato-éster presentes en el soporte activado y grupos amino
expuestos en las enzimas utilizadas. Ambos soportes, fueron activados usando el agente
cianilante 1-ciano 4-dimetil amino piridinio tetrafluoro borato (CDAP) (Figura 1.9). Este método
de activacion es una alternativa menos téxica a la tradicional activacion con bromuro de
cianégeno. La activacidon de soportes de agarosa con CDAP ya ha sido previamente descrita por

nuestro grupo de investigacién [121], pero no ha sido utilizada hasta el momento para la

activacion de nanoparticulas magnéticas.

Tabla 4.1. Inmovilizacion de glicosidasas.

. ] Rendimiento , , ..
Enzima Enzima I . I Proteina Proteina Rendimiento
Actividad

Aplicada Immovilizada L Aplicada Inmovilizada Inmovilizacién
Enzimatica

(U/g) (U/g) (%) (mg/g) (mg/g) (%)

B-galactosidasa

agarosa 376 £ 24 251 £33 67 £14 9+1 6t2 67 £6
763 £ 109 735191 96 £2 + 6t1 100 £ 15

nanoparticulas 1520 £ 212 1429 £ 98 94+7 12+£2 11+£2 92 +£15
3041 +423 1716 £7 56 £8 23+3 19+1 83+t14

o-mannosidasa

agarosa 84 £11 55+8 65+ 7 25+1.0 22+1.0 88 t14

104 £3 69 £2 66 £ 2 5+0.7 4+0.1 80+2

nanoparticulas 201 +14 131 +4 65+7 10+1 9t2 90+9

438 +11 132 £4 30+1 202 13+0.3 65+ 2

En la presente tabla se muestran los resultados obtenidos para la inmovilizaciéon de glicosidasas sobre ambos soportes. El rendimiento

tanto de actividad enzimatica como de inmovilizacion proteica se determiné como la relacién entre proteina/actividad inmovilizada

sobre la proteina/actividad aplicada.

Cuando la inmovilizacién se llevé a cabo utilizando agarosa como soporte, se obtuvieron
rendimientos de inmovilizacién de alrededor de 70% o incluso superiores. La B-galactosidasa se
inmovilizd completamente activa, ya que el rendimiento calculado en base a la inmovilizacién

proteica es igual al rendimiento calculado en base a la actividad enzimatica, como se observa en
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la Tabla 4.1. Por otro lado, la inmovilizacion de la a-manosidasa mostré un rendimiento de
inmovilizacion de actividad enzimatica menor al de la inmovilizacién proteica. Esto pone de
manifiesto o bien una inactivacién parcial debido al proceso de inmovilizacién o una sub-
estimacion de la actividad enzimatica del derivado inmovilizado debido a problemas difusionales

generados por la inmovilizacion.

La nanoparticula de silica es un soporte relativamente nuevo para la inmovilizaciéon enzimatica
y por lo tanto no se tienen datos en relacion a la capacidad del soporte activado para unir
proteinas. Por lo cual se estudid el efecto que la carga enzimatica aplicada en los rendimientos
de inmovilizacidon. Se encuentra bien documentado que cargas enzimaticas demasiado altas
pueden contribuir a generar limitaciones difusionales, dificultando el acceso del sustrato al sitio
activo de la enzima, lo cual se torna mas critico en el caso de sustratos macromoleculares [121,

169-172].

A cargas bajas-moderadas (5-10 mg/g de soporte) se alcanzaron rendimientos de inmovilizacidn
superiores al 80% para ambas enzimas. Nuevamente, la B-galactosidasa fue inmovilizada
completamente activa, mientras que una inactivaciéon parcial fue observada para la a-
manosidasa. Asimismo, y como era previsible, cuando se aumento la carga enzimatica aplicada
(alrededor de 20 mg/g de soporte), se redujeron los rendimientos de inmovilizacién para ambas
enzimas. A su vez, se observd una pérdida de la actividad enzimdtica no sélo para la a-

manosidasa, sino que también para la B-galactosidasa (Tabla 4.1).

En resumen, se sintetizaron derivados inmovilizados con una buena actividad enzimatica para
ambas enzimas y para ambos soportes. Los derivados sobre nanoparticulas magnéticas con una
carga moderada (10 mg/g de nanoparticulas) fueron utilizados para realizar ensayos funcionales,

tanto con glicoproteinas modelo como con un lisado de F. hepatica.
Deglicosilacion de proteinas modelo

Con el fin de evaluar la funcionalidad de las glicosidasas inmovilizadas como herramientas
efectivas, se llevaron a cabo deglicosilaciones de dos glicoproteinas modelo: asialofetuina (para
la B-galactosidasa) y lactoferrina (para al a-manosidasa). La asialofetuina fue obtenida por
desialilacién quimica de fetuina de suero fetal bovino, lo que expone residuos terminales de
B1->4 Galactosa, haciéndola util para estudios de degalactosilacion [173, 174]. Por otro lado, la

lactoferrina bovina fue utilizada para evaluar procesos de demanosilacién, ya que dicha
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glicoproteina contiene N-glicanos de oligomanosa [175]. La deglicosilacién se llevé a cabo como

se ilustra en la Figura 4.1 y se describe en el capitulo de materiales y métodos.

® 9
.. O
Enzima ©
Inmovilizada

Y

o ) .
@ @ © Glicanos Libres
. . Analisis por TLC y HPLC

PD10
Separacion de glicanos libres y
(Glico)proteina.

Proteina Modelo
B-Galactosidasa - aFetuina
a-Mannosidasa - Lactoferrina

(Glico)proteina
Ensayo de interaccion con lectinas
|——>

Espectrometria de masa

Figura 4.1. Estrategia utilizada para el andlisis de la deglicosilacidon enzimatica de glicoproteinas modelo. El andlisis
funcional de los derivados inmovilizados fue realizado mediante su utilizacidon en la deglicosilaciéon de glicoproteinas
modelo. Para ello, glicoproteinas modelo (asialofetuina para la B-galactosidasa y lactoferrina para la a-manosidasa)
fueron incubadas con los derivados inmovilizados durante 24 horas. Posteriormente, la fracciéon de glicanos fue
separado de las (glico)proteinas mediante gel filtracion. Los glicanos libres fueron analizados por TLC y HPLC, mientras

que a las (glico)proteinas se le realizaron ensayos de interaccion con lectinas y andlisis por espectrometria de masa.

Los procesos de deglicosilacion se realizaron a temperatura ambiente y pH optimo de la
glicosidasa correspondiente durante 24 horas. Se selecciond un tiempo prolongado de forma tal
de asegurarnos de que tuviera lugar el proceso de deglicosilacién, sobre todo considerando
potenciales limitaciones difusionales generadas por el caracter macromolecular de los sustratos
sumado al uso de las glicosidasas inmovilizadas. Por otro lado, al no trabajar a la temperatura
Optima de las glicosidasas (50°C y 45°C para la [-galactosidasa y o-manosidasa,
respectivamente) su velocidad va a ser inferior a la maxima requiriendo un mayor tiempo de
reaccion para completar el proceso de deglicosilacién. Uno de los objetivos de esta tesis era el
uso de glicosidasas inmovilizadas para la deglicosilacion de lisados de Fasciola hepatica que
contiene una gran cantidad de proteasas. Por lo cual, un aumento de la temperatura favoreceria
su actividad lo cual podria afectar no solo la integridad de las proteinas del extracto durante las
incubaciones, sino la de los propios derivados inmovilizados. Una vez transcurridas las 24 horas,
la enzima inmovilizada fue retirada de la mezcla de reaccién mediante la utilizacion de un iman,
lavada y reusada en varios ciclos. La proteina deglicosilada se separd de las moléculas de bajo
peso molecular, como los carbohidratos liberados, mediante cromatografia de exclusién
molecular. La fraccidn conteniendo los carbohidratos fue concentrada por liofilizacién y
analizada por TLC y HPLC, mientras que a la glicoproteina deglicosilada se le realizaron estudios

de reconocimientos con lectinas con distintas especificidades.
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- Degalactosilacion de asialofetuina

Para el analisis funcional de los derivados de la B-galactosidasa se utilizd6 como sustrato la
asialofetuina. Esta presenta N-glicanos con residuos de Galactosa B1->4 terminales, al igual que
el antigeno T (GalB1->3GalNAc) presente en los O-glicanos, haciéndola buena candidata para el
estudio de degalactosilacion [173, 174]. En la Figura 4.2, se puede observar el analisis de los
carbohidratos liberados durante el procedimiento de degalactosilacion de la asialofetuina
utilizando derivados inmovilizados sobre nanoparticulas magnéticas. El estudio por TLC permite
observar bandas con un factorde retencién (Rf) similar a la galactosa, utilizada como estandar,
en las fracciones carbohidratas correspondientes a las diferentes degalactosilaciones realizadas
(Figura 4.2). Estos resultados fueron confirmados por HPLC donde se observa un pico con el
mismo tiempo de retencién (Rt) que la galactosa en todas las fracciones carbohidratas
analizadas, excepto en el control. Por lo tanto, puede concluirse que la galactosa fue liberada
como consecuencia de la degalactosilacién enzimatica (Figura 4.2). Es mas, los derivados

inmovilizados pudieron ser reusados sin notar una pérdida de la efectividad.
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Figura 4.2. Analisis de la deglicosilacion utilizando B-galactosidasa inmovilizada sobre nanoparticulas magnéticas.
El andlisis se llevd a cabo mediante TLC (A) y HPLC (B) de las fracciones carbohidratas obtenidas en los diferentes
reusos del derivado enzimatico. El control consistié en la incubacién de la asialofetuina bovina con nanoparticulas,

sin contener enzima inmovilizadas. Como estandar se utilizé Galactosa 10 mM.

Por otro lado, la fraccidon conteniendo la asialofetuina degalactosilada fue analizada mediante
un ensayo tipo ELISA de reconocimiento por la lectina de Arachis hypogaea (PNA, especifica para
Antigeno Ty BGal Terminal) y Concanavalina A (ConA, especifica para aMan y aGlc) (Figura
4.3A). Como se esperaba, luego de que la asialofetuina fue degalactosilada con la B-
galactosidasa inmovilizada, se observd una disminucion del reconocimiento de PNA, sin
observarse cambios en el reconocimiento de ConA, Esto muestra no sélo la efectividad del

tratamiento, sino ademads su especificidad. Por ultimo, se analizé6 como el reuso del derivado
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inmovilizado no afectasu capacidad para deglicosilar la asialofetuina y reducir el reconocimiento

por PNA (Figura 4.3B).
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Figura 4.3. Reconocimiento de la asialofetuina degalactosilada por las lectinas PNA y ConA. Se analizd la capacidad
de las lectinas PNAy ConA de reconocer las glicoproteinas antes y después del tratamiento con la f-galactosidasa
inmovilizada sobre nanoparticulas magnéticas. Para ello, se llevd a cabo un ensayo tipo ELISA, en el cual se
sensibilizaron placas con la porcion de (glico)proteina recuperada después de la gel filtracion (1 ug por pocillo), para
posteriormente incubar con las lectinas biotilinadas y streptavidina-HPR. Para el calculo del porcentaje de unién de
cada lectina, el promedio de las absorbancias del control, conteniendo asialofetuina en presencia de nanoparticulas
sin enzima inmovilizada, se tomd como 100 %. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (*p <

0.05).

- Demanosilacion de Lactoferrina

La misma estrategia utilizada para la degalactosilacion de la asialofetuina fue utilizada para
evaluar a nivel funcional los derivados inmovilizados de la a-manosidasa, pero en este caso
utilizando la lactoferrina bovina como sustrato, ya que la misma posee N-glicanos con alto
contenido en manosa. Como se puede observar en la Figura 4.4A, el analisis de la fraccion
glucidica mediante TLC muestra bandas con Rf similar al estdndar de manosa para todos los
ciclos de demanosilacion realizados. Se obtuvieron resultados similares al analizar las muestras
por HPLC, donde se observan picos con Rf similar al del estandar, lo cual confirma la efectividad

del proceso de demanosilacion realizado con la enzima inmovilizada.

Al igual que se realizo para la degalactosilacion de asialofetuina, la fraccion proteica fue utilizada
para realizar ensayos de reconocimiento por las lectinas PNA y ConA. En la Figura 4.5A se puede

observar que la demanosilacion conduce a una pérdida en el reconocimiento de la lactoferrina
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por parte ConA de aproximadamente 50%. Sin embargo, no se observd pérdida en el
reconocimiento de PNA, confirmando la especificidad del proceso de deglicosilacién. De todas
formas, no se produjo una pérdida total de reconocimiento, probablemente debido a que no
todas las manosas presentes fueron removidas. Asimismo, se observd que el reuso del derivado

inmovilizado no afecta su capacidad de reducir el reconocimiento de ConA (Figura 4.5B).
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Figura 4.4. Analisis de la deglicosilacion utilizando a-manosidasa inmovilizada sobre nanoparticulas magnéticas. El
analisis se llevd a cabo mediante TLC (A) y HPLC (B) de las fracciones carbohidratas obtenidas en los diferentes reusos
del derivado enzimdtico. El control consistié en la incubacién de la lactoferrina bovina con nanoparticulas, sin

contener enzima inmovilizadas. Como estandar se utiliz6 Manosa 10 mM.
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Figura 4.5. Reconocimiento de la lactoferrina demanosilada por las lectinas PNAy ConA. A) Se analizé la capacidad
de las lectinas PNA y ConA de reconocer las glicoproteinas antes y después del tratamiento con la a-manosidasa
inmovilizada sobre nanoparticulas magnéticas. B) Asimismo, se estudié el reconocimiento de ConA por la lactoferrina
deglicosilada con diferentes reusos del derivado enzimatico. Para ello, se llevé a cabo un ensayo tipo ELISA, en el cual
se sensibilizaron placas con la porcién de (glico)proteina recuperada después de la gel filtracion (1 pg por pocillo),
para posteriormente incubar con las lectinas biotilinadas y streptavidina-HPR. Para el calculo del porcentaje de unién
de cada lectina, el promedio de las absorbancias del control, conteniendo asialofetuina en presencia de
nanoparticulas sin enzima inmovilizada, se tomé como 100 %. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas (*p < 0.05).
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Conel fin de determinar cambios en la estructura de los N-glicanos debido ala accidn enzimatica
de la a-manosidasa, se realizd un analisis de los mismos mediante espectrometria de masa,

seglin método descrito en la seccién materiales y métodos.
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Figura 4.6. Determinacion de la estructura de los N-glicanos presentes enla lactoferrina control y en la tratada con
a-manosidasa inmovilizada sobre nanoparticulas magnéticas. Para ello, los N-glicanos presentes en la lactoferrina
fueron obtenidos mediante tratamiento con la PNGasa F, para posteriormente purificarlos, conjugarlos al
fluorocromo AMC vy analizarlo mediante separacién por HPLC y MS/MS. En la figura se muestra el cromatograma
correspondiente a la separacion por HPLC y las estructuras de cada pico que fueron identificadas luego del andlisis de
los datos de fragmentacidon en MS/MS. Asimismo, se muestra la cuantificacién de la estructuras identificadas,
realizada teniendo en cuenta el area de cada pico identificado. Los picos que presentan un * representan estructuras
que no coinciden con estructuras tipicas de N-glicanos (no presentan el core Hex (HexNAc). AMC), probablemente

debido a la presencia de contaminantes en que fueron co-purificados con los N-glicanos.

La Figura 4.6 muestra el perfil de N-glicanos obtenido de la lactoferrina bovina control y de la
sometida al tratamiento con a-manosidasa. Mientras la primera presenta un alto contenido de
estructuras oligomanosa (en particular conteniendo 8 o 9 manosas), la lactoferrina
demanosilada presentd una variedad menos compleja de estructuras oligomanosa, siendo
especialmente abundante las estructuras con 6 y 7 manosas, aunque apareciendo ademas
estructuras conteniendo 3, 2 o incluso 1 manosa. Sin embargo, si bien se observa una
disminucién en la cantidad de manosa presente en los N-glicanos, no se obtuvo una remocién

total, lo cual concuerda con el resultado de reconocimiento por ConA. Esto podria deberse a las
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condiciones de deglicosilacién utilizadas, como por ejemplo una temperatura inferior a la
O6ptima de la enzima, una relacidon cantidad de Unidades de glicosidadsa/mg de glicoproteina
insuficiente o impedimentos estéricos que dificultaran el acceso de las manosas mas internas al

sitio activo de la enzima.

En resumen, nuestros resultados evidencian que los derivados de a-manosidasa utilizados son
capaces de remover selectivamente la manosa de glicoproteinas, pero que las condiciones de
deglicosilacion pueden ser mejoradas. A pesar de ello, nos preguntamos si el cambio inducido
en el contenido de manosa presente en los N-glicanos podria repercutir en el reconocimiento
de la lactoferrina por parte de receptores celulares. Para ello, se eligié estudiar la interaccion de
los receptores DC-SIGN y el MR con las variantes de lactoferrina con diferente perfil glucidico.
Para ello, se llevd a cabo un ensayo tipo ELISA con las fracciones proteicas obtenidas, utilizando
las proteinas quiméricas CLR-hFc, como se describe en materiales y métodos. Como se muestra
en la Figura 4.7, la demanosilacidn de la lactoferrina repercutié en su reconocimiento por parte
de DC-SIGN, pero no por parte del MR. Esto podria deberse a que DC-SIGN reconoce
fundamentalmente estructuras de 9 u 8 manosas, las cuales presentan una gran disminucién
luego del tratamiento por a-manosidasa [86]. Sin embargo, todavia hay presente una cantidad

importante de manosas, que podrian ser ligandos del MR.
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Figura 4.7. Estudio del reconocimiento de la lactoferrina demanosilada o control por parte de los receptores DC-
SIGN y Receptor de Manosa. Se realizd un ensayo tipo ELISA para estudiar la capacidad de los receptores DC-SIGN y
el MR de reconocer la lactoferrina antes y después del tratamiento con la a-manosidasa. Para ello, la fraccion que
presenta las (glico)proteinas obtenidas luego de la gel filtracion fue sensibilizada (1 ug/mL) en placas de ELISA para
posteriormente incubar con las proteinas quiméricas CLR-Fc y detectar con un anticuerpo anti-higG conjugado a

peroxidasa. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (*p < 0.05).
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Interesantemente, se ha reportado que la lactoferrina puede interaccionar con el receptor DC-
SIGN presente en células dendriticas, siendo incluso capaz de inhibir la infeccion de estas ultimas
por el virus de inmunodeficiencia humana [176]. Por lo tanto, si bien las condiciones de
demanosilacién pueden ser mejoradas, el derivado inmovilizado de la a-manosidasa fue capaz
de inducir cambios en el perfil de glicosilacién de glicoproteinas que pueden ser relevantes

desde un punto de vista biolégico.
Deglicosilacion de FhTE

Como se detalla en el capitulo anterior, nuestros resultados muestran un rol de los glicanos de
Fasciola hepatica en la modulacién de células dendriticas murinas y sugieren la participacién de
receptores que reconocen manosa. La demanosilacion enzimatica surge como una alternativa
prometedora para confirmar el rol de las manosas en dicho proceso, por lo que se procedié ala
utilizacidn de nuestros derivados inmovilizados sobre nanoparticulas, en las mismas condiciones
utilizadas para las glicoproteinas modelo, salvo que se realizaron a pH 6,5 dado que FhTE
precipita a pH menores. La deglicosilacion del lisado parasitario fue evaluada por
reconocimiento de las lectinas PNA y ConA, las cuale se sabe que pueden reconocer el lisado

parasitario (Figura 3.3A).
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Figura 4.8. Estudio de reconocimiento de los diferentes extractos parasitarios con diferente perfil glucidico por PNA
y ConA. El reconocimiento de FhTE por parte de las lectinas PNAy ConA antes y después del tratamiento con las
enzimas inmovilizadas sobre nanoparticulas magnéticas se llevd a cabo mediante un ensayo tipo ELISA, en el cual se
sensibilizo placas con FhTE (1 pg por pocillo), para posteriormente incubar con las lectinas biotilinadas y streptavidina-
HPR. Como control se utilizé FhTE incubado con nanoparticulas sin enzimas inmovilizadas. En éste caso, se realizé la
cuantificacion de proteinas luego del proceso de deglicosilacion mediante el método de Bradford, dado que los
glicanos liberados podrian interferir en el ensayo de BCA. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente

significativas (*p < 0.05).
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En la Figura 4.8 se puede observar que una pérdida de reconocimiento de PNA Unicamente
cuando el extracto es tratado con el derivado de la B-galactosidasa, pero no con la a-
manosidasa. De modo opuesto ocurre con el reconocimiento de ConA, el cual disminué
Unicamente por tratamiento con el derivado inmovilizado de la a-manosidasa. Estos resultados
muestran la fina especificidad de las enzimas glicosidasas utilizadas, y como la inmovilizacién no

afecta dicha caracteristica.

Estos resultados son prometedores y motivan a la evaluacion bioldgica de los diferentes
extractos parasitarios con un perfil glucidico diferente. En particular, nuestros resultados
sugieren que los glicanos de FhTE participan en la modulacion de células dendriticas al aumentar
la citoquina anti-inflamatoria IL-10 y disminuir citoquinas pro-inflamatorias IL-12 e IL6.
Asimismo, como se demostré en el capitulo anterior, los glicanos de FhTE estarian involucrados
en la capacidad de dichas células dendriticas de inducir respuestas inmunes de tipo Th2

modificada, en particular mediante la modulacién de las citoquinas IL-4 e IL-10 por parte de

linfocitos T CD4*.
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Figura 4.9. Capacidad de inducir respuestas tipo Th2 modificadas en linfocitos T CD4 de ratones infectados por
parte de BMDCs cargadas con extractos parasitarios con diferente perfil glucidico. Las BMDCs fueron incubadas por
16 horas con los extractos tratados o no con los derivados inmovilizados de a-manosidasa y 3-galactosidasa. Como
control, se utilizaron BMDC incubadas tinicamente con medio de cultivo. Pasado ese tiempo, las células fueron lavadas
e incubadas con linfocitos T CD4 purificados de ratones infectados por 72 horas. Los asteriscos indican diferencias

estadisticamente significativas (*p < 0.05).

Para evaluar el papel inmunomodulador de galactosas y manosas terminales presentes en los
componentes de F. hepatica, se analizd la capacidad de los diferentes extractos de modular la
maduracidn de células dendriticas y su capacidad de inducir la produccién de las citoquinas IL-4
e IL-10 por linfocitos de animales infectados. Si bien no se encontré diferencia en la modulacion
de la maduracion de células dendriticas murinas (resultados no mostrados), se encontrd que el
tratamiento con manosidasa, pero no el de galactosidasa, reduce su capacidad de inducir
respuestas tipo Th2 modificada por los linfocitos T CD4 de animales infectados, reduciendo la

produccion de IL-4 e IL-10 (Figura 4.9).

.. Pagina | 85



.. | Herramientas para el estudio glicobiolégico

Discusion

El trabajo que se describe en el presente capitulo permitié lograr la inmovilizacion de dos
exoglicosidasas de interés glicobiolégico: B-galactosidasa de Aspergillus oryzae y a-manosidasa
de Canavalia ensiformis. Para ello, se utilizaron dos soportes diferentes: agarosa (cldsicamente
utilizado en la inmovilizacién de proteinas) y nanoparticulas de silica magnéticas (un soporte
novedoso). Se logré la inmovilizacién de ambas enzimas con buena actividad y buenos
rendimientos de inmovilizacion utilizando la maxima capacidad del soporte para aceptar la
enzima. Asimismo, se logrd reutilizar ambos derivados enzimdticos sin perder la capacidad de

deglicosilar las glicoproteinas modelo.

Interesantemente, la [-galactosidasa no pierde actividad al ser inmovilizada sobre
nanoparticulas magnéticas, ya que no se observan diferencias significativas entre el rendimiento
evaluado en base a la actividad enzimatica comparado con el evaluado en base a proteina. Sin
embargo, ésto no fue de la misma forma para la a-manosidasa, donde se obtuvo un menor
rendimiento de inmovilizacidn de la actividad enzimdatica comparado con el de proteina. Estos
datos sugieren que podria haber una inactivacion parcial de la enzima debido al proceso de
inmovilizacidon o bien problemas disfuncionales que llevan a subestimar la actividad enzimatica
del derivado inmovilizado. Las diferencias en los rendimientos de inmovilizacién de actividad
enzimatica podrian estar relacionados con las diferencias estructurales de las enzimas. Mientras
la B-galactosidasa es una enzima monomérica con un peso molecular relativamente bajo (105
kDa), la a-manosidasa es una enzima tetramérica, compuesta por dos tipos de subunidades de
44 kDa y 66 kDa. Asimismo, las lisinas expuestas en la B-galactosidasa de A. oryzae, cuyas &-
aminas son propensas a reaccionar con los grupos cianato-éster del soporte activado, se
encuentran relativamente lejos del sitio activo de la enzima [177]. Desafortunadamente, la
estructura cristalografica de la a-manosidasa de C. ensiformis no se encuentra disponible, y por
lo tanto, tampoco la distribucién de los aminodcidos en el espacio. Sin embargo, se han
reportado algunos indicios en relacion a la presencia de lisinas o bien en el sitio activo o en
regiones cercanas al mismo [178]. La inmovilizacién a través de estas lisinas podria ser la
responsable de una modificacién en la estructura del sitio activo generando inactivacién parcial.
También podria ocurrir que la enzima se inmovilizara de forma tal que el sitio activo quedara
enfrentado a la superficie del soporte quedando el acceso al mismo parcialmente ocluido lo que
podria generar problemas difusionales. Por otro lado, el mayor peso molecular de la «-

manosidasa implica que la misma ocupa mayor parte de la superficie del soporte aumentando
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la densidad de proteina por area superficial del soporte en relacién a la -galactosidasa, para el

mismo numero de moléculas, contribuyendo al incremento de potenciales efectos difusionales.

Una de las ventajas de utilizar estrategias de inmovilizacidn covalente es que no existe liberacién
de la enzima del soporte, fendmeno conocido como leakage. A los efectos de verificar que no se
produce liberacidon de enzima durante su utilizacidn, se incubaron las enzimas inmovilizadas con
el buffer de almacenamiento correspondiente durante 24 horas a temperatura ambiente. A
continuacién, se separd la enzima inmovilizada del buffer y se analizaron los sobrenadantes
mediante electroforesis desnaturalizante (SDS- PAGE) no observandose liberaciéon de ninguna

de las enzimas (datos no mostrados).

Los derivados inmovilizados sintetizados fueron capaces de deglicosilar especificamente tanto
glicoproteinas modelo como un extracto de F. hepatica, lo que se observa en una pérdida en el
reconocimiento de los mismos por las lectinas ConA y PNA. Asimismo, las glicoproteinas
deglicosiladas y el extracto delgicosilado pudieron ser utilizadas con éxito en estudios bioldgicos,
ya sea por analisis del reconocimiento por parte de receptores del sistema inmune, como DC-
SIGN y el MR, como a través del estudio de la capacidad de BMDCs cargadas con diferentes
extractos deglicosilados de F hepatica de inducir respuestas tipo Th2 en linfocitos T CD4*
especificos de ratones infectados. La participacion de los residuos de manosa en el desarrollo de
respuestas Th2 podria darse en diferentes niveles. En primer lugar, residuos de manosa podrian
interactuar con receptores especificos en la superficie de células dendriticas (como DC-SIGN o
el MR), induciendo sefializacién que conduce a una regulacidon de la capacidad estimuladora de
éstas. Por otro lado, estructuras manosiladas podrian ademdas ser necesarias para la
internalizacidn por las células dendriticas de glicoproteinas que presenten péptidos
inmunodominantes, es decir, aquellos que sean mas efectivos en el desarrollo de respuestas

inmunes. En este sentido, el MR es conocido por su gran capacidad endocitica [179]

Si bien nuestros resultados muestran un uso prometedor de las glicosidasas inmovilizadas en el
estudio glicobioldgico, en ninglin caso se llegd a obtener evidencia de una deglicosilacion total.
Para el caso de la B-galactosidasa inmovilizada, se logré una pérdida parcial de reconocimiento
con PNA (cercano al 50%, tanto en la asialofetuina como en el extracto de F. hepatica). Existen
algunos puntos a considerar al interpretar estos resultados. Dicha lectina es especifica para B-
galactosa terminal, reconociendo principalmente la estructura Gal B1-3 GalNAc (antigeno T),
aunque también puede reconocer Gal 1-4 GalNAc [180]. Por otra parte, la B-galactosidasa de

A. Oryzae ha sido reportada como especifica para enlaces B1-4, por lo que no podria hidrolizar
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al antigeno T, el que continuaria siendo reconocido por la lectina PNA. También se podrian
realizar estudios de espectrometria de masa para evaluar los cambios generados en la

composiciéon de los glicanos como consecuencia de los procesos de deglicosilacion.

Por otro lado, también se obtuvo una deglicosilacidn parcial con la a-manosidasa. En éste caso,
el estudio de espectrometria de masa nos muestra que efectivamente no se lograron hidrolizar
todas las manosas presentes en la proteina modelo (lactoferrina), sino que el tratamiento conla
enzima conduce a una menor complejidad de los N-glicanos que presentan oligomanosa. Esto
concuerda con los resultados de reconocimiento por la lectina ConA. A pesar de ello, es
interesante notar que el tratamiento es capaz de inducir una diferencia en el reconocimiento por
el receptor DC-SIGN. En cuanto a la deglicosilacién de un extracto de Fasciola hepatica, se logré
también una pérdida parcial del reconocimiento por la lectina ConA, a pesar de trabajar a un pH

superior al éptimo para la enzima.

A los efectos de mejorar la deglicosilacidon utilizando los derivados inmovilizados, habria que
evaluar que parametros del proceso serian viables de ser modificados de forma de optimizar el
funcionamiento de ésta herramienta. Es deseable encontrar un compromiso entre las
condiciones en las cuales la enzima es mas eficiente y estable y las condiciones de estabilidad de
las potenciales glicoproteinas sustrato. Esto se torna aiun mas complejo cuando se plantea el uso

de las enzimas inmovilizadas para el estudio glicomico de extractos proteicos de diferente origen.

Entre los parametros a considerar se encuentra la temperatura. Si bien, la B-galactosidasa y la
a-manosidasa presentan temperaturas Optimas superiores a la ambiente (50°C y 45°C
respectivamente) las mismas nos son estables en esas condiciones por largos periodos de
tiempo. La a-manosidasa soluble presenta una pérdida de actividad de un 20 % al cabo de 2
horas de incubacién a su temperatura éptima y pH 11-12 y de un 50% al cabo de 3 hs a 28°C y
pH 5,5 [178]. A su vez la vida media de la B-galactosidasa de A. oryzae a 60°C es de 2 hs [181].
Por otra parte, es dificil encontrar proteinas con buena estabilidad térmica por periodos
prolongados a temperaturas superiores a los 40°C. Por lo cual es probable que las potenciales
glicoproteinas sustratos tampoco sean estables durante 24 hs a las temperaturas Optima de
estas enzimas. Lo anterior nos lleva a concluir que trabajar a temperatura ambiente contintda
siendo la mejor opcidn. Otro parametro a considerar es el pH. Con las glicoproteinas modelo se
trabajé al pH éptimo en ambas enzimas, por lo cual la modificacién de este parametro no
mejoraria los resultados del proceso de deglicosilacion. Incluso debido a las caracteristicas del

lisado parasitario fue necesario trabajar a un pH superior al éptimo de las enzimas para evitar la
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precipitacion del mismo. Esto pone de manifiesto que el pH de la deglicosilacion va a estar

pautado por las condiciones de estabilidad de la glicoproteina o muestra bioldgica a deglicosilar.

La relacién de unidades de enzima/ mg de glicoproteina sustrato es otro factor que debe ser
considerado. Seguramente si se aumenta la relacién U de glicosidasa/mg de proteina se puede
lograr un aumento en la eficiencia de la deglicosilacidn. De hecho, en el caso del lisado la relacién
U de enzima/mg de glicoproteina sustrato utilizada es mayor que la utilizada con las
glicoproteinas modelo. Para el proceso de degalactosilacion se utilizaron 2.3 UE de f-
galactosidasa por mg de asialofetuina y 14 U de -galactosidasa por mg de lisado. Por otro lado,
para la demanosidacion se utilizaron 0,2 U de a-manosidasa por mg de lactoferrina y 0,5 UE de
a-manosidasa por mg de lisado. Si se tiene en cuenta que no todas las proteinas del lisado son
sustrato de las glicosidasas utilizadas esa relacidn se hace aun mayor a favor del lisado. Como se
menciond anteriormente la deglicosilacidn del lisado se realizd a un pH mas desfavorable. Sin
embargo, los porcentajes de pérdida de reconocimiento por las lectinas especificas fueron
similares a los obtenidos para las glicoproteinas modelo. Esto pone de manifiesto que ese
aumento de la relacién U de glicosidasa por mg de glicoproteina compensé las condiciones
desfavorables para la glicosidasa. Esto hace que la modificacién de este pardmetro sea un
aspecto a considerar a los efectos de mejorar los resultados de la deglicosilacién. Por otra parte,
el hecho de que la glicosidasa pueda ser reutilizada hace que el costo de la misma no sea un
problema. Otro aspecto a considerar seria el tiempo. En este trabajo se selecciond un tiempo
de 24 hs como un tiempo “razonable” para que la enzima pueda actuar, aunque cabe la

posibilidad que sea necesario trabajar a tiempos mas prolongados.

Finalmente se debe considerar el impedimento estérico que puede surgir debido al caracter
macromolecular de los sustratos, en este caso, las glicoproteinas. Es probable que esto sea parte
de la causa por la cual es mas dificil la hidrdlisis de las manosas mas cercanas a la estructura de
la proteina. Una alternativa frecuentemente utilizada es la desnaturalizacion de la glicoproteina
sustrato como forma de exponer las estructuras oligosacaridicas y facilitar su hidrélisis. Sin
embargo, esto destruye la estructura proteica de la enzima no pudiendo utilizar la glicoproteina
deglicosilada para ensayos bioldgicos posteriores, 1o cual es de sumo interés para esta tesis. La
inmovilizacidon de la glicosidasa puede aumentar auin mas este problema, pero trabajar con la
enzima soluble implicaria la dificultad de utilizar diferentes técnicas cromatograficas para
remover la enzima del sustrato/s, lo cual es aln mas complejo cuando se trabaja con un lisado

proteico.
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En suma, se desarrolld la inmovilizacién de dos glicosidasas de interés capaces de deglicosilar
tanto proteinas modelo como complejas mezclas proteicas, si bien el proceso de deglicosilacidn
puede ser mejorado. Nuestros resultados muestran que las mismas son herramientas

interesantes para el estudio del rol de glicanos.
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modula células dendriticas a
través de DC-SIGN







Inmunomodulacion por DC-SIGN

Introduccion

DC-SIGN, un receptor especifico para glicanos fucosilados o con alto contenido de manosa [85],
es capaz de interaccionar con glicanos de una gran variedad de patdgenos [88-94], entre los que
se encuentran algunos parasitos helmintos como Schistosoma mansoni [70, 97, 98] o Trichuris
suis [82]. Se expresa en una variedad de células dendriticas, incluyendo las derivadas de
monocitos y células CD34*, al igual que células dendriticas dermales en la piel y células

dendriticas inmaduras tanto en sangre periférica como tejidos linfoides.

Cuando DC-SIGN interacciona con patdgenos, desencadena una sefalizacién especifica que
modula la actividad de las células dendriticas en varios niveles, influyendo la fagocitosis [182],
suprimiendo la maduracién inducida por TLR [82], internalizando moléculas derivadas de
patdgenos [70], modificando la adhesidn y migracion de células dendriticas [183], la
presentacidn de antigeno [184-186] y la regulacion de la activacidn de linfocitos T por células
dendriticas [89, 92]. Interesantemente, se ha reportado recientemente que componentes de
parasitos helmintos, como F. hepatica, pueden interaccionar con DC-SIGN y desencadenar vias
de sefalizacion especificas que promueven la diferenciacion de células T a linfocitos T
colaboradores foliculares [92]. De todas formas, a pesar de que los autores asumen que estos
procesos son dependientes de fucosa, la identidad de los glicanos inmunomoduladores no ha

sido investigada.

En el presente capitulo se muestran los resultados obtenidos en el estudio de las propiedades
inmunomodulatorias de glicanos de F. hepatica sobre células dendriticas humanas. Estos
muestran que los estructuras glucidicas del pardsito inducen un aumento en la produccién de
IL-10 e IL-27p28 inducida por ligandos de TLR. Estas propiedades inmunomodulatorias de los
carbohidratos son mediadas por su interaccién con DC-SIGN, que reconoce tanto manosa como
fucosa presente en el lisado parasitario. Ademads, los glicanos parasitarios mediante su
interaccidon con DC-SIGN inducen propiedades regulatorias en las células dendriticas humanas,
que disminuye la proliferacion alogénica de células T. Finalmente, se muestra que un homodlogo
murino de DC-SIGN, CD209a, limita la produccién de 1L-12/23p40 por BMDCs, pero no participa

en su capacidad estimuladora de linfocitos T CD4*.
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Resultados

DC-SIGN internaliza glicoconjugados de F. hepatica y media un aumento en la produccion

de IL-10 e IL-27p28 por células dendriticas humanas estimuladas por ligandos de TLR

En primer lugar, se evalud si los componentes de F. hepatica son capaces de modular la

produccion de citoquinas por células dendriticas humanas luego de un estimulo de maduracién.
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Figura 5.1. Los glicoconjugados de F. hepatica potencian la produccién de IL-10 por células dendriticas estimuladas
con ligandos de TLR. A) Los niveles de las citoquinas IL-6, IL-10, TNFa e I1L-12p70 fueron determinados por ELISA en
sobrenadantes de moDCs estimuladas con Pam3CSK4 o LPS en presencia o ausencia de FhTE por 18 horas. B)
Alternativamente, la expresién de IL-10, IL-27p28, IL-27EBI3 e IL-12p35 fue determinada por gRT-PCR luego de 5-6
horas de estimulacidn. Losresultados se expresan de formarelativa a moDCs estimuladas unicamente con LPS, el cual
se tomd como 1. C) moDCs fueron estimuladas al igual que A, en presencia de FhTE, FhCB o FhmPox. Luego de 18
horas, se midié la produccion de IL-10 en el sobrenadante de cultivo. Un resultado representativo de cuatro
experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican diferencias

estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p <0.05).
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Con esta finalidad se cultivaron células dendriticas derivadas de monocitos (moDCs) con FhTE
en presencia o ausencia de Pam3CSK4 o LPS (ligandos de TLR2 y TLR4, respectivamente), y se
evalud la produccion de diferentes citoquinas en el medio de cultivo o a través de gRT-PCR. A
pesar de que FhTE no indujo por si solo la expresién de citoquinas por moDCs, cuando se agregd
en conjunto con un estimulo de maduracion, condujo a un aumento en la produccién de IL-10e
IL-27p28 (Figura 5.1A y B). Interesantemente, este aumento en la produccidén de IL-10 fue
abolido cuando los glicanos fueron oxidados con m-periodato de sodio (FhnmPox) (Figura 5.1C).
Es importante notar aqui que FhTE no afectd la viabilidad de las moDCs, ni tampoco fue capaz

de sefializar através de los TLR2 y TLR4 (Figura 5.2Ay B).
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Figura 5.2. FhTE no seiializa a través de TLR4 o TLR2, al igual que no afecta la viabilidad de las moDCs. A) Células
HEK transfectadas con TLR2 o TLR4 y MD2 humanos se incubaron con FhTE para estudiar si éste puede inducir
sefializacion a través de estos receptores. Para ello, 105 células fueron estimuladas con diferentes concentraciones
de FhTE (200, 100 o 50 pug/mL) o de los controles positivos para cada TLR, Pam3CSK4 (TLR2, 50 yg/mLa 1 pg/mL) o
LPS (TLR4 20 ng/mL a 1 ng/mL). Posteriormente, el contenido de IL-8 fue analizado en los
sobrenadantes de cultivo. B) Las moDCs fueron estimuladas con FhTE por 48 horas en presencia o ausencia de LPS y

se estudio su viabilidad por citometria de flujo utilizando Sytox Blue.

Luego, se investigd si los componentes parasitarios podian ser internalizados por moDCs y se
analizé cual era la ruta intracelular que siguen aligual que los receptores que estdn involucrados,
enfocandonos en los CLRs. Para este fin, se conjugd FhTE con el fuorocromo ATTO633 y se
estudid la ruta intracelular por citometria de flujo con andlisis de imagen (ImageStream),
utilizando anticuerpos especificos para compartimientos intracelulares como el antigeno de

endosomas tempranos (EEA-1, por su sigla en inglés early endosomal antigen) y el marcador
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lisosomal LAMP-1. Como se muestra en la figura 5.3A, se evidencid un aumento de la
colocalizacién de FhTE con los marcadores EEA-1 y LAMP-1 con el correr del tiempo, lo que
sugiere que los componentes parasitarios son internalizados y llevados al endosomas temprano

y al lisosoma.
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Figura 5.3. Los glicoconjugados presentes en FhTE son internalizados por el MR y DC-SIGN. A) moDCs fueron
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incubadas con ATTO633-FhTE a diferentes tiempos (15,30 o 60 minutos) a 37°C, luego del cual se fijaron con p-
formaldehido 4%, permeabilizaron con saponina 0,1%, tifieron con anticuerpos especificos para LAMP-1 o EEA-1y
finalmente, se analizaron por citometria con analisis de imagenes (ImageStream). Datos basados en al menos 10.000
células. B) Para evaluar la internalizacion de FhTE por moDCs, las células dendriticas fueron incubadas con FhTE
conjugado a ATTO633 por 1 hora a 37°C o 4°C como control, en presencia de EGTA o anticuerpos bloqueantes
especificos para los CLRs DC-SIGN, DCIR, MGLy MR. La internalizacion fué calculada como la diferencia entre la media
de intensidad de fluorescencia (MFl)a 37°Cy a 4°C. C) La unidn del MR y DC-SIGN a FhTE fue evaluada en un ensayo
tipo ELISA utilizando las proteinas quiméricas CLR-Fc en presencia o ausencia de EGTA. Un resultado representativo
de tres (A) o cuatro (B y C) experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los

asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).
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La internalizacién de FhTE fue confirmada por citometria de flujo e inhibida por EGTA, sugiriendo
la participacion de CLRs en éste proceso (Figura 5.3B). Ademas, la internalizacién fue inhibida
por anticuerpos bloqueantes especificos contra el MR y DC-SIGN, mientras que no fue afectada
cuando se utilizaron anticuerpos contra DCIR y MGL (Figura 5.3B). Finalmente, se evalud la
capacidad del MR y de DC-SIGN de reconocer FhTE mediante un ensayo tipo ELISA utilizando
proteinas quiméricas compuestas del dominio de reconocimiento de carbohidratos de cada CLR,
fusionado al fragmento constante de una inmunoglobulina humana [86, 187]. Los resultados
que se muestran en la Figura 5.3C confirman la interaccién de dichos CLRs con FhTE, la cual es

inhibida por el agente quelante EGTA.

Dada la capacidad del MR y de DC-SIGN de reconocer e internalizar FhTE, se investigd si estos
receptores pueden mediar el aumento de la produccidn de IL-10 e IL-27p28 por moDCs
estimuladas por ligandos de TLR en presencia de FhTE. Para ello, moDCs fueron preincubadas
con anticuerpos bloqueantes especificos contra los CLRs: DC-SIGN, MR, DCIR y MGL. Como se
puede observar en la Figura 5.4A y B, Unicamente el anticuerpo anti-DC-SIGN fue capaz de
restaurar significativamente el nivel de IL-10 inducido Unicamente por LPS. Ademds, dicho
anticuerpo fue también capaz de restaurar los niveles de IL-27p28 (Figura 5.4B), lo cual

concuerda con lo reportado previamente [92].
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Figura 5.4. DC-SIGN potencia la produccion de IL-10 e IL-27p28 por moDCs estimuladas con LPS. Las moDCs fueron
pre-incubadas con anticuerpos bloqueantes especificos para diferentes CLRs, para luego ser estimuladas con FhTE en
presencia o ausencia de LPS. La produccién de IL-10 e IL-27p28 fue evaluada por ELISA (A) o gqRT-PCR (B). Los
resultados de qRT-PCR se muestran como cambio relativo respecto a moDCs tratadas sélo con LPS, cuya expresion
fue definida como 1. Unresultado representativo de tres experimentos independientes es mostrado (+ SEM, indicado
por las barras de error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a la condicion

en ausencia de anticuerpo bloqueante (A) o entre las condiciones indicadas (B) (*p < 0.05).
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DC-SIGN interactua con estructuras glucidicas de FhTE que presentan manosa y fucosa

La interaccion de FhTE con DC-SIGN se estudié utilizando citometria de flujo con andlisis de
imagen, donde se observd que el lisado marcado fluorescentemente colocaliza con dicho CLRs
en la superficie de las células dendriticas (Figura 5.5A). Dicha co-localizacién es mayor a los 15
minutos, lo cual podria deberse a que tanto DC-SIGN como FhTE se encuentran ya en los

endosomas tempranos, por lo que hay una mayor concentracidn de los mismos.
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Figura 5.5. DC-SIGN interactiia con estructuras glucidicas de FhTE que presentan manosa y fucosa. A) Las oDCs
fueron incubadas con ATTO633-FhTE a diferentes tiempos (15,30 o 60 minutos) a 37°C, luego del cual se fijaron con
p-formaldehido 4%, permeabilizaron con saponina 0,1%, tifieron con un anticuerpo policlonal especifico para la
porcion C terminal de DC-SIGN (CSRD) y finalmente, se analizaron por citometria con analisis de imagenes. Datos
basados en al menos 10.000 células. B) Se realizaron ensayos de inhibicion de la unién de DC-SIGN-Fc a FhTE pre-
incubando dicho receptor con EGTA, mananos, GalNAc, un anticuerpo bloqueante especifico o un control isotipico.
C) La unién de DC-SIGN fue también evaluada en FhTE tratado previamente con las enzimas a-fucosidasa (Fuc), a-
manosidasa (Man) o GalNAcasa (GalNAc). Un resultado representativo de tres experimentos independientes es
mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas

entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).
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Con el fin de caracterizar la estructura de los carbohidratos reconocidos por DC-SIGN, se
realizaron ensayos de inhibicion en la interaccién con FhTE en un ensayo tipo ELISA. Como se
esperaba, la interaccién entre la proteina quimérica DC-SIGN-hFc y FhTE fue inhibida por EGTA,
mananos y un anticuerpo bloqueante de DC-SIGN, mientras que no se observé inhibicidn con
GalNAc o un control isotipico (Figura 5.5B). Considerando que DC-SIGN es capaz de reconocer
tanto residuos carbohidratos de manosa como de fucosa [86], se evalud la unién del mismo a
extractos deglicosilados enzimaticamente, utilizando de forma soluble manosidasa, fucosidasas
o ambos. Nuestros resultados muestran que el tratamiento de FhTE con cualquiera de las dos
enzimas por separado induce una pérdida de reconocimiento por DC-SIGN, mientras que el
tratamiento con ambas enzimas al mismo tiempo indujo una pérdida aun mayor (Figura 5.5C).
Estos datos muestran que DC-SIGN es capaz de interaccionar tanto con fucosacomo con manosa
presente en FhTE. El tratamiento con GalNAcasa de FhTE fue usado como control, no

encontrandose cambios en la unién de DC-SIGN, como era esperado.

Como ya se menciond anteriormente, es poca la informacidn estructural respecto a los glicanos
de F. hepatica. De hecho, no fue hasta este afio que se reportd la presencia de estructuras
oligomanosa en los N-glicanos presentes en glicoproteinas de un extracto de tegumento de
parasitos adultos [188]. Sin embargo, los glicanos presentes en FhTE y sus diferencias (o no) con
el extracto tegumentario aun no han sido descriptas. Por ello, se procedid a realizar la
identificacion de los N-glicanos presentes en FhTE, mediante el tratamiento del mismo con
PNGase F, la posterior purificacion de los oligosacaridos y conjugacién a un fluorocromo, para

finalmente realizar la identificacidon por espectrometria de masa.

En la Figura 5.6 se muestra el perfil de elucion de HPLC en fase normal de los glicanos neutros
obtenidos de FhTE y la cuantificacidon realizada en base al area de cada estructura. Al igual que
lo reportado anteriormente, se observé que FhTE contiene una gran cantidad de estructuras
manosiladas, aunque también se pueden encontrar estructuras con GIlcNAc terminal en menor
proporcidn. Asimismo, si bien se observa fucosa presente en los N-glicanos, ésta se encontraba
en el core por lo cual no representaria un ligando potencial de DC-SIGN. Estos datos confirman
la presencia de N-glicanos con alto contenido en manosa que pueden ser reconocidas por DC-
SIGN, lo cual concuerda con la pérdida de interaccion entre dicho CLR y FhTE luego del
tratamiento de éste ultimo con una manosidasa. Sin embargo, no se encontraron ligandos
putativos de DC-SIGN que contengan fucosa, lo que hace pensar que probablemente éstos se

encuentren en O-glicanos o glicolipidos presentes en FhTE.
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Figura 5.6. N-Glicanos presentes en FhTE se caracterizan por un alto contenido en estructuras de manosa. Para ello,
los N-glicanos presentes en FhTE fueron obtenidos mediante tratamiento con la PNGasa F, para posteriormente
purificarlos, conjugarlos al fluorocromo AMC y analizarlo mediante separacion por HPLC y MS/MS. En la figura se
muestra el cromatograma correspondiente a la separacion por HPLC y las estructuras de cada pico que fueron
identificadas luego del analisis de los datos de fragmentacion en MS/MS. Asimismo, se muestra la cuantificacién de
la estructuras identificadas, realizada teniendo en cuenta el drea de cada pico identificado. Los picos que presentan
un * representan estructuras que no coinciden con estructuras tipicas de N-glicanos (no presentan el core Hex

(HexNAc)2 AMC), probablemente debido a la presencia de contaminantes en que fueron co-purificados con los N-

glicanos.

Glicocojungados de F. hepatica inducen células dendriticas regulatorias a través de DC-

SIGN

Para profundizar en el estudio de las propiedades inmunomoduladoras de FhTE sobre células
dendriticas humanas, se analizé si el mismo era capaz influenciar la capacidad estimuladora de
linfocitos T CD4*. De hecho, recientemente se ha reportado que la sefializacién a través de DC-
SIGN en combinacién con la de TLR4 induce un fenotipo tolerogénico sobre las células
dendriticas, las cuales son capaces de inducir un fenotipo de anergia/regulatorio sobre linfocitos

T CD4* alogénicos [131].
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Para ello, moDCs tratadas con FhTE, en presencia o ausencia de LPS, fueron co-cultivadas con
linfocitos T CD4 de un donante distinto. Dado a que se co-cultivan células inmunes alogénicas
(es decir, de una misma especie, pero diferentes genéticamente), los linfocitos T CD4
responderan a estas diferencias genéticas (principalmente, debido a diferencias a nivel de MHC),
proliferando y produciendo citoquinas (principalmente IFNy). Este efecto es atin mayor cuando
se realiza con moDCs maduradas (por ejemplo, a través de ligandos de TLR, como el LPS), debido
a que esto aumenta la expresion de MHCII, moléculas co-estimuladoras y citoquinas pro-
inflamatorias, capaces de aumentar la activacion de linfocitos T. Esto es lo que se llama reaccién

mixta de leucocitos (MLR, por sus siglas en ingles Mixed Leykocyte Reaction) primario.
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Figura 5.7. FhTE es capaz de modular la capacidad de estimulacién de moDCs. A) moDCs fueron estimuladas durante
18 horas con FhTE en presencia o ausencia de LPS (10 ug/mL), para luego ser co-cultivadas con linfocitos T CD4* naive.
Los niveles de IFNy fueron analizado por ELISA luego de 5 dias. B) El mismo experimento descrito en A, fue realizado
con moDCs pre-incubadas con anticuerpo bloqueante de DC-SIGN o el control isotipico correspondiente, previo a la
estimulacion con FhTE. C) Los linfocitos T estimulados en A se dejaron descansar durante 3 dias en presencia de IL-7
e IL-15, para luego ser estimulados con moDCs del donante original previamente activadas con LPS. La proliferacion
de linfocitos T fue evaluada por incorporacion de 3H-Timidina. D) Se procedié de igual forma con los linfocitos T
estimulados en presencia o ausencia de un anticuerpo bloqueante o su control isotipico. Un resultado representativo
de tres experimentos independientes es mostrado (SEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican

diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).
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Como se puede observar en la Figura 5.7, la produccidon de IFNy en estos MLR primarios se
encuentra reducida cuando las moDCs estimuladas con LPS se incubaron en presencia de FhTE.
Es mas, este efecto inhibitorio se pierdié cuando se utilizé6 un anticuerpo bloqueante de DC-
SIGN, sugiriendo que FhTE regula la capacidad de estimulacion alogénica de moDCs en un

proceso mediado, al menos en parte, por DC-SIGN.

Luego, se investigd si los linfocitos producto del MLR primario son capaces de responder a una
estimulacién alogénica en un MLR secundario. Para ello, los linfocitos obtenidos luego de 5 dias
de un MLR primario, se lavaron, se contaron y se co-cultivaron con células dendriticas alogénicas
previamente estimuladas con LPS, lo cual deberia consistir en un estimulo que induzca
proliferacién en los linfocitos T CD4. Mientras que en un MLR primario se evalla tanto la
capacidad de las células dendriticas de inducir una respuesta alogénica como la capacidad de los
linfocitos T CD4 de responder a ella, en un MLR secundario se evalla Unicamente a estos ultimos.
Nuestros resultados sugieren que las moDCs tratadas con FhTE en presencia de LPS son capaces
de inducir un fenotipo regulatorio/anergia en linfocitos T CD4 durante en el MLR primario, que
son incapaces de proliferar frente a un estimulo alogénico durante el MLR secundario.
Interesantemente, este efecto fue abolido cuando se utilizé un anticuerpo bloqueante
especifico para DC-SIGN durante la primera estimulacidn, indicando que éste receptor juega un

rol en la induccidon de respuestas tolerogénicas por FhTE.

La inhibicion de IL-12/23p40 en BMDCs es mediada por CD209a, pero no asi la

produccion de IL-10 ni su capacidad estimuladora de linfocitos T

Estudiar el rol de DC-SIGN in vivo resulta una tarea compleja, al existir ocho homdlogos de DC-
SIGN en ratones, sin haber un claro homélogo funcional. Se ha reportado recientemente que
CD209a (también conocido como SIGNR5) puede inducir células T reguladoras via produccién
de IL-10 [189], lo cual se asemeja a nuestros resultados con el DC-SIGN humano.
Interesantemente, la infeccidon por F. hepatica conduce a un aumento de células T reguladoras
productoras de IL-10 (definidas como células CD4* CD25* Foxp3*) (Figura 5.8). Por lo tanto, se

decidié explorar el rol de CD209a en la modulacién de la maduracién de BMDCs.
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Figura 5.8. Infeccion por F. hepatica induce un aumento de células T reguladoras y productoras de IL-10 en bazo y
peritoneo. Ratones BALB/c fueron infectados con 15 metacercarias durante 3 semanas, para luego ser sacrificados y
obtener el bazo y PECs. La expresion de Foxp3 e IL-10 en células CD4*y/o CD25* fue analizada por citometria de flujo.
En gris se muestran animales infectados, en blanco animales control. Un resultado representativo de tres
experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican diferencias

estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p <0.05).

En primer lugar, se analizd la expresién de CD209a tanto en higado como en bazo de animales
infectados y no infectados. Los andlisis por qRT-PCR mostraron que los higados de animales
presentan mayores niveles de expresion de CD209a que animales no infectados, mientras que

no se detectaron diferencias en la expresidon en bazo (Figura 5.9A).

Con el fin de evaluar a nivel functional el rol de CD209a en la modulacién de BMDCs por F.
hepatica, se utilizé siRNA especificos para inhibir su expresién. Como se muestra en la Figura
5.9B, el silenciamiento de CD209a en BMDCs restaura la produccién de I1L-12/23p40, sin producir
cambios en IL-10. Asimismo, para determinar los efectos de dicho receptor en la activacion de
linfocitos T CD4 por BMDCs tratadas con FhTE, se incubaron las mismas con linfocitos T CD4* de
animales infectados para evaluar la produccién de IL-4 e IL-10, citoquinas que se observé
anteriormente son dependiente de la estructura de los glicidos presentes de FhTE. En la Figura
5.9C se puede observar que la inhibicion de CD209a no conduce a cambios en la produccion de
dichas citoquinas cuando se compara con el control de silenciamiento (Scr), indicando que dicho

receptor no modifica la capacidad de BMDCs de activar linfocitos T CD4 especificos.
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Figura 5.9. El silenciamiento de CD209arestaura la produccion de IL-12/23p40 por BMDC estimuladas con FhTE/LPS,
pero no afecta la estimulacion de linfocitos T. A) La expresion de CD209aen higados y bazos de animales infectados
y animales control fue evaluada por qRT-PCR. B) siRNA fue utilizado para silenciar el receptor CD209a. Para ello,
BMDCs fueron transfectadas por 24 horas con 10 nM de siRNA especifico para CD209a, o su respectivo control,
utilizando lipofectamina. Finalmente, la produccion de IL-12p40 e IL-10 por dichas células luego de ser estimuladas
por 18 horas con FhTE en presencia o ausencia de LPS. C) BMDCs tratadas como se indica en B, fueron co-cultivadas
con linfocitos T CD4* de animales infectados, para luego de 3 dias evaluar la produccion de IL-10e IL-4 por ELISA. Un
resultado representativo de tres experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error).

Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).
Discusion

En este capitulo se muestran evidencias de que glicanos de F. hepatica modulan células
dendriticas humanas a través de DC-SIGN, favoreciendo la induccién de linfocitos T reguladores
0 anérgicos. En particular, nuestros resultados evidencian que los glicanos parasitarios
potencian la produccion de IL-10 e IL-27p28. A pesar de que los glicoconjugados de F. hepatica
pueden ser internalizados tanto por el MR como por DC-SIGN, la inmunomodulacion de la
maduracién de células dendriticas por ligandos de TLR es mediada por DC-SIGN, pero no por el
MR, DCIR o MGL, sugiriendo un rol principal de éste receptor en las propiedades de modulacién

de células dendriticas del parasito.
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DC-SIGN es capaz de interactuar con un amplio rango de patégenos de gran impacto en salud
publica, incluidos virus [89-91], bacterias [55, 93] y parasitos [70, 96-98] a través de estructuras
fucosiladas (en particular los antigenos de Lewis) y glicanos de alto contenido de manosa, en un
proceso dependiente de Ca?* [190], aunque la interaccién con parasitos helmintos ha sido
reportada Unicamente a través de glicanos fucosilados [98, 191]. Sin embargo, en el presente
trabajo se observé que el reconocimiento de FhTE por DC-SIGN esta mediado tanto por glicanos
fucosilados como manosilados, dado que éste se pierde luego de tratar el lisado con
exoglicosidasas especificas. De todas formas, la identificacion de los N-glicanos presentes en
FhTE revelé fundamentalmente la presencia de estructuras de oligomanosa, con ausencia de
estructuras fucosiladas que sean ligandos putativos de DC-SIGN, por lo que éstas podrian estar
presentes en O-glicanos o glicolipidos, por lo que la identificacidn de los mismos resulta de

particular interés.

Interesantemente, se ha reportado recientemente que la sefializacion inducida por DC-SIGN
depende de si el ligando es fucosilado o manosilado [89, 92, 192]. Mientras que la estimulacion
con estructuras glicosiladas que presentan fucosa conduce a un fenotipo inmuno-regulador
caracterizado con un aumento de citoquinas anti-inflamatorias y una disminucion de las pro-
inflamatorias [87, 89], los glucidos manosilados conducen a la activacidn de respuestas inmunes
aumentando la sintesis de IL-10, IL-6 e IL-12 [87, 89, 92]. Nuestros resultados sugieren que DC-
SIGN puede interaccionar tanto con manosa como con fucosa, por lo que ambos procesos
podrian estar conviviendo en nuestro sistema, resultando en un aumento de IL-10 e IL-27p28,

sin observarse cambios en citoquinas pro-inflamatorias.

Fasciola hepatica es capaz de evadir la respuesta inmune del hospedero por diferentes
mecanismos, incluida la inmunomodulacién y funcion de células dendriticas [55, 59, 193],
resultando en una polarizacién Th2 modificada y en la induccién de respuestas regulatorias [53].
Aqui, se demostrd que la interaccién de glicanos presentes en F. hepatica con el receptor DC-
SIGN es capaz de inducir propiedades reguladoras en células dendriticas, induciendo una mayor
produccion de las citoquinas IL-10 e IL-27p28. IL-10 es una molécula clave para la regulacién del
sistema inmune, que puede debilitar la proliferacion, produccién de citoquinas y capacidad de
migraciéon de linfocitos T [194], al igual que inducir anergia en éstos [195]. Por otro lado, IL-27
puede presentar tanto efectos estimuladores como supresores sobre respuestas inmunes.
Interesantemente, IL-27 puede inducir la produccién de IL-10 e inducir la diferenciacién de
células T reguladores de tipo 1 (Trl) productoras de IL-10 [196]. En concordancia con nuestros

resultados, la interaccién de DC-SIGN con glicanos fucosilados resulta en una induccién de IL-
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27p28 por células dendriticas, conduciendo a una subsiguiente polarizacidon a linfocitos T

colaboradores foliculares [92].

Para entender mejor como la interaccion entre los glicanos de F. hepatica con DC-SIGN presente
en células dendriticas puede alterar la activacién de linfocitos T, se llevaron a cabo ensayos de
MLR, tanto primarios como secundarios. Nuestros resultados muestran que el
desencadenamiento de la sefializacion de DC-SIGN por glicanos de F. hepatica promueve un
fenotipo regulador sobre las células dendriticas, capaces de disminuir la respuesta alogénica,
tanto en un MRL primario como secundario, sugiriendo que estas células dendriticas son capaces

de inducir anergia o un fenotipo regulatorio sobre células dendriticas.

Estos resultados concuerdan con los resultados reportados previamente, que muestran como la
interaccion de la glicoproteina mielina de oligodendrocitos (MOG, por su sigla en inglés myelin
oligodendrocyte glycprotein) con DC-SIGN en el contexto de activacidon simultdanea de TLR4
resulta en un aumento de la secrecién de IL-10 y también una induccion de anergia/fenotipo
regulador en linfocitos T [131]. Asimismo, se ha reportado que glicanos de H. pylori pueden
interaccionar con DC-SIGN para inducir células dendriticas tolerogénicas, incapaces de inducir

linfocitos T efectores, polzarizando los mismos a linfocitos T reguladores [197].

Interesantemente, CD209a, uno de los ocho pardlogos genéticos de DC-SIGN en ratones,
expresado en un subtipo de macréfagos, induce la secresion de IL-10 y media la diferenciacion
de linfocitos T reguladores cuando es estimulado con estructuras fucosiladas [189]. Sin embargo,
en nuestro modelo, CD209a solamente medid la supresion de IL-12/23p40 cuando BMDCs son
estimuladas con FhTE en presencia de LPS, sin modificar la capacidad del lisado parasitario de
inducir IL-10. Debido a la existencia de diferentes homdlogos murinos de DC-SIGN, resultaria
interesante realizar un abordaje similar para cada uno de ellos, como forma de estudiar su rol
en la capacidad de FhTE de modular la maduracion de células dendriticas murinas.

Alternativamente, se podrian utilizar anticuerpos bloqueantes para dichos receptores.

En conclusién, nuestro trabajo demuestra que glicanos de F. hepatica inducen un fenotipo
tolerogénico en células dendriticas humanas via interaccion con DC-SIGN, y confiere a éstas la
capacidad de inducir linfocitos T reguladores/anergia (Figura 5.10). A pesar de que no se
confirmé el rol del homdlogo murino CD209a durante la infeccidén con el parasito, no se puede
descartar que éste u otro homdlogo murino de DC-SIGN pueda jugar un papel in vivo durante la
infeccion y se deben llevar a cabo diferentes estudios para confirmar su rol (o no) en la

inmunomodulacion inducida por F. hepatica.
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Figure 5.10. llustracién esquematica resumiendo los principales hallazgos del presente capitulo. Glicoproteinas de
Fasciola hepatica interactian con y sefializan a través DC-SIGN presente en células dendriticas que, junto con la
sefalizacion por TLR, induce un aumento en la produccion de las citoquinas IL-10 e IL-27. Asimismo, dichas células
son capaces de inducir linfocitos T reguladores/anérgicos. Si bien no fue posible en esta tesis de determinar el rol in
vivo en ratdn, se observd que el silenciamiento de CD209a es capaz de reducir la inhibicidn en la produccién de IL-

12/23p40 queinduce FhTE en BMDC estimuladas con LPS.
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Inmunomodulacién por MGL

Introduccion

El receptor tipo lectina de macrofago especifico de Gal/GalNAc (MGL), también conocido como
CLEC4A o0 CD301, es un receptor presente en células presentadoras de antigeno profesionales,
que muestra especificidad por motivos glucidicos que presentan GalNAc terminal, incluyendo el
antigeno Tn (aGalNAc-O-Ser/Thr) y LacDiNAc (GalNAcB1-4GIcNAc, LDN) [100, 102]. Mientras
que sélo hay un gen en humanos (hMGL), existen dos ortélogos presentes en ratén, mMGL1
(CD301a) y mMGL2 (CD301b), que difieren en su especificidad [128, 187]. Interesantemente, a
pesar de que mMGL1 presenta mayor similitud estructural con hMGL, mMGL2 y hMGL muestran
una especificidad de ligando muy similar [198]. En contraste, mMGL1 reconoce los antigenos

Lewis* (GalB1-4(aFucl-3)GIcNAc) y Lewis? (GalB1-3(aFucl-4)GIcNAc).

Se ha reportado previamente que tanto el MGL humano como sus ortdlogos murinos son
capaces de reconocer glicocojungados presentes en pardsitos helmintos como Schistosoma
mansoni [70], Trichuris suis [82] y Taenia crassiceps [199]. Recientemente, se ha propuesto que
las células dendriticas dermales MGL2* se encuentran especializadas en la induccién de
respuestas inmunes de tipo Th2 tanto en modelos de alergia como en infeccién por helmintos

[199].

Dado que glicanos de F. hepatica modulan la maduracién de células dendriticas, induciendo
respuestas inmunes de tipo Th2/regulatorio [28, 39, 59, 138], y que este parasito expresa el
antigeno Tn [137], se evalud el potencial papel de MGL en el reconocimiento de glicanos
parasitarios al igual que en mediar la inmunomodulacién inducida por F. hepatica. Nuestros
resultados sugieren que el antigeno Tn expresado en la superficie de F. hepatica es capaz de
modular la maduracion de moDCs, aumentando la produccion de IL-10 y TNFa, en un proceso
mediado por hMGL. Asimismo, se muestra que células MGL2* CD11c* F4/80'" son reclutadas al
peritoneo de ratones infectados. Interesantemente, estas células expresan las citoquinas
regulatorias IL-10, TNFa y TGFB y una variedad de marcadores asociados a la regulacién. Los
resultados presentados aqui sugieren un papel de MGL en la inmunmodulacién inducida por F.

hepatica, y contribuyen a entender mejor los mecanismos moleculares inducidos por el parasito.
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Resultados

Los glicoconjugados de F. hepatica potencian la produccion de TNFea e IL-10 por ligandos

de TLR via hMGL

Hasta aqui nuestros resultados sugieren que DC-SIGN puede mediar las propiedades
inmunomoduladoras de F. hepatica. Sin embargo, cuando la interaccién de diferentes CLR con
FhTE fue evaluada a través de un ensayo de tipo ELISA, se vié que hMGL es, dentro de los
receptores estudiados, el que presenta mayor interaccién con glicoconjugados de F. hepatica
(Figura 6.1A). Asimismo, se observa interaccion del MR, DC-SIGN y DCIR, aungue con un grado
menor. No se encontré reconocimiento por Dectin-1 o Largerin. La unién de los diferentes CLRs
a FhTE fue abrogada en presencia del agente quelante EGTA, indicando que la presencia de

cationes divalentes como el Ca?* es esencial para dicha interaccion.

Dado que hMGL interactua fuertemente con FhTE y que la sefalizacién a través de MGL puede
modular la maduracién de moDCs inducida por ligandos de TLR [106], se pensd en evaluar si
FhTE es capaz de modular la maduracion de células dendriticas a través de dicho CLR. Sin
embargo, como se observa en la Figura 5.3, un anticuerpo bloqueante de hMGL fue incapaz de
impedir la modulacidn inducida por FhTE soluble. Recientemente, se ha reportado que la
modulacién inducida por hMGL se observa cuando se utilizan ligandos o anticuerpos
inmovilizados sobre placa, pero no cuando se utiliza en forma soluble [106]. Es por ésto que se
evalud la capacidad de modular la maduracién de células dendriticas de FhTE inmovilizado sobre
placa. Para ello, en primer lugar, se confirmd la expresion de hMGL en moDCs (Figura 6.1B).
Luego, se incubaron moDCs con FhTE sensibilizado sobre placas de ELISA en presencia o ausencia
de Pam3CSK4 (ligando de TLR1/2) o LPS (ligando de TLR4), y la produccién de citoquinas fue
evaluada en el sobrenadante de cultivo. A pesar de que FhTE no indujo la expresién de ninguna
de las citoquinas evaluadas, fue capaz de potenciar la produccién de TNFa e IL-10, pero no IL-6,
por moDCs estimuladas por ligandos de TLR (Figura 6.1C). Interesantemente, un anticuerpo
bloqueante de hMGL fue capaz de abolir dicho incremento (Figura 6.1D), indicando la existencia
de una regulacion cruzada entre los receptores de TLR y hMGL en presencia de componentes

parasitarios.
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Figure 6.1. MGL reconoce glicoconjugados de F. hepatica y potencia la produccion de IL-10 y TNFa por moDCs
maduradas por ligandos de TLR. A) La interaccion de diferentes hCLR-Fc con FhTE fue evaluada en un ensayo tipo
ELISA, en presencia (+) o ausencia (-) de EGTA. B) La Expresion de MGL y DC-SIGN (como marcador de diferenciacion)
en moDCs fue confirmada por citometria de flujo. C) Produccién de IL-6, IL-10 y TNFa por moDCs estimuladas con
Pam3CSK4 o LPS en presencia o ausencia de FhTE inmovilizado en placa. D) moDCs fueron pre-incubadas con un
anticuerpo bloqueante de MGL o un control isotipico, para luego ser estimuladas como en C). Un resultado
representativo de tres experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los

asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).

Los antigenos de F. hepatica inducen polarizacion Th2 mediante la reduccion de IFNy a

través de su interaccion con hMGL

Luego, se evalud si la interaccion de FhTE con hMGL en moDCs es capaz de modular la
diferenciacién de linfocitos T en una respuesta alogénica. Para ello, se analizé en primer lugar la
capacidad de FhTE de modular la expresién de marcadores de co-estimulacién por moDCs. El
lisado parasitario fue incapaz de inducir la expresion de los diferentes marcadores de co-

estimulacién estudiados y de modular la expresidn de los mismos inducida por LPS (Figura 6.2A).
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Figure 6.2. FhTE es capaz de inducir una polarizacion Th2 a través de la reduccion de IFNy. A) moDCs fueron
incubadas con FhTE inmovilizado sobre placa en presencia o ausencia de LPS (10 pg/mL) por 48 horas, para luego
evaluar la expresion de moléculas co-estimuladoras por citometria de flujo. B-C) Para evaluar la capacidad de moDCs
estimuladas como en A) de polarizar linfocitos T CD4* naive, las mismas se lavaron y se incubaron con linfocitos T
alogénicos CD4* CDA5RA* purificados de sangre periférica (relacion 1:10) en presencia de la Enterotoxina
Estafilococica B (10 pg/mL). Luego de 5 dias, se evalué la produccién de IFNy en el sobrenadante de cultivo. D-F) Los
linfocitos estimulados en B) y C) fueron expandidos por incubaciéon con IL-2 durante 5-7 dias, y la polarizacion Th1/Th2
de los linfocitos T se evalud por tincidn intracelular de IFNy e IL-4 luego de ser estimuladas con PMA e lonomicina en
presencia de Brefeldina A. Cuando se indica, las moDCs fueron preincubadas con un anticuerpo bloqueante de hMGL
previo a su estimulacion. La relacidén IL-4/IFNy fue calculada en base al control (sdlo LPS), basado en células positivas
para sélo una de las citoquinas. Las concentraciones de FhTE utilizadas: 200, 100 y 50 pg/mL. Un resultado
representativo de tres experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los

asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).

Sin embargo, la estimulacion de moDCs con FhTE fue capaz de reducir la capacidad de dichas
células de inducir una respuesta alogénica por linfocitos T naive, de forma dosis-dependiente
(Figura 6.2B). La capacidad reducida de inducir lifocitos T productores de IFNy por moDC
estimuladas con FhTE/LPS fue abolida por un anticuerpo anti-MGL, pero no por un control
isotipico (Figura 6.2C). Finalmente, se estudid la capacidad de dichas células de polarizar

respuestas de linfocitos T hacia Th1l o Th2. Para ello, linfocitos T naive co-cultivados con moDCs
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estimuladas con FhTE en presencia o ausencia de LPS fueron reestimulados con PMA e
lonomicina en presencia de Brefeldina A, para medir la produccion intracelular de IL-4 e IFNy.
Como se observa en la Figura 6.2D, FhTE fue capaz de inducir la polarizacién de linfocitos T hacia
un fenotipo Th2, dado que aumenta el radio IL-4/IFNy, cuando se compara con moDCs
estimuladas con LPS (Figura 6.2 D y E). Este aumento fue producido principalmente por una
reduccién en la produccién de IFNy. Asimismo, este efectode FhTE fue mediado por hMGL, dado

gue un anticuerpo especifico para dicho CLR abole dicho proceso (Figura 6.2F).
hMGL interactua con el antigeno Tn presente en FhTE

Para identificar la naturaleza de los glicoconjugados de F. hepatica reconocidos por hMGL,
ensayos de inhibicion y deglicosilacidn selectiva se llevaron a cabo para abolir el reconocimiento
de FhTE por dicho CLR. La unién de hMGL fue abolida en presencia de EGTA, GalNAc y un
anticuerpo blogueante anti-hMGL, pero no fue modificada por incubacién con mananos o un

control isotipico (Figura 6.3A).

Las estructuras glucidicas reconocidas por hMGL fueron identificadas por western blot como un
grupo de glicoproteinas en el rango entre 50 kDa y 100 kDa (Figura 6.3B). Interesantemente, el
reconocimiento de hMGL-Fc fue inhibido tanto en presencia de EDTA como luego de la oxidacién
con m-periodato de FhTE, confirmando que la interaccidon es dependiente de las estructuras
glucidicas presentes en el lisado parasitario. Para confirmar que los residuos de GalNAc se
encuentran presentes en FhTE, se llevé a cabo lectin blots usando las lectinas especificas para
GalNAc de Helix pomatia (HPA) y Vicia Villosa (VVL). La VVL, pero no HPA, fue capaz de reconocer
FhTE, en consistencia con nuestros resultados previos descritos en la Figura 3.3. Cabe destacar
que VVL reconocié componentes de FhTE con un peso molecular aparente similar al que se
observada para hMGL. Asimismo, el reconocimiento por hMGL fue inhibido cuando se realiza
preincubacién de FhTE con la lectina VVL, pero no ConA, dos lectinas que reconocen
fuertemente FhTE [193], sugiriendo que VVL y hMGL interactian con los mismos ligandos

presentes en el lisado (Figura 6.3D).
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Figure 6.3. Caracterizacidon de los glicoconjugados que son reconocidos por hMGL. A) Se realizaron ensayos de
inhibicién de la uniéon de hMGL -Fc a FhTE pre-incubando dicho receptor con EGTA, mananos, GalNAc, un anticuerpo
bloqueante especifico o un control isotipico. B) Se realizé un western blot de FhTE utilizando hMGL en presencia o
ausencia de EGTA. Cuando se indique, se realizé la oxidacidon con meta-periodato de las membranas de nitrocelulosa
tranferidas. C) Lectin Blot de FhTE utilizando las lectinas especificas para GalNAc VVLy HPA. D-E) Inhibiciéon de la unién
de hMGL-Fc a FhTE previamente incubado con D) las lectinas VVLy ConA (10, 1y 0,1 pug/mL) o E) anticuerpos
especificos de diferentes estructuras glucidicas. F) La union de hMGL fue también evaluada en FhTE tratado
previamente con las enzimas manosidasa (Man) o GalNAcasa (GalNAc). G) La capacidad de hMGL de reconocer un
extracto tegumentario del parasito se evalu6 mediante ELISA en presencia o ausencia de EGTA. Un resultado
representativo de cuatro experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los

asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).
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Como forma de establecer la naturaleza de las estructuras glucidicas que contienen GalNAc que
son reconocidas por hMGL, se utilizaron anticuerpos especificos del antigeno Tn (aGalNAc-
Thr/Ser), LDNF (GalINAcB1-4(Fucal-3)GlcNAc-R) y LDN (GalNAcB1-4GlcNAc-R). Como se observa
en la Figura 6.3E, Unicamente el anticuerpo especifico para el antigeno Tn fue capaz de reducir
el reconocimiento de FhTE por hMGL. Asimismo, el reconocimiento fue inhibido cuando el
extracto fue tratado con la enzima GalNAcasa, pero no Manosidasa, indicando que hMGL es
capaz de reconocer residuos de GalNAc terminales presentes en FhTE (Figura 6.3F). En conjunto,

estos resultados sugieren que hMGL reconoce el antigeno Tn presente en F. hepatica.

El hecho de que la sefializacidon a través de MGL se observe unicamente cuando FhTE se
encuentra inmovilizado, sugiere que MGL podria reconocer ligandos anclados en la superficie
del parasito Por ello, se investigd qué ligandos de hMGL se encuentran presente en un extracto
tegumentario de F. hepatica. De hecho, hMGL reconoce FhTeg de forma dependiente de Ca?*

(Figura 6.3G).

Células mMGL2" CD11c” son reclutadas al peritoneo de ratones infectados con F.

hepatica

Hasta aqui nuestros resultados in vitro sugieren que MGL es capaz de interaccionar con el
antigeno Tn presente en la superficie de F. hepatica, para modular la maduracién de células
dendriticas e inducir un perfil Th2. Con el fin de estudiar la relevancia de estos hallazgos in vivo,
se estudid el rol de MGL en un modelo murino de infeccidn. Para ello, se infectaron ratones por
via oral con 15 metacercarias de F. hepatica y se analizé la expresion de mMGL1 y mMGL2 en

células de bazo, peritoneo e higado luego de 3 semanas post infeccidn.

Dado que existen dos isoformas murinas de MGL (mMMGL1 y mMGL2), primero se evaluo si éstas
son capaces de reconocer glicoconjugados presentes en FhTE por Western Blot. Como se puede
observar en la Figura 6.4A, Unicamente mMGL2 fue capaz de reconocer componentes
parasitarios, en un rango de peso molecular similar al observado para hMGL, lo cual concuerda
con lo reportado previamente, en que hMGL y mMGL2 presentan similar especificidad de

ligando.
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Figure 6.4. Células mMMGL* son reclutadas al peritoneo durante la infeccion por F. hepatica. A) El reconocimiento de

FhTE por mMMGL1 y mMGL2 fue analizado por western blot utilizando mCLR-Fc. B-D) Evaluacién por citometria de flujo

de células mMGL1* y mMGL2* en la cavidad peritoneal y bazo de ratones infectados y ratones control. E) Expresidn

de mRNA de mMGL1 y mMGL2 en higado de animales infectados y no infectados. Un resultado representativo de

cuatro experimentos independientes es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican

diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).
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Figure 6.5. Inmunofenotipo de las células mMGL2* presentes en el peritoneo de animales infectados con F.

hepatica. La expresion de diferentes marcadores de superficie en las células mMGL2* presentes en el peritoneo de
animales infectados fue analizada por citometria de flujo. A) Andlisis de las células del peritoneo, seleccionando las
células mMGL2* CD11c*. Se muestra también la cuantificacion de las dos poblaciones obtenidas para la tincidon con
F4/80.B) Dado que todas las células de animales infectados presentan mMGL2*, los marcadores CD11b, CD8, CD3 y
Siglec-F fueron analizados en células CD11c*. C) Analisis de la expresién de MHCII y CD86 en células CD11c* de PECs
de ratones infectados y no infectados. Un resultado representativo de cuatro experimentos independientes es
mostrado (xSEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas

significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).

Interesantemente, se detectd un aumento significativo en la proporcion de células mMGL2* en
la cavidad peritoneal, mientras que no se observé un cambio en las células mMGL1* (Figura 6.4B
y C). En contraste, cuando se analizé la cantidad total de células, se evidencié un aumento tanto

de mMGL1* y mMGL2* PECs en animales infectados (Figura 6.4C), probablemente debido algran
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reclutamiento de células producto de la infeccidn. Por otro lado, ambas isoformas murinas se
encuentran aumentadas en bazo (evaluado por FACS, Figura 6.4D) y en higado (evaluado por

gRT-PCR, Figura 6.4E).

Con el fin de caracterizar la poblacién celular mMGL2* presente en el peritoneo de animales
infectados, se realizé un analisis de fenotipo mediante citometria de flujo. Como se muestra en
la Figura 6.5A, células CD11c* de ratones infectados, pero no de ratones control, presentaron
mMMGL2. Estas células también expresaron mMGL1, CD11b, SIRPa y CD68, mientras que fueron
negativas para Ly6G, Ly6C, Siglec-F, CD3 y CD8 (Figura 6.5Ay B). Asimismo, se pudieron distinguir
dos poblaciones de células mMMGL2* en cuanto a la expresién de F4/80, siendo la poblacion de
baja expresion la mayoritaria. Cuando se analizé la expresion de los marcadores MHCII y CD86,
se encontré que las células CD11lc* mMGL2* de animales infectados presentaron una menor
expresién de MHCII, pero una mayor expresiéon de CD86, cuando se comparan con las células

CD11c* mMGL2" de animales control (Figura 6.5C).

Las células mMGL2* CD11c" de ratones infectados con F. hepatica expresan IL-10, TNFa

y TGF8 y modulan la produccién de citoquinas por linfocitos T CD4* alogénicos

Con el fin de establecer si las células CD11c* mMGL2* presentan propiedades
inmunomoduladoras, se realizé un andlisis funcional evaluando su capacidad de internalizar
componentes parasitarios y de secretar citoquinas. Para ello, los PECs de animales infectados y
no infectados se incubaron con ATTO647-FhTE vy su internalizacidon fue evaluada por citometria
de flujo en células CD11c* (Figura 6.6A). Las células CD11lc* mMGL2* de animales infectados
presentaron una mayor capacidad de internalizar componentes parasitarios que células CD11c*
MmMGL2" de animales control. Ademds, se produjeron mayores niveles de las citoquinas
regulatorias IL-10, TNFa y TGFB, mientras que no se observaron diferencias en la expresion de
IL-6, IL-12/23p40 o IL-12p35 (Figura 6.6B y C), sugiriendo un potencial rol regulador de estas

células durante la infeccion.
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Figura 6.6. Andlisis funcional de células CD11c* mMGL2*. A) La internalizacion por las células CD11c* fue evaluada
por citometria de flujoen PECs previamente incubados con diferentes concentraciones de ATTO647-FhTE por 1 hora
a 37°Co 4°Ccomo control. La internalizacidon fue calculada como la diferencia entre el MFI obtenido a 37°Cy a 4°C.
B) La produccién de IL-12/23p40 e IL-10 por células CD11c* en PECs fue evaluada por citometria de flujo, luego de
incubar los PECs con Brefeldina A durante 6 horas. C) Las células CD11c* fueron purificadas de la cavidad peritoneal
de ratones infectados 3 semanas post infeccion y ratones control. La expresién de IL-12p35, IL-6, IL-10, TNFay TGFB
fue evaluada por gRT-PCR. D) Células CD11c* purificadas fueron estimuladas con FhTE inmovilizado en placa durante
16 horas a 37°C, lavadas e incubadas con linfocitos T CD4+ de animales de ratones C57BL/6. Un resultado
representativo de tres infecciones independientes (n=3-5) es mostrado (+SEM, indicado por las barras de error). Los

asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones indicadas (*p < 0.05).
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Finalmente, se evalud la capacidad estimuladora de las células CD11c* en una reaccién mixta de
leucocitos usando linfocitos T CD4* alogénicos, provenientes de bazos de ratones C57BL/6. Las
células CD11c* mMGL2* de animales infectados indujeron la produccién de IL-10, mientras que
se observd una disminucién de IFNy por linfocitos T CD4* alogénicos, cuando se compara con
células CD11c* mMGL2" purificadas de ratones no infectados, conduciendo a un aumento de la
relacion IL-10/IFNy. Interesantemente, las células CD11c* mMGL2* (pero no CD1lc* mMGL2")
incrementd la relacion IL-10/1FNy cuando son estimuladas con FhTE inmovilizado sobre placa,
debido a un descenso de la produccion de IFNy (Figura 6.6D), en linea a lo visto en humano
(Figura 6.2D-F). Estos resultados sugieren que FhTE podria ser reconocido por mMGL2 para

modular las células CD11c*.

Para entender con mayor profundidad la funcién inmunoreguladora de las células CD11c*
MmMGL2* de animales infectados, se evalué la expresion de una variedad de moléculas que
podrian participar en diferentes funciones de las células dendriticas, y se compararon con las
células CD11c*mMGL2" de animales control. Como se muestra en la Figura 6.7, las células CD11c*
de ratones infectados expresaron mayores niveles de mMGL2 y del MR que CD11c* de ratones
control (Figura 6.7A). Ademas, dichas células también expresaron niveles aumentados de Fizz-1
y Arg-1 (Figura 6.7B), cominmente asociados a la activacion alternativa de macrdéfagos. Sin
embargo, no se encontraron diferencias en la expresién de la Oxido nitrico sintasa inducible,
asociada a una activacion pro-inflamatoria de macrofagos. Asimismo, las células purificadas de
animales infectados presentaron niveles aumentados de CCL5, al igual que la molécula
inmunomoduladora PD-L1 y el factor de transcripcion IRF4 (Factor regulador de interferén 4,

por su sigla en inglés interferon regulatory factor 4), conocido por controlar la diferenciacién de

linfocitos T a un fenotipo Th2.
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Figure 6.7. Expresion de lectinas tipo C, quimioquinas y moléculas reguladoras en células CD11c* de animales

infectados y no infectados. La expresion de CLRs (A), marcadores de macréfagos (B), quimioquinas (C), moléculas

reguladoras de superficie (D) e IRF4 (E) fueron evaluados por qRT-PCR en células CD11c* de animales infectados

(barras negras) y control (barras blancas). Un resultado representativo de tres infecciones independientes (n=3-5) es

mostrado (xSEM, indicado por las barras de error). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas

con respecto a células CD11* purificadas de animales no infectados (*p <0.05).

Nuestros resultados sugieren que las células CD11lc* mMGL2* son reclutadas a la cavidad

peritoneal durante la infeccién por F. hepatica, adquiriendo diferentes marcadores asociados a

macroéfagos reguladores, regulando potencialmente la polarizacion de linfocitos T a un fenotipo

Th2/regulador.
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Discusion

Los resultados mostrados en el presente capitulo sugieren que MGL es capaz de reconocer el
antigeno Tn presente en la superficie de F. hepatica, induciendo una sefializacidon capaz de
modular la maduraciéon de células dendriticas inducida por ligandos TLR y su capacidad

estimuladora de linfocitos T, tanto in vitro como in vivo.

La capacidad de MGL de actuar como un receptor de reconocimiento de diferentes patégenos
ha sido descrita previamente. De hecho, MGL es capaz de reconocer estructuras glucidicas
expresadas en bacterias como Neisseria gonorrhoeae [200], Bordetella pertussis [201] y
Campylobacter jejuni [99, 108], al igual que virus, incluido el Ebola [202] e Influenza [203].
Ademads, las moléculas derivadas de helmintos pueden también interactuar con MGL, como es
el casode Schistosma mansoni, el cual es reconocido a través de residuos de LacdiNAci [70, 204],

o Trichuris suis, con el que interacciona a través de resiudios de aGalNAc terminales [82].

En este capitulo, se muestra que moléculas de F. hepatica son capaces de interaccionar con MGL
Y que, en conjunto con la sefializacion por ligandos de TLR, resulta en una mayor produccién de
IL-10 y TNFa. La produccidon de IL-10 y TNFa por células dendriticas humanas MGL* ha sido
descrita previamente [106, 107]. Es bien sabido que IL-10 es una citoquina con potentes
propiedades anti-inflamatorias que juega un rol central en limitar las respuestas inmunes contra
patdgenos. Por otro lado, TNFa, a pesar de ser generalmente catalogada como citoquina pro-
inflamatoria, tiene algunas propiedades inhibitorias, en particular cuando se encuentra asociada
a IL-10. De hecho, las células dendriticas tolerogénicas generadas en presencia de vitamina D3,
secretan una mayor cantidad de IL-10 y TNFa luego de la activacién por LPS, e inducen la
expansién de linfocitos T reguladores de forma dependiente de TNFa [205]. Las células
dendriticas MGL* son también capaces de instruir la polarizacidon de linfocitos T hacia células
reguladoras Trl, en un mecanismo dependiente de IL-10 [107]. Este fendmeno puede constituir
un mecanismo utilizado por F. hepatica para evadir las respuestas inmunes protectoras del
hospedero, como ha sido propuesto para C jejuni, donde MGL inhibe la expresién de
marcadores asociados a la maduracion de células dendriticas y limita la produccién de la

citoquina pro-inflamatoria IL-6 [108].

De todas formas, la observacién respecto al rol inmunomodulador de MGL por componentes de
F. hepatica resulta de experimentos in vitro. Para poder evaluar el rol inmunomodulador de MGL

in vivo durante la infeccion por F. hepatica, se estudid la expresion de MGL en animales
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infectados. A pesar de que se observa un aumento en la cantidad de células positivas tanto para
MMGL1 como para mMGL2, la proporcion de células mMGL2* estuvo claramente aumentada en
PECs y bazo, sugiriendo o bien un reclutamiento de estas células o un gran aumento en la
expresion de mMGL2 durante la infeccién. Es de notar que el estimulo tolerogénico
dexametasona induce la expresion de MGL en células dendriticas [103], sugiriendo un rol en el
desarrollo en la tolerancia. En este escenario, se podria especular que mMGL2, pero no mMGL1,
parecerian tener un rol durante el proceso de infeccion, debido a que Unicamente mMGL2 es

capaz de reconocer componentes parasitarios.

Las células mMMGL2* expresaron también los marcadores mMGL1, CD11c, CD11b, CD68 y SIRPa.
Asimismo, éstas expresan bajos niveles de F4/80, marcador usado tipicamente para la
identificacion de macrofagos [206], pero también expresado en células dendriticas inflamatorias
y en la subpoblacion de células dendriticas CD11b* [207]. Las células dendriticas inflamatorias
son capaces de inducir linfocitos Th2 en respuesta a la inflamacidn inducida por adyuvantes que
contienen aluminio o en asma inducido por alérgenos [208-210]. Interesantemente, un fenotipo
similar para células mMGL1* mMGL2* doble positivas fue encontrado en pulmdn, bazo y médula
Osea de ratones naive, en un reporte donde sugieren que dichas células corresponden a células
dendriticas convencionales, mientras que las células positivas Unicamente para mMGL1
representan un grupo de células, incluyendo macréfagos y tanto células dendriticas
convencionales como plasmocitoides [198]. Sin embargo, en nuestro caso, las presencia de
CD68, hace pensar que dichas células representan macréfagos que, dado a la presencia de Fizz-
1, Arg-1 y MR, estarian alternativamente activados. Las células CD11c* mMGL2* de la cavidad
peritoneal también estuvieron caracterizadas por bajos niveles de MHCII, pero también una
expresion aumentada de CD86, sugiriendo un fenotipo semi-maduro, que ya se describié para

las células CD11c" en el capitulo 3.

Nuestros resultados también indican que las células CD11c* mMGL2* presentan una mayor
capacidad de internalizar moléculas parasitarias, cuando se compard con las células CD11c*
mMGL2" de animales control, lo cual podria explicarse por la presencia del propio MGL al igual
que del MR, un receptor que presenta una gran capacidad endocitica [179]. Este aumento en la

internalizacidn puede favorecer la presentacién y activaciéon de linfocitos T CD4* [211].

Durante la infeccion, las células CD11c* mMGL2* parecen adequirir un programa regulatorio que
activa la produccion especifica de IL-10 por linfocitos T CD4* que concuerda con lo visto en el

primer capitulo de la presente tesis, al igual que con lo descrito anteriormente [28, 138, 193].
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De hecho, las células CD11c* mMGL2* producen las citoquinas inmunoreguladoras TGFf3, IL-10y
TNFo. que han sido asociadas a la capacidad de activar linfocitos T CD4* alogénicos productores
de IL-10, mientras que ello no pasa con las células CD11c* mMGL2". Estos resultados estdn en
concordancia con datos previos que muestran que las células dermales CD1lc* mMGL2*
expresan bajos niveles de moléculas involucradas con respuestas inmunes Thl, cuando se las
compara con las células dendriticas dermales [110]. Finalmente, las células CD11c* mMGL2*
estimuladas con FhTE inmovilizado en placa, indujeron una mayor relaciéon IL-10/IFNy por
linfocitos T CD4*, debido a un descenso en la produccion de IFNy. Estos datos sugieren que
componentes parasitarios inducen un programa inmunoregulador en las células dendriticas que
regula su maduracién y capacidad estimuladora de linfocitos alogénicos. Diferentes reportes
estdn en linea con nuestros resultados, ya que se ha descrito que las células dendriticas MGL2*
son esenciales para un eficiente desarrollo de respuestas tipo Th2 por el parasito
Nippostrongylus brasiliensis [109]. Asimismo, células dendriticas humanas MGL* expuestas a LPS
de N. gonorrhoeae (que lleva consigo residuos de GalNAc Terminal) son propensas a inducir

linfocitos T de tipo Th2 [200].

Es importante notar que las células CD11ct* mMGL2* presentan una mayor expresion del MR,
por lo que podria pensarse que el mismo participa en la sefializacidn inducida por FhTE en dichas
células. Sin embargo, se ha reportado previamente que la sefializacion por el MR se pierde
cuando se utilizan ligandos inmovilizados, sugiriendo la necesidad de internalizacion para inducir
la sefalizacién correspondiente [83]. Dado que aqui la estimulacion se realizd con FhTE

inmovilizado, se perderia la sefalizacién por el MR.

IRF4 es un factor de transcripcion expresado en células dendriticas, necesario para la
diferenciacién Th2, pero no para respuestas Thl [212]. Interesantemente, IRF4 también regula
el desarrollo de células dendriticas mMGL2*, induciendo diversas subpoblaciones de células
dendriticas: dermales mMGL2*, esplénicas CD8or CD11b", aligual que polarizacién a macréfagos
M2 [213-215]. Ademads, ha sido reportado que IRF4 es capaz de unirse al promotor del gen de
IL-10 e inducir su expresidn en células Th2 y Treg [216-219]. Considerando que las células
peritoneales CD11c* mMGL2* de animales infectados expresan IRF4 e IL-10, y que ademas
inducen la produccion de IL-10 por linfocitos T CD4*, se podria hipotetizar que IRF4 participa en
la produccidon de dicha citoquina. De todas formas, experimentos adicionales son necesarios
para comprobar esta hipdtesis, como podria ser el silenciamiento génico de IRF4 (por ejemplo,

utilizando siRNA) o la realizacién de infecciones en ratones deficientes del mismo.
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Las células CD11c* mMGL2* de animales infectados se caracterizaron por su alta expresién de
Fizz y Arg-1, ausente en las células CD11c* mMGL2" de animales control. Fizz es inducido durante
respuestas de tipo Th2 desarrolladas en una infeccidén por parasitos helmintos [220], y, a pesar
de que se asocia a macréfagos alternativamente activados, también puede ser expresado por
células dendriticas de ratones infectados por Brugia malayi [221]. Por otro lado, se ha mostrado
que Arg-1 es capaz de impedir respuestas de linfocitos T mediante la reduccion de la
biodisponibilidad de L-arginina [222]. Ademads, las células dendriticas con propiedades
supresoras pueden aumentar la expresién de Arg-1 [223]. En nuestro caso, las células murinas
CD11c* mMGL2* aumentan también la expresion de las moléculas reguladoras PD-L1 y CCL5
(también conocida como RANTES). PD-L1 es, en conjunto con PD-L2, ligando de PD-1, un
receptor inhibidor del sistema inmune, expresado en linfocitos T, y que limita la proliferacion y
favorece la homeostasis inmunolégica [224]. La deficiencia de PD-L1 potencia las respuestas
inmunes [225]. En el contexto de la infeccién por F. hepatica, las células dendriticas que
aumentan la expresién de PD-L1 pueden jugar un rol en el control de la induccidn de inmunidad
especifica contra el pardsito, favoreciendo su sobrevida. Finalmente, CCL5 es una quimioquina
que atrae linfocitos T, eosindfilos y basofilos al sitio de infeccion [226]. Interesantemente, las
infecciones por parasitos helemintos estdn asociadas a altos niveles de CCL5, entre otras

quimioquinas pro-inflamatorias [227, 228], particularmente por células dendriticas [229].

Es interesante notar aqui que, dado que las células CD11c* mMGL2* de animales infectados
expresan el MR, el mismo podria tener un rol en la inmunomodulacién de dichas células, mas
aun teniendo en cuenta que dicho receptor es capaz de interactuar con componentes derivados
de F. hepatica y mediar una inhibicién parcial de la maduracién de BMDCs inducida por ligandos
de TLR [188, 230]. Esto sugirere que el parasito podria estar sefializando a través de diferentes
CLRs para evadir respuestas inmunes. De hecho, los CLRs Dectin-1 y el MR, han sido asociados a
la modulacién de la expresiéon de Arg-1 y PDL-2, al igual que la produccién de TGFpB, por
macrofagos en respuestas a productos de excrecion-secrecion de F. hepatica [77, 189]. De esta
forma, se puede hipotetizar de que, dado que la sefalizacidn por MGL que se observd se da
Unicamente con ligandos de forma inmovilizada, dicho receptor es capaz de interaccionar con
glicoconjugados presentes en la superficie del parasito, mientras que moléculas solubles (como
representan los productos de excrecidn-secrecidn) podrian sefializar a través del MR, Dectin-1
y/o DC-SIGN, conduciendo al desencadenamiento de diferentes mecanismos de

inmunomodulacién.
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En conclusidn, nuestros datos sugieren que el antigeno Tn presente en F. hepatica es capaz de
sefializar a través de MGL, desencadenando propiedades anti-inflamatorias en células
dendriticas y llevando a una regulacién tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa

(Figura 6.8).

Fasciola hepatica

Antigeno Tn
TLR

" @ Linfocito T CD4*
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L INFy

Figura 6.8. llustracion esquematica resumiendo los principales hallazgos del presente capitulo. El antigeno Tn
presente en la superficie de F. hepatica interactia con MGL expresado en la superficie de células presentadoras de
antigeno, desencadenando un programa regulador junto a la sefializacion de TLR, que induce un aumento en la

expresion de TNFa e IL-10 e induce la polarizaciéon de linfocitos T hacia un fenotipo Th2/regulatorio.
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Discusion General

Los parasitos helmintos representan uno de los mayores problemas sanitarios en paises en vias
de desarrollo. De hecho, la OMS ha estimado que aproximadamente 2 mil millones de personas
se encuentran infectadas por uno o mas de éste tipo de parasitos [231]. Esta gran capacidad
infectiva de los helmintos, es fiel reflejo de su capacidad de modular el sistema inmune del
hospedero, permitiendo una mayor sobrevida del parasito. Fasciola hepatica, un helminto de
distribucién mundial, afecta principalmente al ganado, aunque también afecta a mds de dos
millones de personas, mientras que cerca de 180 millones estdn en riesgo de infeccidén [2, 5].
Actualmente, el empleo de drogas fasciolicidas representan la principal estrategia utilizada en
el control de dicha enfermedad [10]. Sin embargo, no evitan el dafio hepatico producido y los
animales no desarrollan inmunidad protectora por lo que se re-infectan facilmente. En este
contexto, el desarrollo de estrategias de inmunoprofilaxis contra la fasciolosis resulta de gran
interés. De todas formas, las complejas estrategias de modulacién del sistema inmune del
hospedero dificultan su desarrollo y, de hecho, hasta la fecha no existen a nivel comercial
vacunas disponibles contra F. hepatica [2, 14]. Por ello, es necesario profundizar nuestro
conocimiento de los mecanismos inmunomoduladores desarrollados durante la infeccion, lo
cual resulta importante no sélo desde un punto de vista de la investigacion bdsica, sino ademas

para el disefio racional de estrategias de inmunointervencion.

Durante esta tesis, diferentes estrategias fueron utilizadas para el estudio del rol de las
estructuras glucidicas de Fasciola hepatica en la inmunomodulacidn inducida durante la
infeccidn. Si bien en los uUltimos afios diferentes reportes han sugerido un rol de estructuras
glucidicas en la inmunomodulacién por pardsitos helmintos, era escasa la informacién
disponible respecto a su rol en el contexto de infeccidn por F. hepatica hasta el comienzo de

esta tesis.

En primer lugar, se utilizd la oxidacién con meta-periodato de sodio, ampliamente utilizada
como una primera aproximacion al rol bioldgico de los glicanos [68, 82, 232, 233]. Esta reaccion,
conduce a una pérdida de la estructura tridimensional de los gltcidos, por lo que toda actividad
bioldgica que dependa de la misma, se ve abolida. Esta estrategia permitié evidenciar el rol de
los glicanos en la induccién de IL-4 e IL-10 durante la infeccidn, al igual que en la modulacidn de
la maduracion de células dendriticas murinas. Es mas, este efecto sobre las células dendriticas
se ve inhibido al pre-incubar estas con manosa, sugiriendo que el efecto inmunmodulador es

mediado por receptor/es especifico/s para este azlcar.
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Por otro lado, se sintetizaron derivados inmovilizados de dos glicosidasas de interés bioldgico:
o-manosidasa y B-galactosidasa. Si bien el proceso de deglicosilacion puede ser mejorado,
nuestros resultados muestran que dichos derivados enzimaticos son capaces de inducir cambios
en la glicosilacion de proteinas, y repercutir de esta forma en procesos que son importantes
desde punto de vista biolégico. De hecho, su utilizacion en la deglicosilacion especifica del lisado
parasitario nos permité determinar que las estructuras glucidicas que contienen residuos de
manosa son importantes para la induccién de IL-4 e IL-10 por linfocitos T CD4* de animales
infectados, cuando éstos son estimulados con células dendriticas cargadas con los lisados con
diferente perfil glucidico. Estos resultados no sélo ponen de manifiesto la importancia de las
estructuras manosiladas en la polarizacién de las respuestas inmune hacia un fenotipo tipo
Th2/regulador, sino que, ademas, validan las glicosidasas inmovilizadas como herramientas

utiles en el estudio del rol bioldgico de las estructuras glucidicas.

Asimismo, se pudo identificar que dos receptores que pueden interaccionar con F. hepatica e
inmunomodular las células dendriticas: DC-SIGN y MGL. Cuando esta tesis dio comienzo, no
habia informacién disponible respecto a los CLRs capaces de interactuar con moléculas F.
hepatica. Sin embargo, con el correr del desarrollo del presente trabajo, varios reportes
mostraron la capacidad del pardsito de interaccionar con diferentes CLRs (Figura 7.1). Por
ejemplo, Grighuis et al describieron que la interaccion de glicoconjugados de F. hepatica con DC-
SIGN conduce a la induccién de linfocitos T colaboradores foliculares [92]. Sin embargo, si bien
los autores de dicho trabajo afirman que este efecto se debe a estructuras glicidicas fucosiladas
del pardsito, no aportan evidencias que lo sustenten. Por otro lado, los resultados mostrados
por Aldridge et al sugieren que antigenos tegumentarios de F. hepatica son capaces de inducir
anergia en linfocitos T CD4* a través del MR murino [230]. El trabajo desarrollado durante esta
tesis es complementario con estos reportes, y ayuda a poner en evidencia el rol de las

estructuras glucidicas en la interaccion del parasito con el sistema inmune del hospedero.

En nuestro caso, se encontrd que DC-SIGN, un receptor capaz de reconocer estructuras
fucosiladas y manosiladas presentes en un lisado total del pardsito adulto, induce un programa
inmunoregulador en células dendriticas humanas, aumentando la produccion de las citoquinas
reuladoras IL-10 e IL-27p28 vy haciéndolas capaces de promover linfocitos T
reguladores/anérgicos. Interesantemente, se ha reportado que un extracto total del parasito es
capaz, junto ala estimulacion con LPS, de reducir la capacidad de células dendriticas murinas de
inducir respuestas alogénicas por linfocitos T CD4*, en un proceso dependiente de IL-27 [234].

Sin embargo, el estudio del rol de DC-SIGN in vivo se ve dificultado debido a la presencia de

B rigina | 132



.. | Discusion General

diferentes ortdlogos y no haber un claro homdlogo funcional [85]. En nuestro caso, se observé
que CD209a participa en la disminucion de 1L-12/23p40 por células dendriticas murinas
estimuladas por LPS. Sin embargo, no participa en la produccién de IL-10 ni en su capacidad de
inducir respuestas de tipo Th2 en linfocitos T CD4* de animales infectados. Sin embargo, ésto no
indica que dicho receptor u otro de los homdlogos murinos de DC-SIGN no participen en la
inmunomodulacion inducida por F. hepatica, y experimentos adicionales deben realizarse para

estudiar el rol de DC-SIGN durante la infeccion.

Interesantemente, se ha visto de forma reciente que la sefializacion a través del MR conduce a
linfocitos T anérgicos, por lo que podria actuar en sinergia junto con DC-SIGN para el desarrollo
de la rama reguladora que se observa durante la infeccion por F. hepatica (Figura 7.1) [230]. De
hecho, el MR (al igual que Dectin-1) puede modular macréfagos presentes en la cavidad
peritoneal en respuesta a productos de secrecidn-excrecion, conduciendo a una mayor

expresion de IL-10, TGFB y Arg-1 (Figura 7.1) [77].
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Figure 7.1. Resumen esquematico de las interacciones entre Fasciola hepatica y diferentes CLRs. Diversos CLRs
pueden interactuar con componentes glicosilados presentes en F. hepatica, repercutiendo de diferente manera en

las respuestas inmunes.

Por otro lado, nuestros resultados sugieren un rol de MGL en el desarrollo de respuestas tipo
Th2 inducidas por el parasito. Se observé como la interaccidn del antigeno Tn presente en F.
hepatica con dicho CLRs conduce a un aumento en la produccién de IL-10 y TNFa, al igual que a
una polarizacién Th2 de linfocitos T CD4* naive, particularmente por una disminuciéon en la
produccion de IFNy por éstos. Durante la infeccion por F. hepatica, se produce un gran aumento

de células CD11c* mMGL2*, las cuales presentan un repertorio de diversas moléculas
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inmunomoduladoras como IL-10, TNFa, TGFB o Arg-1. Asimismo, estas células al ser estimuladas
con un lisado total del parasito en forma inmovilizada, son capaces de disminuir la de IFNy en
un cultivo alogénico con linfocitos T CD4*, de la misma forma que se observa para células

dendriticas humanas.

Interesantemente, la modulacién mediada por MGL se observa Unicamente cuando se utiliza el
extracto parasitario inmovilizado sobre placa, pero no de forma soluble (donde el efecto
inmunomodulador es dado por DC-SIGN), lo cual se encuentra en linea con lo reportado
previamente [106]. Esto sugiere que que in vivo dicho receptor reconoce el antigeno Tn presente
en la superficie del pardsito. De hecho, se encontré que ligandos de MGL se encuentran

presentes en también en un extracto tegumentario de F. hepatica.

De confirmar la presencia del antigeno Tn en la superficie del parasito, éste presenta potencial
para su utilizacion como blanco de inmunoterapia anti-parasitaria, dada su ausencia en tejidos
nomales del hospedero [235]. De hecho, el desarrollo de estrategias de inmuno-intervencién
contra el antigeno Tn ha sido explorada por nuestro grupo de investigacion en el contexto de
inmunoterapia anti-tumoral [211, 236, 237]. De esta forma, se podria llegar a pensar en la
inmunizacidn con glicoproteinas conteniendo el antigeno Tn o en la utilizacién de anticuerpos
monoclonales capaces de desencadenar diferentes funciones efectoras. El desarrollo de una
fuerte respuesta inmune contra dicha estructura glucidica permitiria actuar en diferentes niveles
contra el pardsito, ya sea a través de un ataque directo a la superficie de F. hepatica o mediante
un enmascaramiento del antigeno Tn por unién de anticuerpos especificos, impidiendo asi su

unién a MGL, y bloqueando de esta forma la inmunomodulacién producida por este CLR.

Resulta interesante observar como los mismos ligandos mostrados de diferente forma a las
células dendriticas conducen distintos efectos. Esto puede deberse a la mayor capacidad de
entrecruzamiento que se produce al utilizar ligandos inmovilizados y/o a la necesidad de que
presenten los diferentes receptores para internalizar los ligandos y conducir a una sefializacidn
intracelular. Por otro lado, se ha reportado que la sefializacién inducida por el MR al
interaccionar con glicoconjugados de S. mansoni, se pierde cuando estos son utilizados de forma
inmovilizados sobre placa [83], sugiriendo que este CLRs necesita internalizar los ligandos para
conducir a una sefializacion intracelular. Por el contrario, se ha visto que la fagocitosis de
ligandos de Dectin-1 reduce su capacidad de inducir citoquinas pro-inflamatorias [238]. De esta
forma, la utilizacion de agregados de microparticulas de B-glucanos conduce a una mayor

produccion de citoquinas que la utilizacién de B-glucanos aislados, lo cual es causa directa de la
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incapacidad de células dendriticas murinas de fagocitar estructuras de gran tamafio [238]. Estas
diferencias podrian resultar de gran importancia para entender como las células del sistema
inmune son capaces de reconocer diferentes estructuras y conducir a diferentes efectos. Se
podria hipotetizar que estas diferencias se basan en que la incapacidad de internalizacién de los
ligandos podria conducir a una estimulacion mas duradera que aquellos ligandos que son

fagocitados y posteriormente degradados en el interior celular.

Sin embargo, durante la infeccién por F. hepatica el panorama resulta mucho mas complejo
debido a la presencia de glicoconjugados tanto inmovilizados sobre la superficie del pardsito
como solubles (como los productos de excrecién-secrecién). Si a ésto le sumamos la creciente
evidencia de diferentes CLRs en la interaccidn con estructuras glicosiladas del parasito, podemos
llegar a pensar que la inmunomodulacién mostrada durante la infeccidn se construye en base a
la interaccidn con varios receptores, que conducen en su conjunto a una fuerte induccién de

respuestas de tipo Th2 y reguladoras.

De todas formas, un posible modelo capaz de integrar los diferentes resultados de ésta tesis se
muestra en la Figura 7.2. En este modelo se propone que el antigeno Tn presente en la superficia
de F. hepatica, es capaz de interaccionar con células dendriticas a través de MGL, conduciendo
a la polarizacion de linfocitos T CD4* hacia Th2. Las citoquinas producidas por estos linfocitos
podrian derivar en un aumento de la expresion de DC-SIGN en células dendriticas [239], a través
del cual pueden interaccionar glicoconjugados de F. hepatica por medio de estructuras
manosiladas y fucosiladas e inducir respuestas de linfocitos T reguladores/anergicos. Asimismo,
las citoquinas Th2, como IL-4 e IL-13, son capaces de aumentar también la expresiéon del MR
[179]. Dado que recientemente se ha reportado que éste induce anergia en linfocitos T, es
probable que ambos receptores actien en conjunto para inducir la rama reguladora observada

durante la infeccidn por este parasito.
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Figure 7.2. Hipoétesis integradora de los resultados obtenidos en la presente tesis. Los resultados de este trabajo
sugieren la participacion de dos receptores en la inmunomodulacion inducida por F. hepatica: MGL y DC-SIGN. Como
forma de integrar la participacién de estos receptores, proponemos que el antigeno Tn presente en la superficie de
F. hepatica, es capaz de interaccionar con MGL presente en células dendriticas, modulando su maduracién e
induciendo la polarizacion de linfocitos hacia un perfil Th2. Las citoquinas secretadas por estos linfocitos, conducen a
un aumento de la expresion de DC-SIGN, que puede unirse a glicoconjugados derivados del parasito, a través de
residuos de manosa y fucosa, para inducir linfocitos T reguladores/anérgicos. Se representan Unicamente los N-

glicanos conteniendo oligomanosa, dado que fueron las estructuras glucidicas identificadas en esta tesis.

Por otro lado, mediante deglicosilacién enzimatica, se observd que las estructuras manosiladas
presentes en el lisado parasitario son necesarias para la induccion de respuestas de tipo Th2.
Esto podria deberse a que glicoproteinas con residuos de manosa presentan péptidos inmuno-
dominantes y su internalizacién por las células dendriticas depende de receptores especificos
para este glucido, por lo que la demanosilacion enzimdtica del extracto disminuiria su
internalizacidn, y por lo tanto habria menos cantidad de estos péptidos inmunodominantes en

complejos con MHCII, para ser presentados a linfocitos T CD4*.

En suma, esta tesis pone de manifiesto el rol de las estructuras glucidicas de Fasciola hepatica
en la modulacién inducida durante la infeccidn, sugiriendo la participacién de dos receptores:

DC-SIGN y MGL.
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A lo largo de este trabajo de tesis, se utilizd una combinacidn de diversas estrategias
experimentales in vitro e in vivo, para explorar como moléculas glicosiladas de Fasciola hepatica
son capaces de regular la respuesta inmune del hospedero y, en particular, las células
dendriticas, tanto humanas como de murinas. A partir de los resultados obtenidos se pueden

sacar las siguientes conclusiones:

e Los glucidos de F. hepatica participan en la sintesis de IL-4 e IL-10 por linfocitos T CD4*,
al igual que en la modulacion de la maduracion de células dendriticas murinas inducida
por LPS. Este efecto seria mediado por reconocimiento a través de un CLRs especifico
de manosa y del reclutamiento de SHP2.

e Selograron sintetizar derivados inmovilizados fucionales de las enzimas p-galactosidasa
de Aspergillus oryzae y a-manosidasa de Canavalia ensiformis. Su utilizaciéon en la
deligosilacion especifica de un lisado total del parasito adulto nos permitié observar la
importancia de los residuos manosilados en el desarrollo de respuestas inmunes de tipo
Th2.

e Losresiduos manosilados y fucosilados presentes en F. hepatica interaccionan con DC-
SIGN presente en células dendriticas humanas para aumentar su produccién de IL-10 e
IL-27 inducida por ligandos de TLR, al igual que para inducir su capaidad de desarrollar
linfocitos T CD4" reguladores/naive.

e El antigeno Tn presente en F. hepatica es capaz de interaccionar con MGL vy
desencadenar un programa inmunoregulador en células dendriticas, caracterizado por
un aumento en la sintesis de IL-10y TNFa inducido por ligandos de TLRy en la capacidad

de polarizar linfocitos T CD4* naive hacia un fenotipo Th2.
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