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Resumen

Echinococcus granulosus sensu lato (s.l) comprende a un conjunto de especies parasitas
pertenecientes a la familia taeniidae de platelmintos cestodos. Sus estadios larvarios (hidatides) se
establecen en visceras de ungulados domésticos, y algunos de ellos accidentalmente en el
hombre, causando una infeccién crénica conocida como echinococcosis quistica. La cronicidad de
la infeccién implica un fuerte control de la respuesta inmunoldgica del hospedero ligado al
desarrollo de mudltiples mecanismos inmunorregulatorios. Por otro lado, la localizacién de la
hidatide en un medio rico en nutrientes ha moldeado el metabolismo del parasito, el cual ha
perdido vias de sintesis de novo de acidos grasos y colesterol que compensaria con mecanismos
de captura y transporte de estos lipidos. Entre otros mecanismos, la captura y el transporte estaria
mediado por una familia de proteinas especifica de cestodos conocida como HLBP (del inglés,
hydrophobic ligand binding protein), aunque existe muy poca evidencia de esta funcion.

En el género Echinococcus la familia HLBP esta representada por una lipoproteina de gran valor
para el inmunodiagndstico, conocida como antigeno B (EgAgB). A nivel proteico se conforma por
subunidades de ~8 kDa codificadas por genes polimérficos pertenecientes a 5 subfamilias (EgAgB1
a EgAgB5), mientras que su componente lipidico es altamente heterogéneo y contiene una
variedad de acidos grasos y esteroles, lo cual apoya su papel en la toma y transporte de lipidos
esenciales para el parasito. Por otra parte, se ha comprobado el potencial del EgAgB para modular
la quimiotaxis y la activacion inflamatoria de células innatas, pero estas actividades
inmunomoduladoras se observaron en preparaciones de EgAgB que no preservan la estructura
nativa de la lipoproteina.

En esta tesis buscamos ahondar en el posible papel metabdlico y modulador de la inflamacion del
EgAgB centrandonos en sus efectos sobre dos tipos de células innatas que contribuyen al
desarrollo de la inflamacion, los macréfagos y los monocitos. Como su tamafio y composicidn
quimica la asemejan a la HDL de vertebrados, y contiene lipidos esenciales para el parasito,
planteamos como hipdtesis que el EgGAgB podria unirse a estas células innatas a través de
receptores para lipoproteinas cumpliendo un papel dual: transduciendo sefiales anti-inflamatorias
que contribuyen al apagado de la inflamacién inducida por la infeccidn y participando en los
eventos que permitan la adquisicion y/o transporte de colesterol del hospedero, hacia la hidatide.
Para abordar el estudio de esta hipotesis, se caracterizd la composicion proteica y lipidica del
EgAgB en hidatides bovinas y suinas, y se desarrolld una metodologia para obtener preparaciones
del EgAgB nativo de alta pureza que permitieran realizar estudios funcionales.

La lipoproteina nativa proveniente de hidatides bovinas (E. granulosus s.s., principalmente) y suinas
(E. canadensis, genotipo G7) estd compuesta mayoritariamente por la subunidad EgAgB8/1 (71 y
92%, respectivamente) pero también se identificaron las subunidades EgAgB8/3-5. La EgAgB8/2 se
encontré sélo en hidatides bovinas, lo que concuerda con que la subunidad EgAgB2 es un
pseudogen en G7. Dada la predominancia de la subunidad EgAgB8/1 en dos especies de E.
granulosus s.l., se expresé esta subunidad en forma recombinante en células de insecto
(rEgAgB8/1) como alternativa para los estudios funcionales. El rEgAgB8/1 obtenido se armd como
una lipoproteina de tamafio algo mayor que el EgAgB nativo y mostrd diferencias en el perfil de
lipidos asociados.
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En cuanto a la modulaciéon de las propiedades de los monocitos y macréfagos, primero se
demostré que el EGAgB nativo se une selectiva y especificamente a estas células con participacion
directa del componente proteico e indirecta (entorno favorable) de la fosfatidilcolina, principal
fosfolipido expuesto en la superficie de la lipoproteina. Ensayos de competencia sugirieron que la
unién podria involucrar receptores compartidos con las lipoproteinas plasmaticas.
Interesantemente, ensayos preliminares de eflujo de colesterol mostraron que el EGAgB nativo y el
rEgAgB8/1 son potencialmente capaces de tomar colesterol de los macréfagos. Se trata de la
primera evidencia de esta actividad en el EgQAgB, y en una HLBP, y apoya el papel de esta familia
en el metabolismo lipidico de cestodos.

En cuanto a las propiedades inmunomoduladoras, el EgAgB -nativo y rEgAgB8/1- inhibié la
activacion de macréfagos inducida por LPS in vitro, disminuyendo la produccion de citoquinas
inflamatorias (IL-1B, IL-6) e inmunorreguladoras (IL-12p40, IFN-B), y la generacion de NO-. En
contraste, no se observd un efecto inhibitorio sobre la expresion de moléculas co-estimuladoras
(CD86 y CD40). En ensayos de competencia, el EgAgB inhibid la unién del LPS a los macréfagos,
por lo cual este efecto podria ser, al menos parcialmente, consecuencia de una interferencia con la
interaccion del LPS con su receptor TLR4. No se observaron efectos moduladores robustos sobre
la respuesta inducida por otros agonistas de TLRs. Ademas, la administracion por via
intraperitoneal del EgAgB nativo a ratones alterd la respuesta inducida por el LPS, aunque los
efectos fueron moderados. En concordancia con lo observado in vitro, el EgAgB nativo y/o el
rEgAgB8/1 inhibieron la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias, pero ademas tendieron a
potenciar la secrecion de IL-10. Nuevamente los efectos sobre la expresion de moléculas de
membrana asociadas a la interaccion con linfocitos T (MHC-II, CD40, CD86) fueron leves o nulos;
principalmente hubo disminucion de la expresion de MHC-II en la poblacién de macrofagos
grandes que residen en el peritoneo (LPM, por sus siglas en inglés), de la expresién de CD86 y
CD40 en los macrofagos peritoneales pequefios (SPM, por sus siglas en inglés) y de CD86 en
células dendriticas. Curiosamente, el EgAgB indujo per se una débil activacion de LPM y SPM, y
reclutamiento de poblaciones compatibles con neutrofilos y eosindfilos, este Ultimo efecto fue
inhibido por la co-administracion de LPS, evidenciando una vez mas una interferencia mutua en el
reconocimiento y/o sefializacion inducidas por el EgAgB y el LPS. En suma, estos resultados
sugieren que al menos parte de los efectos moduladores del EgAgB podrian estar ligados a su
capacidad para neutralizar el LPS, actuando como una molécula barrendera en la fase extracelular
similar a lo reportado para la HDL;.

Globalmente, los resultados de esta tesis aportan al conocimiento de la composicion y funciones
del EgAgB de E. granulosus s.l. y de las HLBPs en general, apoyando la hipotesis de que el EgAgB
cumple un rol metabdlico e inmunorregulador.
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CAPITULO 1: Introduccién

1.1. Los cestodos: una clase de gusanos planos parasitos

Los helmintos (del griego helminth, gusano) son animales invertebrados que agrupan gusanos de
vida libre y gusanos parasitos. No constituyen un grupo monofilético dado que comprenden
distintos phyla; los nematelmintos o gusanos redondos y los platelmintos o gusanos planos
(aplanadas dorso-ventralmente). Dentro de los platelmintos la mayoria de las especies descritas
pertenecen a un clado monofilético de parasitos obligados, los Neodermata o platelmintos
parasitos, cuyo origen marca una de las transiciones mas exitosas al parasitismo en el reino
animal". Los platelmintos parasitos se encuentran muy bien adaptados a este tipo de vida y
presentan grandes diferencias morfoldgicas y fisioldgicas con los organismos de vida libre. Se
caracterizan por poseer ciclos de vida complejos que tienen por objetivo maximizar su
supervivencia y son considerados endoparasitos, ya que generalmente sus estadios infectantes se
alojan en dérganos internos de diversos tipos de animales, tanto vertebrados como invertebrados®.
Las infecciones que causan provocan dafio en el érgano infectado pero también, debido a la
competencia por diversos nutrientes con sus hospederos, provocan debilidad y deficiencias en el
desarrollo de los animales que parasitan y en algunos casos la muerte. Estas infecciones tienen
gran importancia a nivel sanitario, muchas afectan al ganado produciendo graves pérdidas
econdmicas a nivel mundial y algunas son zoonosis con impacto en la salud publica™”.

Los platelmintos parasitos agrupan las clases taxonémicas Monogenea, Trematoda (trematodos) y
Cestoda (tenias). Los cestodos, conocidos generalmente como tenias, son organismos acelomados
que desarrollaron impresionantes adaptaciones al parasitismo®. Sus ciclos de vida son complejos e
incluyen distintos estadios que infectan dos o mas hospederos. Cada estadio del parasito se
encuentra especializado para infectar aquel hospedero que les permita alcanzar un desarrollo
Optimo en relaciéon a su crecimiento y fertilidad, disminuyendo la mortalidad y facilitando la
sobrevida’. Salvo algunas excepciones, el estadio adulto de los cestodos parasita exclusivamente el
tracto digestivo de su hospedero definitivo, usualmente un vertebrado. Por el contrario, los
estadios larvarios son capaces de establecerse en diversos érganos del hospedero intermediario. Si
bien el ciclo de vida difiere entre especies de cestodos, el esquema general comienza con la
embriogénesis que origina un huevo que contiene a la oncdsfera. El huevo es ingerido por el
hospedero intermediario, eclosiona la oncésfera y migra hasta alcanzar una localizacién extra-
intestinal en diversos 6rganos, donde se establece como forma larvaria. Cuando la larva es
ingerida por un hospedero definitivo se desarrolla como adulto en el tracto digestivo del mismo.
Los cestodos poseen estructuras anatdomicas especializadas para la vida parasitaria. La oncésfera y
el estadio larvario cuentan con una capa acelular externa que los protege de las condiciones
desfavorables o agresiones del medio y el adulto posee generalmente ganchos y ventosas que le
permiten anclarse y mantenerse unido al epitelio intestinal. Su condicidon de parasitos los ha
llevado a carecer de aparato digestivo asi como de vias de sintesis y degradacién de algunos
componentes. El intercambio de nutrientes y la eliminacion de desechos ocurren a través del
tegumento externo que los recubre, estructura que ha adquirido un alto grado de especializacion
para cumplir con estas funciones. Como consecuencia de la baja disponibilidad de oxigeno
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presente en los sitios anatomicos del hospedero que parasitan, en los cestodos predomina el
metabolismo anaerobio.

La necesidad de complejos sistemas para reproducir in vitro el ciclo de vida de los cestodos, asf
como la falta de lineas celulares derivadas de estos parasitos, entre otros obstaculos, han dilatado
el conocimiento sobre su desarrollo y capacidades reguladoras extraordinarias. Las descripciones
existentes provienen, en su mayoria, del andlisis del material aislado de infecciones naturales.
Recientemente se ha logrado establecer el ciclo de vida de Hymenolepis microstoma en el
laboratorio®, lo que ha representado un gran avance para el estudio de este y otros cestodos.

Dentro de los cestodos, Taenia solium y Echinococcus spp. son los de mayor importancia en
términos de la salud publica, porque sus estadios larvarios causan las zoonosis conocidas como
cisticercosis y echinococcosis, enfermedades tropicales desatendidas de gran prevalencia en paises
en vias de desarrollo (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/echinococcosis,

https://www.who.int/health-topics/taeniasis-andcysticercosis). El género Echinococcus engloba

especies que parasitan a los humanos y animales domeésticos e incluye a los miembros de E.
granulosus sensu lato™ (s.l.), E. multilocularis, E. shiguicus, E. vogeli y E. oligarthrus’. Dentro de ellas
se destacan E. multilocularis y E. granulosus s.l. por su impacto sanitario. £. multilocularis es el
agente causante de la equinococcosis alveolar, asociada al crecimiento de la larva en forma
progresiva en el parénquima hepatico, formando multiples quistes”’. La echinococcosis alveolar
esta practicamente restringida al hemisferio norte y es endémica en Asia, particularmente en China
y la region del Tibet y, pero con presencia también en Europa y América del Norte™™. La infeccién
por E. granulosus (s.) es conocida como echinococcosis quistica (CE, del inglés cystic
echinococcosis). Se trata de una infeccion endémica o hiperendémica de América del Sur,
encontrandose especialmente en Argentina, el sur de Brasil, Uruguay, Chile y las zonas montafiosas

. .o . . . 1214
de Peru y Bolivia, donde tiene un alto impacto sobre la salud humana y animal

. Este trabajo de
tesis se centrd en el parasito Echinococcus granulosus s.l., por ser uno de los cestodos de mayor

importancia sanitaria en nuestro pais y region.

1.2. Echinococcus granulosus s.l.

1.2.1. Especies y genotipos comprendidos en E. granulosus s.l.

E. granulosus s.|. comprende varias especies que fueron inicialmente mal definidas y diferenciadas
como cepas 0 variantes genotipicas de acuerdo a su morfologia, grado de desarrollo, virulencia,
adaptacion a diferentes hospederos y alcance geogréafico, entre otros factores. Estudios
posteriores, basados en la secuenciacion del ADN mitocondrial han dado como resultado el
reconocimiento de 10 genotipos dentro de E. granulosus s.l., cada una con preferencia por infectar
un hospedero diferente: G1 (cepa de oveja); G2 (cepa de oveja de Tasmania); G3 (cepa de bufalo);
G4 (cepa de caballo); G5 (cepa bovina); G6 (cepa de camello); G7 (cepa porcina); G8 (cepa de

Sensu lato refiere a organismos que muestran una alta divergencia genética aunque diferencias

L : iy 517
morfoldgicas no han sido verificadas™".
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cérvido americano); y G10 (cepa de cérvido europea o fenoescandinava). Estos genotipo se
agruparon dentro de cinco especies, E. granulosus sensu stricto™ (s.s., que incluye los genotipos
G1-G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5), E. canadensis (G6-G10) y E. felidis™ ™. E. granulosus s.s. si
bien utiliza principalmente ovinos como hospederos intermedios, también es capaz de infectar
otros animales, como el ganado vacuno, y los humanos. El genotipo G2 o cepa oveja de Tasmania
también utiliza a la oveja como hospedero, mientras que el genotipo G3 parece afectar al bufalo,
aunque también se ha encontrado en bovinos®™.

1.2.2. Distribucién geografica de E. granulosus s.l.

B Areas endémicas

8 Presente

[ Probablemente presente
B Esporadica

{1 Probablemente ausente

[_] Desconocido

Figura 1.1. Distribucién geografica de E. granulosus s.l.. Este paréasito se encuentra ampliamente distribuido
a nivel mundial, con alta prevalencia en la zona Mediterranea de Europa, en Asia (especialmente en Rusia y
China), en la zona norte y este de Africa y en la zona sur de América Latina (adaptado de
http://www.who.int/echinococcosis/en/).

El patron de distribucién de E. granulosus s.l. se ha mantenido esencialmente sin cambios en las
Ultimas 2 décadas; se encuentra presente en todo el mundo, a excepcion Islandia y Groenlandia, y
su distribucion tiende a ser focal. Los Ultima distribucidén geogréfica publicada por la Organizacién
Mundial de la Salud en el afio 2011 asi lo ilustra (Figura 1.1). Este parasito es particularmente comun
en América del Sur, la cuenca Mediterranea, Europa del Este y Asia. Sin embargo, su distribucién

#2 . . . . g . . . e
Sensu stricto refiere a organismos que muestran una significativa divergencia en el andlisis molecular, pero

. . . 517
no muestran diferencias morfoldgicas™ .
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geogréfica varia segun la especie de E. granulosus s... De los miembros de este complejo, E.
granulosus s.s., E. canadensis y E. ortleppi son cosmopolitas y extendidas’. EI genotipo G1 se
encuentra presente en Europa, Medio Oriente, Africa, Asia, Australia, Nueva Zelanda, América
Latina y América del Norte (principalmente en el este de EEUU). El genotipo G2 en un principio se
encontrd limitado a la regién geogréfica de Tasmania, en Australia, sin embargo actualmente
también ha sido identificado en Asia, América Latina, Africa y Europa. El genotipo G3 se encuentra
en Asia y Europa y el genotipo G4 (E. equinus) en Europa, el Medio Oriente y Africa. El genotipo G5
(E. ortleppi) se ha reportado en Europa, Africa, Asia y América Latina. En relacién a E. canadensis, el
genotipo G6 se ha documentado en Medio Oriente, Africa, Asia y América Latina y el genotipo G7
en Europa, Rusia y América Latina, mientras que el genotipo G9 (estrechamente relacionado)
solamente se ha informado desde Polonia. Los genotipos G8 y G10 se encuentran en América del
Norte, principalmente en Canadé y al norte de EEUU, al igual que en Eurasia. Por Ultimo, se cree
que E. felidis existe solo en Africa.

1.2.3. Ciclo de vida

E. granulosus s.. presenta un ciclo de vida complejo que requiere de dos hospederos para

completarse”"%*

(Figura 1.2). El hospedero definitivo es un animal carnivoro (generalmente perro,
zorro u otros canidos) que aloja en su intestino delgado a la forma adulta del parasito, mientras
que el hospedero intermediario es un animal herbivoro u omnivoro (principalmente ungulados
domeésticos o el hombre) que aloja en sus visceras a la forma larvaria. El adulto de E. granulosus s.l.
es un organismo hermafrodita segmentado en el que cada segmento presenta érganos sexuales
masculinos y femeninos. La madurez sexual del adulto se alcanza en el segmento terminal tras
algunas semanas post-infeccion, produciendo huevos que se liberan al ambiente junto a las heces
del hospedero definitivo. El hospedero intermediario se infecta cuando ingiere alimentos o agua
contaminada con los huevos del parasito. Una vez en el intestino, el huevo eclosiona y libera el
embrién u oncésfera, que atraviesa la ldmina propia y es transportado por los vasos sanguineos
hasta alcanzar las visceras, generalmente higado o pulmon (aunque no son excluyentes otras
localizaciones). Tras establecerse en ellos, la oncésfera da origen al estadio larvario o hidatide
(metacestodo) que se desarrolla como una vesicula unilocular de contenido liquido que aumenta
de tamafio progresivamente. Cuando la hidatide alcanza la madurez genera protoescolices (PE)
por reproduccidn asexuada que son liberados en su interior, transformandose en fértil. Los PE
constituyen el estadio infectivo para el hospedero definitivo. Cuando éste ingiere visceras de
animales infectados, los PE se establecen en el intestino delgado y se diferencian a adulto,
cerrando asi el ciclo de vida del parasito. Si bien el hombre puede actuar como hospedero
intermediario alojando a la hidatide en sus visceras, se considera un hospedero accidental, porque
interrumpe el ciclo de vida natural del parasito. La infeccién con la hidatide en el ser humano es
consecuencia de malas practicas sanitarias que conducen a la ingesta de huevos de E. granulosus
s.l. (en agua y/o verduras contaminadas o por falta de habitos de aseo luego del contacto con
perros).
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Figura 1.2. Ciclo de vida del parasito E. granulosus s.l.. La forma adulta (1) se establece en el intestino
delgado de su hospedero definitivo y genera huevos embrionados que se liberan con las heces. El hospedero
intermediario se infecta con estos huevos (2), la oncésfera eclosiona en el intestino (3) y por circulacion llega
al érgano donde se transforma en hidatide (higado y pulmdn principalmente), que constituye el estadio
asociado con el diagnéstico de la echinococcosis quistica (4). La hidatide madura y por reproduccion
asexuada genera protoescélices, que son el estadio infectivo para el hospedero definitivo (5) y (6). El hombre
puede actuar como un hospedero intermediario accidental, interrumpiendo el ciclo de vida del parasito
(adaptado de http://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html).

1.2.4. La echinococcosis quistica

La infeccion provocada por la hidatide es conocida como echinococcosis quistica (CE, del inglés

cystic echinococcosis) o hidatidosis. Es una enfermedad tropical zoondtica desatendida y
. , 2 .

fuertemente asociada con la ganaderia en contextos subdesarrollados®, siendo responsable de la

pérdida de alrededor de 1 millén de vidas humanas al afio®®*’

. En los hospederos intermediarios
naturales, no presenta una alta mortalidad pero si constituye un problema de salud publica por los
altos indices de morbilidad que genera, sobre todo en paises con gran actividad ganadera. A
través de estudios epidemiol6gicos se ha determinado que E. granulosus s.s. causa entre el 73% y

14,28
el 88% de los casos de CE en humanos en todo el mundo

mientras que en segundo lugar se
ubican los genotipos G6 y G7 de E. canadensis, siendo responsables de entre el 11% y el 21% de los
casos"?"?** Ppor otra parte, la CE tiene un fuerte impacto sobre la salud animal, provocando
infecciones en el ganado que conllevan a grandes pérdidas econdmicas para los productores

.. 10,31
(menor rendimiento y valor de la carne y leche)

. Sin embargo, debido a su naturaleza
mayoritariamente asintomatica, la CE no es visualizada por el productor rural como un grave
problema sanitario.
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La hidatide se establece en el parénquima de los érganos internos del hospedero intermediario,
siendo el sitio mas comun el higado seguido de los pulmones (entre 80 y 67%, y 20% de los casos,

. 14,23,26
respectivamente "™

). En hospederos a los que estd bien adaptada, la hidatide genera una
infeccion crénica pasando desapercibida por tiempos prolongados (muchos afios), a pesar de que
puede alcanzar un tamafio considerable (decenas de centimetros de didmetro). Esto se debe al

lento crecimiento de la larva (de milimetros a decenas de milimetros por aﬁom)

y a la excelente
adaptacién del parasito a su hospedero, reflejada en el fuerte control de la respuesta inflamatoria
que induce®. Como consecuencia de este control, la hidatide se rodea de una capa fibrosa
(adventicia) originada por la resolucién de la inflamacion del hospedero®, formando una
estructura conocida como quiste hidatico (QH, Figura 1.2). La sintomatologia de la CE se hace
evidente de forma tardia con la aparicion de complicaciones como la compresion de los érganos
adyacentes o la rotura del quiste, y varia con el 6rgano afectado y el nimero y tamafio de los
quistes presentes. El derrame del contenido del quiste causa sintomas alérgicos, pudiendo llevar al
shock anafilactico™, y promueve el desarrollo generalmente de multiples hidatides a partir de los
PE liberados, lo cual se asocia con mayor gravedad de la CE®.

1.2.4.1. Morfologia de la hidatide

Vesicula hija
Capa
3 germinativa
Protoescdlex (CG)
Liquido
hidatico
Parénquima
de 6rganos <«— Pared de la
internos : hidatide
Capa de
e Capa
colageno Lamipnar
derivada del (cL)
hospedero
Hidatide hija

Figura 1.2. Esquema de la hidatide de E. granulosus s.l.. La hidatide tiene una estructura vesicular, tipo un
saco, de contenido liquido. Esta delimitada por una pared (recuadro), formada por una capa externa acelular,
la capa laminar (CL), y por una interna celular, la capa germinativa (CG). A partir de la CG surgen por
gemacion las vesiculas hijas e hidatides hijas (si presentan CL propia) conteniendo los PE. El liquido en su
interior se conoce como liquido hidatico (LH) y colecta los productos de secrecion y excrecion del parasito
junto con moléculas del hospedero. Por fuera, la hidatide se encuentra rodeada de una capa de coldgeno
generada por el hospedero denominada adventicia. El conjunto de la hidatide y la capa adventicia se conoce
como quiste hidatico (QH). El QH se encuentra inmerso en el parénquima de una viscera, por lo general
higado o pulmon.
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. Esta
formada por dos capas: una capa interna, celular, denominada germinativa (CG) y una capa

La hidatide es una estructura subesférica de contenido liquido (liquido hidatico, LH)"3°

externa, acelular, llamada laminar (CL). Esta Ultima es permeable, rica en carbohidratos y puede
alcanzar varios milimetros de grosor. La CG constituye la estructura viva de la larva a partir de la
cual se generan los PE por brotamiento (reproduccién asexuada). En ocasiones se forman en el
interior de la hidatide vesiculas derivadas de la CG que poseen PE en su interior, denominadas
vesiculas hijas. Ademas, se pueden formar hidatides hijas cuando la vesicula hija adquiere una CL
sintetizada por las células de la CG que la delimita. La infeccién temprana con E. granulosus s.l.
genera una reaccion inflamatoria local con infiltrado de leucocitos. Como ya se menciond, esta
respuesta inflamatoria inicial es controlada en los hospederos intermediarios a los que el paréasito
estd bien adaptado, y una vez resuelta la inflamacién, las hidatides quedan rodeadas por la capa
fibrosa llamada adventicia formando el QH (Figura 1.2).

La CL brinda resistencia y soporte a la hidatide y mantiene a las células del parasito alejadas del
sistema inmune del hospedero. Es sintetizada por las células de la CG y se compone por una red o
malla tridimensional de un componente fibrilar rico en mucinas decoradas con O-glicanos, N-
acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina, y un componente granular formado mayoritariamente
por myo-inositol hexakisfosfato calcico™ (InsPy). A través de esta malla ocurre el intercambio de
nutrientes y productos de desecho entre el interior y el exterior de la hidatide, permitiendo el
pasaje de macromoléculas plasmaticas de gran tamafio, como por ejemplo inmunoglobulinas®.
Los mecanismos que regulan este transporte son aun desconocidos. Por otro lado, la CG se
conforma por un sincitio celular con una estructura similar al tegumento del parasito adulto. La
porcidn en contacto con la capa laminar estd compuesta por extensiones denominadas microtricas
que se insertan en la misma, mientras que en la region mas distal se encuentran células del
tegumento, células musculares, células nerviosas, células de reserva de glucdgeno y células
indiferenciadas®. A medida que la larva madura las células indiferenciadas proliferan, originando
pequefias vesiculas hijas que crecen hacia el interior de la hidatide, aumentan de tamafio y
generan los PE por reproduccion asexuada. Tanto las células de la CG, como los PE son
metabdlicamente activos. Cuando la larva contiene PE en su interior, se considera que ha
alcanzado la fertilidad, por lo cual se la denomina hidatide fértil. Sin embargo, muchas veces,
cuando el parasito no se encuentra bien adaptado a su hospedero intermediario, la hidatide no
produce PE, derivando en la formacion de una hidatide no fértil. Probablemente, existan multiples
factores vinculados a la pérdida de la fertilidad de la hidatide en un hospedero no adecuado; més
alld de los factores nutricionales y metabdlicos que podrian afectar el desarrollo de la larva, la
capacidad de regular la respuesta inmune temprana generada en su hospedero juega un papel
importante. En este sentido, el éxito de los mecanismos de control de la respuesta inflamatoria que
lleva a la generacién de la capa adventicia se ha asociado con la formacién de QH fértiles. Si la
adaptacion al hospedador no es buena, la inflamacién temprana evoluciona generando una
estructura del tipo granulomatosa con infiltracion de leucocitos, y se forman QH no fértiles,
llevando incluso a la muerte de la hidatide. En nuestra experiencia en la Catedra de Inmunologia a
lo largo de muchos afios de procesamiento de las visceras de animales infectados, hemos
detectado que los QH derivados de ovinos suelen presentar hidatides fértiles mientras que en los
bovinos existe una mayor proporcion de hidatides no fértiles. Respecto al LH, contiene una mezcla
compleja de productos de excrecién/secreciéon del parasito asi como también moléculas derivadas
del hospedero, principalmente albimina, inmunoglobulinas y componentes del sistema

39-43

complemento La presencia de esta variedad de macromoléculas del hospedero estd de
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acuerdo con la permeabilidad del QH a macromoléculas (por ejemplo peroxidasa e
inmunoglobulinas de clase 1gG”) observada en cultivo, pero se desconoce cémo esta
permeabilidad puede verse afectada a lo largo de la vida del parasito. Ademas, se ha determinado
que el LH cuenta con una amplia gama de lipidos neutros y polares®****.

Una caracteristica que sobresale de los PE es su gran plasticidad ya que pueden desarrollarse en
direccién estrobilar, dando lugar al estadio adulto en el hospedero definitivo, o en direccion
vesicular, generando nuevas hidatides en el hospedero intermediario (por ejemplo cuando un
traumatismo conduce a la pérdida de la integridad de la pared de la hidatide). Los mecanismos
moleculares que gobiernan esta diferenciacién no han sido esclarecidos aln. La formacion de
hidatides secundarias, por la liberacion de PE de una hidatide fértil se conoce como infeccion
secundaria®. Las hidatides secundarias pueden localizarse en una variedad de 6rganos si los PE
alcanzan la circulacién sanguinea. Esto ha permitido generar modelos de infeccién secundaria en
animales, herramienta ampliamente utilizada para el estudio de la infeccidon provocada por E
granulosus s.I.*.

1.2.4.2. Caracteristicas de la respuesta inmune del hospedero en la CE y su regulacion
negativa

La literatura que refiere a la respuesta inmune montada por el hospedero no especifica, en la
mayoria de los casos, la especie parasitaria de origen utilizada en los estudios. Debido a esto, lo
que se describe a continuacion refiere a E. granulosus s.l. y, por simplicidad, se utilizara el término
E. granulosus, salvo que se explicite lo contrario.

La respuesta inmune en el hospedero intermediario frente a la infeccién por E. granulosus se ha

dividido conceptualmente en la etapa de pre-enquistamiento y la fase posterior al enquistamiento,
. . ., , . . 4

diferenciada por la formacion de la CL alrededor de las oncésferas infectivas en desarrollo™®.

1.2.4.2.1. Fase de pre-enquistamiento y establecimiento

Como se menciond, la oncésfera es la forma infectiva del parasito que ingresa al hospedero
intermediario. La oncdsfera es movil y tiene ganchos, caracteristicas que le permiten penetrar
activamente en la pared intestinal. Aproximadamente una semana después, al llegar al érgano
blanco, la oncosfera pierde sus ganchos, genera una cavidad central, y comienza a sintetizar la CL,
convirtiéndose asi en una pequefia hidatide.

La descripcion de la respuesta inmune frente a las oncédsferas ha sido dificil de abordar,
principalmente debido a la ausencia de sintomas en las infecciones naturales y a la dificultad para
obtener y manipular este estadio del parasito para realizar infecciones experimentales®. Sin
embargo, es claro que las oncoésferas activan una potente respuesta inmune en su hospedero,
analizada en términos de la generacién de anticuerpos™, induciendo altos niveles de proteccion
tras un desafio posterior (inmunidad concomitante™). Es posible que esta respuesta contribuya a la
eliminacién de la mayoria de los parasitos en la etapa de pre-enquistamiento. También se observé
proteccion frente a la infeccién experimental por oncdsferas en ovinos luego de la inmunizacion

50,52,53

con oncosferas o sus antigenos , lo que demuestra la eficacia del suero de animales

inmunizados para interferir con el desarrollo de hidatides a partir de oncosferas in vitro y que
, . . . . 4
podria ser relevante para el control de la infeccién en la etapa de pre-enquistamiento®®>**. La

proteccidon inmunitaria que confieren las preparaciones de oncésfera crudas se imita mediante la
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vacunacién con un solo antigeno proteico, llamado Eg95, en forma nativa o recombinante®®. La
proteccidon generada depende de la produccién de anticuerpos especificos y de la accion del

50,52,57,58 . s 59 . .
==21>% reforzado por la presencia de neutrdfilos™. Tras la infeccion oral, los

sistema complemento
niveles mas altos de IgG, IgM e IgE especificas de oncdsfera se encontraron en ovejas resistentes
en comparacion con aquellas susceptibles®®. En animales no vacunados se cree que para el
momento en el que se monta la respuesta inmune adaptativa, el parasito ya no expresa o expone
antigenos de la oncdsfera, encontrandose protegido por la CL. El modelo mas utilizado para
estudiar la respuesta temprana a la infeccidn es la inyeccion intraperitoneal de PE en ratones*’, que
refleja la infeccidn secundaria que ocurre en el hospedero intermedio después de la ruptura de
una hidatide fértil. Se ha demostrado que menos del 10% de los PE inoculados desarrollan
hidatides*®"** y que diferentes genotipos del parasito pueden diferir en el éxito para establecerse

. .. . . 63-66
en el hospedero intermediario (en infecciones naturales

y en infecciones secundarias utilizando
el modelo de ratén®), aunque el papel de la respuesta inmune en estas condiciones no ha sido
estudiado. Los PE evocan una fuerte respuesta inflamatoria parcialmente dependiente del
componente C5 del complemento, con el reclutamiento temprano de neutréfilos, macréfagos y

eosindfilos, sequido de linfocitos.®%%"

. Esta respuesta inflamatoria podria resultar dafiina para los
el parasito, ya que se comprobd que los PE son capaces de activar neutrofilos e inducir la
producciéon de NO- por células mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés peripheral
blood mononuclear cells)’™®”. Asimismo, se ha demostrado que los macréfagos, el NO-, la proteina
cationica de los eosindfilos y el complemento son capaces de afectar la viabilidad de los PE in

. 58,69,72,75-77
vitro

. Ademas, a nivel local se observo una respuesta de citoquinas en la primera semana
post-infeccidn, con niveles elevados IFN-y durante los primeros 3 dias, mientras que IL-4, IL-5 e IL-
10 aumentaron a partir del quinto dia®. Por otro lado, una fraccién de carbohidratos presente en
los PE (denominada E4") indujo una respuesta de anticuerpos T-independiente con produccion de
IgM, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3"** que podria comprometer células B1 peritoneales y/o células B de la
zona marginal del bazo. También se describid a nivel de bazo, la induccidon de una respuesta tipo
Th2 a la semana p.i. que evoluciona hacia una respuesta ThO a partir de la cuarta semana®’. De
todos modos, estas respuestas local y sistémica no logran ser totalmente efectivas dado que un
cierto porcentaje de los parasitos logra sobrevivir y formar hidatides. Esto podria explicarse si los
PE fueran capaces de montar mecanismos de evasion y modulacion del sistema inmune para hacer
frente a la respuesta del hospedero. Dado que se conoce que las respuestas Th2 son
potencialmente dafiinas para los cestodos® es posible que la modulacion hacia una respuesta ThO
con alta produccién de IL-10 contribuya a frenar la inflamacién favoreciendo la sobrevida del
parasito®. De hecho, cuando se inyectaron PE muertos se indujo una respuesta Th2 que no logré
ser modulada®’. Consistentemente, se detecté aumento en los niveles de IL-10, TGF-B y de células
T reguladoras (CD4"CD25" y CD4 " Foxp3") durante los primeros 20 dias en el modelo de infeccion

. , 4
secundaria en raton®®

. No se conoce exactamente qué componentes del PE estan involucrados
en modular la respuesta inmune temprana para lograr el control de la respuesta Th2. Se han
descrito mecanismos de evasion inmune que podrian actuar durante la fase de establecimiento de
los PE pero no se han vinculado con el sesgo de la respuesta. Dentro de éstos se incluye la
activacién policlonal de las células B® y la capacidad de carbohidratos derivados de PE de inducir

. . ., . . . 7
IL-10 y reducir la proliferacion de los esplenocitos in vitro®®®®

. Por otra parte, cabe destacar que
los PE expresan el antigeno B (EgAgB) y una proteina tegumentaria (EgTeg, AY874524.1 en
GenBank®), dos moléculas que mostraron actividades inmunorreguladoras en cultivo, tales como

inhibicion de la quimiotaxis y de la produccién de especies reactivas del oxigeno (sélo para el
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EgAgB)"*®® Estudios con células dendriticas (DCs) en cultivo mixto linfocitario sugieren que el
EgAgB seria capaz de favorecer la produccion de citoquinas de tipo Th2, como se analiza més
adelante®. En relacion a la capacidad de los PE de interferir con los mecanismos efectores del
sistema inmune, se ha reportado que presentan actividad de unién a Fc, lo que podria secuestrar a
las 1gG1 e 1gG3 humanas impidiendo su interaccion a través del paratope®. Ademas, se ha
observado que una tiorredoxina (EgTPx) presente en los PE podria actuar como una defensa
antioxidante del parasito buscando evitar el dafio ocasionado por radicales del oxigeno®.
Respecto al sistema complemento, no se conoce de qué manera el parasito podria evitar el dafio
mediado a través de la via alternativa o clasica (activada por anticuerpos IgM o 1gG2 generados en
forma T-independiente). Si se conoce que los PE se vuelven resistentes a la accién nociva de este

. . , . C 1z - 7193
sistema una vez que comienzan a formar vesiculas para convertirse en hidatides en miniatura” .

1.2.4.2.2. Fase post-enquistamiento

La CL permite a E. granulosus protegerse de las defensas del hospedero, dado que oficia de
barrera fisica entre la CG y, al menos, las células efectoras de la inmunidad. Sin embargo, no brinda
a la hidatide una proteccion total ya que en esta fase de la CE se observé una marcada activacion
de la inmunidad con infiltracién celular, presencia de anticuerpos especificos y unién de

componentes del complemento a la CL (revisado por®®*#%)

. Esta respuesta afecta la viabilidad
y/o fertilidad como consecuencia de mecanismos sostenidos de dafio™. Las observaciones sobre
infecciones en una amplia gama de hospederos intermediarios apuntan en la misma direccion: el
mantenimiento de la inflamacién local se asocia con una baja viabilidad parasitaria y la resolucion
inflamatoria se asocia con larvas présperas’. Por lo tanto, la estrategia de supervivencia del
parasito en la fase post-enquistamiento no se basa Unicamente en el despliegue de un escudo
fisico, sino también en la regulacion negativa de las respuestas inmunes del hospedero. Estudios
de infeccion en el modelo murino mostraron que la viabilidad parasitaria se asocidé con la
presencia de altos niveles de IL-10, mientras que en las hidatides muertas prevalecié una respuesta
con presencia de IL-4 e IFN-y**". De manera similar, en humanos, la remocién quirlrgica de la
larva llevo a la reduccion de los niveles de IL-10 y aumento de IFN-y secretados por PBMC™.
Adicionalmente, en ratones con infeccion hidatica establecida y en pacientes infectados con CE se

100-102 T
, las Ultimas

documentd la presencia de células mieloides supresoras y células T reguladoras
también identificadas alrededor de quistes ovinos'”. La situacion mas comdn es que la hidatide
quede rodeada por la adventicia, una capa de coldgeno no infiltrada, con algunos focos
inflamatorios distales al parasito”® . En suma la respuesta inmune es potencialmente dafina
para el parasito pero no permite su eliminacién, y como consecuencia se establecen infecciones
crénicas que suelen transcurrir inadvertidas por afios, reflejando la gran adaptacion de

Echinococcus a sus hospederos intermediarios.

El escenario actual apoya la existencia de un ambiente inmunomodulador entorno a las hidatides
establecidas, regulando a la baja la inflamacién inducida por la respuesta T, predominantemente

B perfil de diferenciacién de los linfocitos T depende del mensaje de citoquinas derivadas de la DC al
momento de la activacién T. En presencia de IL-12/IFNy los linfocitos T se diferencian hacia un perfil Th1y
secretan IFNy. La presencia de IL-4 lleva a la adquisicion de un perfil Th2 con secrecion de IL-4, IL-5 e IL-13
por parte de los linfocitos T.
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Th2, y favoreciendo asi la supervivencia del parasito®. Como ya se menciond, las respuestas Th2
juegan un papel crucial en la CE, asi como en otras infecciones por parasitos helmintos', y tienen
por fin la eliminacién del patégeno, pero, cuando esto no ocurre, favorecen su encapsulacion para
contenerlo. Estas respuestas involucran las citoquinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, los isotipos de
anticuerpos IgG1, IgG4 e IgE y la expansién de poblaciones de eosindfilos, basdfilos, mastocitos y

%% | os eosindfilos, basofilos y mastocitos presentan en su

macréfagos alternativamente activados
superficie receptores que reconocen la porcion Fc del isotipo IgE (Fce), que les permitiria reconocer
especificamente componentes del parasito y activarse sobre su superficie, liberando mediadores
inflamatorios y granulos con propiedades citotdxicas (citotoxicidad mediada por anticuerpos,
ADCC). En particular los eosindfilos pueden mediar respuestas de ADCC también a través de
receptores para la porcién Fc de las IgGl, lo que conduce a la liberacidon de las proteinas
citotdxicas almacenadas en sus granulos, como la proteina basica mayor y la proteina cationica,
esta Ultima con demostrada capacidad téxica sobre los PE”’. El reclutamiento de los eosinéfilos
esta favorecido por la produccién de IL-5 por los linfocitos Th2 efectores presentes en el sitio de la
infeccion. Respecto a la IgG4, se trata de un isotipo con poca capacidad para inducir la activacion
del sistema complemento y celular®. Otras citoquinas secretadas por los linfocitos Th2, como la IL-
4 e IL-13, se encuentran asociadas a las funciones de reparacion tisular y contenciéon del paréasito a
través de su encapsulamiento. Esto es porque, entre otras acciones, estas citoquinas inducen la

. . , . . ., . . 108 1
diferenciacién de los macréfagos al fenotipo de activacion denominado alternativo o M2'%'%.

En paralelo a la respuesta Th2, en la CE existe también un componente Th1**™™

. Esta respuesta
no es sorprendente ya que podria derivar de la activacion inflamatoria generada por el dafio tisular
que ocasiona el crecimiento de la hidatide en el érgano infectado. Siendo este el caso, podria
explicarse que el lento crecimiento de la hidatide contribuya a controlar el dafio tisular, ya que la
respuesta Th1 desencadenada podria comprometer la viabilidad del parasito a través de la

12 . - ST
12 En este sentido, la idea de que la muerte del parasito interrumpe

produccion de éxido nitrico
los mecanismos de regulacion es compatible con el hecho de que pacientes que no responden
bien a la quimioterapia mantienen respuestas sesgadas hacia Th2 mientras que en aquellos

curados mediante este tratamiento prevalecieron respuestas con un perfil de tipo Th1**,

El componente inmunomodulador presente en la respuesta contra helmintos emplearia células
reguladoras (linfocitos T reguladores Foxp3™ y células mieloides supresoras o MDSCs, entre otros)
y citoquinas supresoras como IL-10 y TGF-B para restringir las respuestas efectoras, mediadas
principalmente por la rama Th2. Ese escenario ha llevado a la descripcion de la respuesta de tipo 2

e 113-116
modificada

. Si bien los conocimientos actuales respecto al fuerte control de la respuesta
inmune desplegado por E. granulosus s.l. todavia son limitados a nivel celular y molecular,
encuentran sustento en la exacerbacién de mecanismos anti-inflamatorios/reguladores observados

H 4o 15-117
en otros helmintos parasitos

. Respecto a la CE, la histopatologia de las lesiones que ocasiona
es mas compatible con una potente respuesta reguladora que con una respuesta Th2 completa™®.
De hecho, los pacientes con CE exhiben porcentajes elevados de células T reguladoras Foxp3™ en

4,111 . . .
M Ademas se ha evidenciado una

sangre y niveles séricos de TGF-f e IL-10 aumentados
correlacion entre los niveles aumentados de TGF- v la fibrosis hepatica'™. El uso de mecanismos
moduladores por E. granulosus también se hizo evidente utilizando un modelo murino de asma
donde se observd que la infeccion disminuyd la inflamacidon pulmonar (principalmente mediada
por eosindfilos), el nimero de eosindfilos en el fluido broncoalveolar y el nimero de células de

. . 102 . . . .
Globet inducidas por el asma™ . En concordancia con esto, se observaron niveles mas bajos de la
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proteina basica mayor de los eosinéfilos y de IL-5 en el tejido pulmonar de los ratones asmaticos
infectados en comparacion con los ratones asmaticos control. Ademas, la infeccién se asocié con
un aumento de IL-10 secretada por esplenocitos activados in vitro. Finalmente, se encontré un
porcentaje levemente mayor de linfocitos T CD4"CD25"Foxp3” en el bazo de los ratones asmaticos
infectados en comparaciéon con sus controles (asméticos no infectados). Por otra parte los
componentes de la CL participarian de los mecanismos moduladores ya que su administracion en
un modelo murino de colitis disminuyd la producciéon de NO-, la activacion de NFkB y el dafio en la

119,120 . % . .
", Existen también evidencias

mucosa intestinal, asi como también los niveles de IFN-y y TNF-a
de inmunorregulacion en la infeccion con E. multilocularis. A pesar de sus diferencias con la CE, se
determin la relevancia de las células T reguladoras Foxp3™ para la regulacién llevada a cabo por
este parasito en un modelo murino, encontrando que la infeccion indujo un aumento de esta
poblacién que se asocié con mayor proliferacidon parasitaria y disminucion de moléculas co-
estimuladoras en las células presentadoras de antigeno (APC*)"?". En base a estos reportes, las
células T reguladoras Foxp3™ parecen ser claves en la regulacion del sistema inmune a favor de la
sobrevida del parasito y podrian considerarse para desarrollar una inmunoterapia contra la

echinococcosis alveolar™

. Respecto a la presencia de las MDSCs, la infeccién por E. granulosus
provoco un incremento en las células CD11b*Gr-17, compatible con esta poblacion, a nivel de las
PBMCs y del bazo. Dichas células podrian cumplir un rol en la induccién de células T
reguladoras'“™®’. Actualmente se postula que las MDSC constituyen una poblacién heterogénea
que podria derivar de precursores mieloides de células dendriticas (DCs), macréfagos vy
granulocitos, o de células mieloides ya diferenciadas, cuya plasticidad permitiria adoptar un

. . . s 124
fenotipo con propiedades supresoras en respuesta a la infeccion <"

1.2.4.2.3. Actividades inmunomoduladoras en componentes de la hidatide

Mltiples circuitos de regulacion y/o anti-inflamatorios hacen posible la persistencia parasitaria.
Dentro de ellos se ha generado conocimiento en torno al control de la activacion del sistema
complemento y de las APC.

Respecto a la activacion del sistema complemento del hospedero, éste podria dafiar al parasito ya
que se observd que ratones C5 deficientes promovieron mayor reclutamiento de eosindfilos y

fueron mas propensos al desarrollo de hidatides de mayor tamafio®. Sin embargo, las

71125

observaciones apuntan a que la CL induce una pobre activacién de este sistema’" ", El secuestro

por la CL del factor H, un inhibidor de la activacion de la via alternativa, y la activacion abortiva de
la via clasica, mediada por la interaccion de Clg con InsPs parecen ser los mecanismos
involucrados en la evasion de esta respuesta del hospedero™®'’.

Ademas de interferir con la cascada de activacién del sistema complemento, se demostré que la
CL modula la activacion de células mieloides. En infecciones experimentales en ratones se ha
observado que los macréfagos presentes en la interfaz hospedero-parasito internalizan particulas

128

derivadas de la CL, probablemente liberadas a medida que crece la hidatide . Por tanto, es

#4 L . e , . . .

Las APC, principalmente células dendriticas (DCs), macréfagos y linfocitos B, son las Unicas capaces de
procesar antigenos proteicos provenientes de la via endocitica, expresarlos en moléculas de MHC-II e
inmunoestimular linfocitos T CD4 " virgenes conduciendo a su activacion, proliferacion y diferenciacion.

28



altamente probable que interacciones similares ocurran en las DCs. Interesantemente, se encontrd
que la CL es potencialmente capaz de inhibir la activacién de DCs por agonistas de TLRs*>,
induciendo un fenotipo “semimaduro” tanto in vitro como in vivo. Este fenotipo esta caracterizado
por la regulacién al alza de CD86 pero no de CD40, y por la induccién de altos niveles de IL-10

9 Efectos similares se han

pero no de IL-12 tras la estimulaciéon con ligandos de TLR2 y TLR4
observado in vitro tras la interaccion de la CL con los macréfagos (BMDM, por sus siglas en inglés,
bone marrow-derived macrophages). Este efecto sobre las DCs y macréfagos no dependeria de
interacciones entre componentes discretos de la CL y receptores celulares, sino del contacto

directo con componentes microscopicos de la CL™

. Se ha propuesto que este contacto resulta en
un mecanismo similar al desencadenado por particulas, conocido como MATS (por sus siglas en
inglés, membrane dffinity triggered signaling). A través de este mecanismo se daria la inhibicion de
la via PI3K de clase I/Akt asociada al fenotipo “semimaduro” de las DCs y seria posible la
activacion del inflamasoma NLRP3 por una via dependiente de PI3K de clase lll, que contribuiria a
la produccion de IL-1 en presencia de un agonista de TLR™*",

Con respecto al condicionamiento de macrofagos, estudios realizados por nuestro grupo
mostraron que durante las primeras semanas de la infeccion secundaria en ratdn, se detectan en el
peritoneo células adherentes con alta expresién de arginasa-1, compatibles con la presencia de
macréfagos diferenciados al fenotipo alternativo o M2 (Ana Lia Ramos y Cecilia Casaravilla,
Catedra de Inmunologia, datos no publicados). Es posible que los componentes de la CL estén
involucrados en esta diferenciacion; se observo que la interaccion de la CL con macréfagos induce
la expresion de arginasa e inhibe la generacion de NO-. Las sefiales que llevan a la induccién de
este fenotipo no serian producto de la interaccién con las mucinas que forman la malla de la CL,
sino con componentes adsorbidos en la misma (incluyendo componentes ricos en mananos)"™"™.
La generacion de macréfagos M2 se ha documentado en otros cestodos como E. multilocularis'™,
Taenia crassiceps, Mesocestoides vogae e Hymenolepis diminuta™>"°. En particular se observé
que la tiorredoxina peroxidasa de la larva de E. multilocularis, EmTPx-1, es capaz de inducir el
fenotipo M2 potenciando la expresién de argl, ym1 e il-10 y suprimiendo la de genes inducidos
por LPS (inos, tnf-a, il-15). Como EmTPx-1 se expresa en la CG y en vesiculas similares a exosomas,
existiria la posibilidad que interactuara con las células innatas en la interfaz con el hospedero.
Ademas, la actividad peroxidasa de EmTPx-1 permitiria descomponer el peréxido de hidrogeno
generando mayor resistencia al estrés oxidativo. Corresponde mencionar que, en los macréfagos
alternativamente activados promueven la remodelacidon y reparacidn tisular que resulta relevante
para mitigar el dafio ocasionado por el crecimiento del parasito en el érgano donde se establece
(seccion 1.6.1). La infeccion con Taenia crassiceps demostré que la via de STAT1 participa en el
reclutamiento de monocitos inflamatorios y el desarrollo de macréfagos M2. Estos macréfagos
suprimieron in vitro la proliferacion de linfocitos T virgenes a través de un mecanismo dependiente

138

de PD-L1y PD-L2 (por sus siglas en inglés, Programmed Death-Ligands 1y 2)~°. Ademas productos

de secrecion/excrecion de esta tenia bloquearon la via de sefializacion IFN-y/STAT1 en macréfagos

* Los receptores TLRs (del inglés Toll-like receptors, nombrada en base a su homologia con el receptor de la
proteina Toll de Drosophila. melanogaster’®) son una de las principales familias de receptores de la
inmunidad innata.
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in vitro™. Por otra parte, antigenos de H. diminuta también redujeron la capacidad de macréfagos
136

de activar las células T".

Finalmente, se han identificado componentes del LH con propiedades antigénicas (el EgAgB y el
antigeno 5), lo cual demuestra que son transportados a los ganglios linfaticos, si bien aun no se
conoce el mecanismo por el cual alcanzan la interfaz con el hospedero. De estos componentes el
EgAgB ha sido el mejor caracterizado por su valor para el diagnéstico y por presentar propiedades
inmunomoduladoras, que ampliaremos mas adelante (seccién 1.5) por ser foco de esta tesis.

1.2.4.3. Diagnostico y tratamiento de la CE

El diagndstico y seguimiento de la CE se realiza mediante técnicas de imagen, principalmente por
ultrasonido o radiografia (para los QH pulmonares) pero también a través de tomografia
computarizada o por emisidon de positrones con fluorodesoxiglucosa (FDG-PET) y resonancia
magnética nuclear™"’. Para confirmar el diagnéstico y/o monitorear la recurrencia de la CE se han
aplicado una variedad de técnicas seroldgicas, dentro de las que se encuentran:
enzimoinmunoensayos (ELISA), inmunocromatografia (ICT), inmunofluorescencia indirecta,

hemaglutinacion indirecta y Western-Blot'*'**?

. La IgG especifica es el parametro que se mide con
mayor frecuencia. Muchos factores, dentro de los que se incluyen factores técnicos (calidad de la
preparacion de los antigenos), factores del hospedero (6rgano infectado y estado inmunitario), y
factores parasitarios (genotipo/especie, tamafio, integridad y viabilidad de la hidatide) pueden
influir en la sensibilidad de los ensayos®®. Si bien el diagndstico serolégico de la CE tiene
sensibilidad adecuada para la deteccion de las infecciones hepaticas, la misma resulta menor para
las infecciones de pulmén y muy baja para infecciones que ocurren en sitios inmunoprivilegiados,
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como el cerebro o los ojos . La sensibilidad también tiende a ser insuficiente en las etapas

iniciales de la infeccion y para hidatides inactivas. De hecho, si bien la mayoria de los
inmunoensayos mostraron alta sensibilidad para el diagndstico de quistes activos o transicionales
(CE1-CE3), las técnicas ELISA e ICT fueron las mas sensibles para la deteccion de estadios inactivos
(CE4-CE5)™. Por lo tanto, en la practica, la serologia negativa no excluye la presencia de la
CE"™™ Ademas, la serologia utilizada para el sequimiento del paciente no es perfecta, ya que los
titulos de anticuerpos pueden persistir durante un tiempo prolongado, independientemente del
resultado del tratamiento que reciba el paciente™.

Para el serodiagndstico de la CE, inicialmente se utilizaron antigenos crudos o semi-purificados
derivados del LH". Las principales proteinas antigénicas en el LH son los antigenos 5 (EAg5) y B

. , . 113,145
(EgAgB), ambos caracterizados en términos moleculares

146,147

. Se ha reportado que la antigenicidad
del EgAg5 se concentra en su subunidad de 38 kDa , de funcién desconocida. En relacién al
EgAgB, se trata de la molécula de E. granulosus s.I. con mayor valor para el diagndstico por la
fuerte respuesta de anticuerpos que promueve y por ser especifica de los cestodos™.
Posteriormente, el uso de antigenos definidos mejord la serologia de la CE; en particular las
proteinas recombinantes del EgAgB han funcionado de manera similar al LH crudo en el
inmunodiagndstico. Emplear antigenos puros representa una gran ventaja porque permite evadir
problemas asociados a la estandarizacién de las técnicas seroldgicas, que resulta muy dificil
utilizando el LH. De todas formas, pese a estos avances en el diagndstico, aproximadamente una
quinta parte del total de los pacientes con CE resulta negativo mediante una o mas técnicas de

.7 142
detecciéon ™.
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Las pruebas seroldgicas utilizadas para diagnosticar la CE podrian presentar limitaciones asociadas
al origen de los antigenos. El genotipo/especie del parésito no ha podido ser considerado al
evaluar la sensibilidad de los distintos ensayos seroldgicos, ya que en la mayoria de los estudios no
existe una discriminacién segun el origen parasitario™’. Esto podria ser particularmente relevante
en la infeccién por E. canadensis, ya que, como se menciond anteriormente, es la segunda especie
en importancia a nivel de la salud publica. Durante mucho tiempo se pensd que las consecuencias
clinicas de la infeccién por E. canadensis en humanos eran insignificantes en comparacién con la
infeccion por E. granulosus s.s.. Adicionalmente a las limitaciones de las pruebas seroldgicas, el
subdiagndstico de la CE por esta especie puede deberse a diversos factores: la larga progresién de
la enfermedad en los seres humanos que a menudo transcurre sin sintomas, la falta de
especificidad de los sintomas cuando ocurren, la vigilancia inadecuada, y el hecho de que las
poblaciones indigenas sean desproporcionadamente afectadas y tengan mayor riesgo de
infeccion'.

Adicionalmente, la reactividad cruzada con otras infecciones por platelmintos, es otro factor

problematico™*'*

. Por otra parte, cuando la serologia no es concluyente el diagnostico puede
confirmarse mediante técnicas de deteccion de ADN parasitario en muestras obtenidas por
remocion quirdrgica. De todas formas, este tipo de herramienta tendria mayor aplicacién para la

identificacién de la especie de E. granulosus responsable de la infeccidon®.

En relacién al tratamiento de la CE, varia segun la ubicacién, el tamafio y la fertilidad de la hidatide.
Existen opciones Unicas y combinadas que incluyen cirugia, terapia percutanea, quimioterapia y/o
observacién (para las hidatides inactivas)®™. La cirugia busca eliminar completamente al parasito
y difiere en su proceder dependiendo del estado de la hidatide. La quimioterapia emplea
derivados de benzimidazoles, por lo general albendazol o mebendazol, y se recomienda en casos
de quistes inoperables y multiples, asi como también para el tratamiento complementario a la
cirugfa, ayudando a reducir el riesgo de CE secundaria. En los Ultimos afios se han puesto en
practica tratamientos menos invasivos, basados en la puncidon y aspiracion del contenido de la
hidatide, con posterior introduccidon de una solucién antihelmintica y re-aspiracion (PAIR) o con

13,151 7
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evacuacion percutdnea, que finalmente admiten una cirugia laparoscopica
combinarse con quimioterapia para evitar que la eventual liberacién de PE al medio interno
conduzca al desarrollo de hidatides secundarias. De hecho, las recomendaciones actuales para el
manejo de la CE toman en cuenta la recurrencia de la enfermedad por la posible formacién de
hidatides secundarias y apuntan a aplicar un enfoque multidisciplinario, con consultas de equipos
interdisciplinarios para decisiones terapéuticas, la combinacion de tratamientos quirdrgicos y

L P . 10,13,26,144
farmacologicos, y un largo plazo de seguimiento del paciente™®™*®™*,

1.4. El metabolismo de los cestodos con énfasis en E. granulosus s..

Los cestodos han adaptado su metabolismo, principalmente en lo que respecta a la disponibilidad
de oxigeno y de nutrientes, segun su estadio de desarrollo, ya que éste determina el ambiente en
el cual habitan. Los estadios de vida libre, huevos u oncésfera, habitan en un medio rico en
oxigeno por lo cual su metabolismo es principalmente aerobio, obteniendo energia a partir de sus
reservas de glucogeno mediante ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa'™. A través de esta via, el
parasito cubre sus requerimientos energéticos consumiendo un minimo de sus reservas, con el
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objetivo final de sobrevivir un tiempo suficiente como para interactuar con un hospedero y
continuar su ciclo de vida. Una vez en el hospedero, los cestodos se establecen en sitios donde la
disponibilidad de oxigeno disminuye y la de nutrientes aumenta respecto al ambiente externo,
induciendo un cambio hacia el metabolismo anaerobio™. Por ejemplo, utilizan la glucosa del
hospedero como fuente de energia, realizando fermentacién lactica mediante glucdlisis anaerobia.
En el caso de E. granulosus, se conoce que cuenta en su genoma con todas las enzimas

16153 S bien el

pertenecientes a la via glicolitica, la fermentacion lactica y el ciclo de Krebs
metabolismo anaerobio tiene un menor rendimiento energético que el metabolismo aerobio,
resulta mas eficiente para el parasito dado que los nutrientes en este caso provienen del
hospedero y no de sus propias reservas. Ademas, los cestodos suelen emplear otra via
fermentativa para obtener energia, conocida como dismutacién del malato, que no es compartida
con el hospedero™. Recientemente, el analisis mediante NMR de los metabolitos consumidos y
producidos por la hidatide de E. multilocularis in vitro comprobd que la glucosa es el principal
metabolito utilizado y fuente de energia a través de vias fermentativas, generando como principal

154 . ,
> El succinato serfa formado en la

producto succinato, seqguido de acetato, lactato y alanina
mitocondria por vias que involucran la dismutacion del malato junto con la utilizacion del
fumarato, en vez del oxigeno, como aceptor final de electrones en una cadena alternativa de
transporte de electrones donde la rodoquinona funciona como transportador y el complejo |I
como una fumarato reductasa®*'®®. Por otra parte, la baja tensién de oxigeno en los sitios de
instalacion no permite la obtencion de energia a partir de los lipidos (no pueden realizar la -
oxidacién de los acidos grasos46), y se sabe que la oxidacion de los aminoacidos contribuye muy
poco al metabolismo energético global de los cestodos'™. En suma, estos organismos dependen
casi exclusivamente de los carbohidratos para generar energia, una vez establecidos en su

hospedero.

Respecto a la capacidad biosintética, estudios metabdlicos, asi como el reciente ensamblaje del
genoma de varios cestodos, sugiere que han reducido al minimo muchas de sus rutas
biosintéticas, tomando ventaja de la posibilidad de obtener diversos sustratos simples del
hospedero para utilizarlos como bloques, a partir de los cuales construir moléculas mas
complejas’®™*™°. En este sentido, los carbohidratos y la glucosa no pueden ser sintetizados por
estos organismos y deben ser adquiridos de su hospedero para formar derivados mas complejos
como el glicocalix, las glicoproteinas y el glucdégeno, utilizado como fuente de almacenamiento de
carbohidratos. Respecto a los aminoacidos, la mayoria de ellos son esenciales para estos parasitos
debiendo adquirirlos desde el hospedero; en particular, la treonina resulté ser uno de los
principales metabolitos consumidos en el caso del cultivo del metacestodo de E. multilocularis™*.
Sin embargo, se ha descripto que tienen capacidad de generar algunos aminoacidos a partir de
esqueletos carbonados producidos mediante las vias glucoliticas; en particular, estudios
metaboldmicos sugieren que la alanina y en menor grado la glicina, aspartato y glutamato podrian
ser sintetizados por el metacestodo E. multilocularis™. En relacion a la sintesis de los
intermediarios para la formaciéon de los acidos nucleicos, se ha determinado que si bien no son
capaces de sintetizar purinas de novo, tienen vias de salvataje elaboradas para maximizar su uso,
mientras que si son capaces de sintetizar las pirimidinas.

En cuanto a los lipidos, se conoce que la composicidn lipidica de los cestodos es, en principio,
.. . 4 - . AT . .

similar a la de otros organismos*®. Si bien su metabolismo lipidico ha sido relativamente poco
explorado, ensayos metabdlicos han mostrado que no son capaces de sintetizar la mayoria de sus
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lipidos de novo™ ™. La obtencién del genoma de varios cestodos, incluyendo E. granulosus ™,
mostrd que carecen de las enzimas necesarias para la sintesis, por las vias actualmente conocidas,
de varias clases lipidicas, como los acidos grasos y el colesterol™ (Figura 1.3). En relacién a los
acidos grasos, no pueden sintetizarlos de novo a partir de Acetil Coenzima A (acetil-CoA) y deben
tomarlos del hospedero. De hecho, se ha descripto que presentan predominio de acidos grasos de
16 y 18 carbonos, como el acido palmitico (16:0), el acido oleico (18:1), el acido esteérico (18:0) y el
acido linoleico (18:2), como sucede en sus hospederos. Si son capaces de elongar los acidos grasos
adquiridos (el acetil-CoA funcionaria como dador de dos carbonos) para para sintetizar lipidos mas
complejos como fosfolipidos, triacilglicéridos y ésteres de colesterol™. No se han encontrado
evidencias de actividad desaturasa, por lo cual se piensa que los &cidos grasos insaturados que
utiliza derivan del hospedero. Sin embrago, estudios gendmicos recientes en algunos cestodos
sugieren que podrian introducir insaturaciones generando acidos grasos insaturados vy
eicosanoides™’. En cuanto al metabolismo de los esteroles, la hidatide de E. granulosus no puede
sintetizar colesterol a partir de acetato o mevalonato, ya que no se detectd colesterol marcado
radiactivamente cuando se cultivaron hidatides con estos precursores conteniendo "“C. Ademas,
utilizando el modelo de infeccién secundaria se comprobé que la hidatide incorpora el colesterol
del hospedero, ya que se detectd radioactividad en hidatides de ratones alimentados con
colesterol marcado radiactivamente. Mas aun, se determind que en E. granulosus y Taenia
hydatigena, la sintesis de los esteroles a partir de precursores marcados radiactivamente culmina
en el farnesil pirofosfato, uno de los primeros intermediarios de la via del mevalonato por la cual
se sintetizan el escualeno y el colesterol™'™.

Glucosa Acidos grasos

Sintesis de novo
e Acil CoA graso

Acidos grasos  Acetil CoA Glicerol PP
= l Elongacion
A I de cadena

B-oxidaci.én HMG CoA

PA ——— DAG TAG
Mevalonato Colina
Colesterol - /- Escualeno - G ' I PP l I
. TR, erani CDP-DAG Etanolamina
Quinonas -e——— Solanesil PP -e—__> PC '/-
Serina

Farnesil PP ,nosmf\l
PI

/
Dolicoles «—— Poliprenil PP l L
o . . PE —=» PS
Isoprenilacion Geranilgeranil PP Cambio de Base

de proteinas

Figura 1.3. Esquema del metabolismo lipidico en los cestodos. Los cestodos no son capaces de sintetizar
algunos lipidos simples de novo, como acidos grasos y colesterol, y deben adquirirlos de su hospedero. Para
sintetizar otros lipidos complejos, como triacilglicéridos y fosfolipidos, también deben partir de bloques mas
simples tomados del hospedero. En este esquema, se sefialan en rojo los compuestos que el parasito necesita
adquirir de su hospedero. Las flechas claras indican las vias metabdlicas que no estadn presentes en estos
organismos, mientras que las flechas oscuras indican aquellas vias que si pueden llevar a cabo. PP: pirofosfato,
PC: fosfatidilcolina, PS: fosfatidilserina, PI: fosfatidilinositol, PE: fosfatidiletanolamina, DAG: diacilglicéridos,
TAG: triacilglicéridos, CDP-DAG: Citidina-difosfatodiacilglicérido y HMG-CoA: hidroximetilglutaril CoA, CoA:

Coenzima A. Adaptado de™.
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De las caracteristicas del metabolismo lipidico en cestodos descriptas anteriormente se desprende
que la adquisicion de diferentes clases de lipidos del hospedero por estos organismos, incluyendo
acidos grasos y colesterol, tiene que ser un mecanismo esencial para su vida. Los fosfolipidos y el
colesterol son componentes primordiales de las membranas biolégicas, estructura celular que
funciona como un soporte donde ocurren gran parte de los procesos vitales de la célula, a través
de eventos de transporte de electrones y moléculas, reconocimiento molecular y transduccion de
sefiales, entre otros'®. Como existen diferencias en las propiedades fisicoquimicas entre el
colesterol y la variedad de &cidos grasos que el parasito necesita incorporar, su adquisicion y
transporte entre distintos tejidos es probable que requiera distintas proteinas transportadoras
(carriers), tal como sucede en otros organismos. En los vertebrados los lipidos extracelulares son
transportados principalmente por las lipoproteinas plasmaticas'®. Se trata de particulas complejas
con un nucleo central que contiene ésteres de colesterol y triglicéridos rodeados de colesterol
libre, fosfolipidos y apolipoproteinas, que facilitan la formacién y funcién de las lipoproteinas. Las
lipoproteinas plasmaticas de vertebrados se pueden dividir en siete clases segun el tamafio, la
composicion lipidica y el componente proteico (apolipoproteina) que presentan: quilomicrones,
remanentes de quilomicrones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), de densidad intermedia
(IDL), de baja densidad (LDL) y de alta densidad (HDL). Las apolipoproteinas tienen cuatro
funciones principales que incluyen i) desempefiar un papel estructural, ii) actuar como ligandos
para los receptores de lipoproteinas, iii) guiar la formacién de lipoproteinas y iv) actuar como
activadores o inhibidores de enzimas involucradas en el metabolismo de las lipoproteinas.

1.4.1. Proteinas que unen lipidos en cestodos

Se han descripto dos familias de proteinas que unen lipidos (LBP, del inglés lipid binding protein)
en los organismos cestodos, las proteinas que unen acidos grasos (FABP, del inglés fatty acid
binding protein) y las proteinas que unen ligandos hidrofébicos (HLBP, del inglés hydrophobic
ligand binding protein). La familia de las FABP se encuentra ampliamente distribuida en el reino
animal, mientras que la familia de las HLBP parece ser exclusiva de los cestodos, desde que no se

. . e / 162
han identificado homdélogos en otros taxones

. Aunque, todas ellas estan involucradas en el
transporte de lipidos, difieren ampliamente en su estructura primaria y secundaria, la especificidad
del ligando y posiblemente en su funcién especifica. Los estudios filogenéticos muestran que las
FABP y las HLBP poseen origenes distintos y que han evolucionado a través de diferentes vias'®.
Se encontré que el gen de las FABP fue duplicado para producir las FABP de los distintos
organismos cestodos'®. Al igual que las FABP de mamiferos, las FABP de los cestodos son
proteinas intracelulares, o al menos no poseen ninguna secuencia o péptido sefial de secrecion
extracelular por las vias convencionales actualmente conocidas. Sin embargo, corresponde
mencionar que algunas FABP de vertebrados podrian ser liberadas al medio extracelular para
continuar con el transporte de lipidos y cumplir con funciones paracrinas/endécrinas relacionadas
a la regulacion de la homeostasis metabdlica y la funcion celular™®™®. Por otro lado, las HLBP
incluyen miembros intracelulares y extracelulares, estas Ultimas poseen secuencias especificas para
su secreciéon'®. Si bien las funciones de estas familias de proteinas no han sido elucidadas, debido
a su capacidad de unir lipidos y a sus distintas localizaciones es posible que las FABP cumplan un
papel mas importante en el transporte de los lipidos dentro de la célula; mientras que las HLBP
participen en la captacion de lipidos desde el hospedero y/o en su posterior distribucién entre los
diferentes tejidos del parasito.
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En relacion a las HLBP, muchas de las proteinas que agrupa se identificaron inicialmente como
antigenos especificos de las distintas enfermedades producidas por estos parasitos, mostrando
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potencial valor diagndstico . Miembros de esta familia se han identificado en T. solium, T.

crassiceps, T. hidatigena, T. multiceps, Moniezia expansa, H. diminuta, E. multilocularis y E.

granulosus (revisado por162)

. Se trata de proteinas oligoméricas, compuestas por subunidades
pequefias (entre 7 y 11 kDa), cuya estructura secundaria posee un alto porcentaje de a-hélices
anfipaticas con alta capacidad para unir ligandos hidrofébicos. La mayoria de los estudios
realizados para caracterizar los ligandos de estas proteinas involucran ensayos in vitro basados en
el uso de sondas fluorescentes. De este modo, se logrd establecer que algunas proteinas son
capaces de unir acidos grasos saturados e insaturados de cadena larga, esteroles, retinoides y

. s 169-173
algunas drogas antihelminticas

. Dentro de las HLBP intracelulares, se encuentran descriptas la
117y la protefna Hd-HLBP de H. diminuta'®""”

HLBP constituye un oligébmero de aproximadamente 250 kDa formado por subunidades de 8

proteina Me-HLBP de M. expansa . La proteina Me-
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kDa"' con capacidad para unir acidos grasos de cadena larga, pero no la mayoria de los acil-CoA
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derivados de &cidos grasos analizados'®

. Ademas, mostré in vitro afinidad por esteroles, acido
retinoico y lipidos anfipaticos como la sonda 1-anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS) y algunas
drogas antihelminticas. La caracterizacion de la proteina Hd-HLBP sugiere que es un oligémero de
115 kDa formado por unidades de 11 kDa, seguin su comportamiento en cromatografia de exclusion
molecular y el analisis en SDS-PAGE en condiciones reductoras. Asimismo, se determin6 que esta
proteina es capaz de unir acidos grasos de cadena larga, particularmente el acido oleico y sus acil-
CoA derivados, aunque con menor afinidad'”, asi como lipidos anfipaticos como el ANS y algunos
antihelminticos'®. Con respecto a las HLBPs extracelulares, las mas caracterizadas en cuanto a su
capacidad de unir lipidos han sido las HLBPs de T. solium y de E. granulosus. En el caso de T.
solium, se han obtenido y caracterizado parcialmente las HLBPs pertenecientes a la larva y al
estadio adulto del parasito. En la larva se expresa una HLBP denominada TsM150, por su tamafio
de 150 kDa"*""®. Esta proteina es un hetero-oligémero formado por subunidades de 7 kDa y de 10
kDa, codificadas por dos familias multigénicas””’, que unen los lipidos de forma diferencial.
Funcionalmente, se ha propuesto que la proteina TsM150 podria participar en la translocacion de
lipidos hacia el interior de la larva, por una via que resultd inhibida por anticuerpos especificos
anti-TsM150"°. Esta es la Unica evidencia de la participacién de una HLBP en la adquisicién de
lipidos desde el hospedero. Ademas, en la larva de T. solium se ha descripto otra proteina

178 P .
. También se caracterizaron

oligomérica de 120 kDa, constituida por subunidades de 14 y 18 kDa
tres moléculas, llamadas Ts8B1, Ts8B2 y Ts8B3'", que comparten identidad con las subfamilias de 7
y 10 kDa que conforman TsM150 y TsM120, con variantes de la subunidad de 8 kDa del EgQAgB de

Echinococcus spp.'®® 175184

y con las HLBP de H. diminuta y M. expansa . Tanto para estas tres
TsM120 como para Ts8B1-3 no se han reportado evidencias en cuanto a la capacidad de
unién/transporte de lipidos. A nivel del adulto se reportd la presencia de una proteina excretada-
secretada, denominada TsHLBP, de ~100 kDa y compuesta por subunidades de ~10 kDa (TsHLBP1
y TsHLBP2). Dichas subunidades también mostraron homologia con las HLBP de M. expansa y H.
diminuta. Asimismo, se determind que estas subunidades son capaces de unir las sondas ANS, 16-
AP y el acido cis-parindrico mientras que, en ensayos de desplazamiento de ANS, ambas
subunidades unieron acido miristico (14:0), palmitico (16:0), oleico (18:1) y linoleico (18:2)'". El
analisis filogenético de las TsHLBP y otras HLBP revelé que podrian haberse originado a partir de
un ancestro comdn'”""®. El gen ancestral pudo haberse expandido por duplicacion génica dando

lugar a dos grandes linajes de subunidades de 7 y 10 kDa, cada uno de las cuales se ha
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diversificado adn mas, en mdiltiples sublinajes”’. De hecho, los genes paralogos de T. solium
exhiben estructuras génicas conservadas entre los miembros de cada familia"”. Después de la
diversificacion los genes pardlogos podrian haberse diferenciando adquiriendo patrones de
expresion y propiedades bioldgicas dependientes del estadio y localizacion del parésito.
Finalmente, en E. granulosus se encontré que el EGAgB es una lipoproteina perteneciente a la
familia HLBP'"®'">™8187 " Al igual que las HLBP de T. solium, el componente proteico del EgAgB esta
codificado por una familia multigénica y polimérfica y varios de sus miembros mostraron
capacidad de unir analogos fluorescentes de &cidos grasos in vitro'"° (profundizaremos en esta
HLBP en la seccién 1.5). En conjunto, los datos sugieren que la divergencia gendémica y la
consecuente diversidad de las propiedades bioquimicas de las HLBP reflejan la participacion de
esta familia en diferentes estadios, tejidos y/o tiempos de desarrollo para la adaptacion a su
hospedero especifico.

La identificacion de los ligandos que unen las distintas HLBP se basd principalmente en ensayos in
vitro, en su mayoria empleando sondas fluorescentes y en algunos casos realizando
desplazamiento de estas sondas con ligandos naturales como los acidos grasos. Por mucho
tiempo no se contd con informacion acerca de cuales podian ser los ligandos fisiolégicos de las
HLBP, es decir unidos en la lipoproteina nativa. Nuestro grupo logré caracterizar por primera vez
estos ligandos naturales del EgAgB purificado del LH. El componente lipidico del EgAgB nativo
representa aproximadamente la mitad de la masa total de la particula y es muy heterogéneo,
conteniendo una amplia variedad de lipidos polares y neutros®. A continuacién profundizamos
sobre la composicién y propiedades del EgAgB.

1.5. El EQAgB de E. granulosus: una HLBP en la interfaz hospedero-parasito

La informacion que estaba disponible y que se publicd a lo largo de este trabajo sobre la
composicién 'y propiedades bioquimicas del EgAgB corresponde a estudios en los que
generalmente no se analizd el genotipo de E. granulosus. Considerando esta carencia de
informacion sobre la especie de origen, lo que se describe a continuacion corresponde a E
granulosus s.|. (E. granulosus por simplicidad), salvo que se explicite lo contrario. No se puede
descartar que existan diferencias en las propiedades del EQAgB segun el genotipo/especie.

El EgAgB es el principal componente parasitario presente en el LH*’, identificado e informado
como una lipoproteina antigénica en 1971, y nombrado de esa forma para diferenciarlo de otra

.y . , 186,188
fraccién denominada antigeno A

. Desde entonces se realizaron mdltiples esfuerzos para
caracterizar este antigeno, tanto su componente proteico y genes asociados como los lipidos que
lo conforman. Su naturaleza lipoproteica se evidencié al detectar la presencia de lipidos por tincion
con el colorante Suddn Black. Asimismo, se reportd una asociacion fuerte, pero no covalente, entre
los lipidos y la proteina, dado que la fraccion lipidica se pudo extraer Unicamente empleando
solventes organicos. La caracterizacion primaria de esta fraccion antigénica mediante ensayos de
sedimentacion y gel filtracion sugirid que el EGAgB presentaba un tamafio de entre 120 kDa y 160
kDa"®®"®" Inicialmente, el interés en esta lipoproteina radicé en su importancia para el
inmunodiagnéstico de la CE'™ dirigiendo los esfuerzos al estudio del componente proteico
(diversos grupos evaluaron los epitopes inmunodominantes del EgAgB asi como su valor

146,166,1897191)

diagnostico dejando de lado su componente lipidico, por ser éste probablemente de
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escaso valor antigénico. El anélisis del componente proteico del EgAgB mediante geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes mostré un patréon de bandas regularmente
espaciadas de 8, 16, 24, 32 kDa'”, siendo las de mayor tamafio las menos abundantes. Luego se
determind que estas bandas de mayor peso molecular correspondian a oligémeros formados a
partir de por lo menos dos subunidades de 8 kDa distintas®, denominadas EgAgB8/1 y
EgAgB8/2"%™® Estas observaciones llevaron a determinar que el componente proteico del EGAgB

. .re .- . o+ 181185195
esta codificado por una familia multigénica

195-197

que comprende 5 subfamilias (EgAgBT-EgAgB5)
y con alto grado de polimorfismo . Posteriormente, el alineamiento de las secuencias proteicas
utilizando varias proteinas de cestodos parasitos en paralelo con el EgAgB mostré que sus

subunidades se agrupan con la familia de las HLBP especifica de cestodos'®""

. A partir de ese
momento, tomo relevancia la caracterizacion de las propiedades de union del EgAgB. En un
comienzo, se mostrd que las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/2 obtenidas de forma
recombinante eran capaces de unir acidos grasos in vitro, en base a ensayos de unién con el
analogo fluorescente 16-AP, el cual no logrd ser desplazado por acidos grasos ni drogas
antihelminticas'. Mas recientemente, se tuvo éxito en delipidar las subunidades recombinantes
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 y determinar que son capaces de interactuar entre ellas, alin en

198, Ademaés, estas subunidades

ausencia de lipidos, formando oligémeros de entre 40 y 60 kDa
mostraron capacidad de unién a distintos ligandos lipidicos in vitro, con constantes de disociacion
en el orden submicromolar para antroiloxi-derivados de acidos grasos. Ademas, las subunidades
EgAgB8/2 y EgAgB8/3 delipidadas fueron capaces de transferir estos derivados hacia membranas
fosfolipidicas modelo, sugiriendo que ambas subunidades pueden transferir los acidos grasos que
unen a membranas bioldgicas. En el caso de las subunidad EgAgB8/2, la transferencia ocurriria por
un mecanismo que involucra un contacto directo con la membrana, mientras que en el caso de
EgAgB8/3 la cinética de la transferencia estaria determinada por la disociacion del complejo
proteina-ligando. Asimismo, para ambas proteinas se pudo determinar que las interacciones
electroestaticas tienen importancia en el mecanismo, dado que la transferencia se ve favorecida en
el caso de vesiculas con mayor carga neta negativa, como ocurre en el caso de vesiculas ricas en
cardiolipina™®. Tiempo después, nuestro grupo de investigacion identificd los lipidos que
componen la particula nativa del EgAgB, observando que se trata de una mezcla heterogénea y
constituye el 40-50% de la masa total de la particula®. Adicionalmente, mediante gel filtracién
acoplada a dispersion de luz (SEC-MALLS, del inglés, Size Exclusion Chromatography - Multi-Angle
Laser Light Scattering) se demostrd que las particulas lipoproteicas de EQAgB presentan un tamafio
heterogéneo, con un promedio de 230 kDa®, superior a lo reportado inicialmente (Figura 1.4 A).
En suma, esta breve resefia histdrica muestra que el EQAgB es una molécula compleja, de tamafo
y composicion (distintas subunidades proteicas que unen una amplia variedad de lipidos) que la
asemejan a las lipoproteinas plasmaticas de mayor densidad de vertebrados (HDL, del inglés high
density lipoprotein), tal como se modela en la Figura 14 B. A continuacidon se describe
detalladamente la composicion que se conocia al comienzo de este trabajo.

1.5.1. Composicién del EgAgB

El componente proteico del EgAgB (apolipoproteinas) esta codificado por una familia multigénica

y polimorfica, que agrupa a los genes EgAgBT a EgAgB5"™’

. Como ya se menciond, los productos
proteicos codificados por estos genes, son polipéptidos de 8 kDa, a los cuales nos referiremos
como subunidades del EgAgB (llamaremos EgAgB8/1 a EgAgB8/5). La secuenciacion del genoma

de E. granulosus s.s., ha permitido detectar la presencia de un cluster con 7 genes del EgAgB que
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incluyen tres copias similares del EgAgB3 y una de cada uno de los restantes™™. La estructura de
estos genes es similar; estdn compuestos por un exén 5 pequefio (entre 47-59 pb), un intrén
(entre 67-164 pb) y un exdn 3” (entre 199 y 214 pb). El primer exdn codifica para un pequefio
péptido que actla como sefial de secrecién, mientras que las subunidades maduras son
codificadas por el segundo exén. Considerando la secuencia codificante, la identidad a nivel
nucleotidico varia entre el 45 y el 82% entre las distintas subfamilias de genes del EgAgB. Ademas,
llamo la atencidn que una misma subfamilia agrupa varias secuencias con alto grado de identidad
nucleotidica (igual o mayor a 88%), por lo cual se trata de subfamilias polimérficas®®. Se ha
postulado que este polimorfismo estd asociado a una adaptacién de diferentes genotipos de E.
granulosus s.l. a los hospederos que infectan, de hecho se encontré que distintos genotipos

196,197 ,
. Ademas, se

pueden contener alelos o isoformas diferenciales de algunos de estos genes
reportd una expresion diferencial de los genes EgAgBT-5 en los diferentes estadios del parasito asi
como también en distintos componentes de un mismo estadio, como la CG y los PE de la hidatide.
En particular, se estudié su expresion a nivel del ARNm en los estadios de oncdsfera, hidatide, PE,
gusano adulto inmaduro y gusano adulto maduro'™. En la CG, se expresaron todos los genes pero
EgAgBT fue mayoritaria, sequida de EgAgB3, EgAgB2, EgAgB4, y finalmente EgAgB5 muy poco
representada. La oncosfera, los PE y el gusano adulto inmaduro y maduro mostraron expresion
principalmente de EgAgB3 y EgAgB5. En particular, la expresion de EgAgB3 en el gusano adulto
inmaduro y maduro fue entre 3 a 10 veces superior a la determinada para otros estadios, lo que
sugiere que esta subfamilia de genes puede jugar un papel en el desarrollo del gusano en el
intestino del hospedero definitivo™. Estudios en E. multilocularis empleando anticuerpos
monoclonales especificos también mostraron un patrén de expresién diferencial de las
subunidades proteicas del EmAgGB segun el estadio de desarrollo del parasito®”'. Esto sugiere que
las subunidades podrian interactuar con diferentes blancos presentes en los tejidos donde se
expresan, cumpliendo funciones adaptadas al entorno celular y estadio del parasito.

Los productos proteicos maduros que derivan de estos genes contienen entre 65 y 71 aminoacidos
alcanzando el peso molecular de aproximadamente 8 kDa. La identidad de aminoéacidos entre las
distintas subfamilias puede variar entre el 25 y el 69%, mientras que dentro de una misma
subfamilia puede variar entre el 79 y el 100%°®. La comparacién de la secuencia aminoacidica de
las distintas subunidades mostré que EgAgB8/1, EgAgB8/3 y EgAgB8/5 estan mas relacionadas
entre si que con las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/4 y viceversa. Como ya se informo, las
subunidades pueden formar oligdmeros de mayor peso molecular, capacidad que se evidencia en
el perfil caracteristico -en escalera- que muestra el EgAgB analizado por electroforesis (SDS-PAGE)
y que es resistente a las condiciones desnaturalizantes aplicadas'™™ (Figura 1.4 C). El analisis por
dicroismo circular demostré que las subunidades presentan un alto contenido de a-hélices (entre
35 y 65%)"19"%% A nivel estructural, nuestro grupo estudié in silico la estructura terciaria que
adoptarian EgAgB8/1-EgAgB8/5 mediante modelado por homologia (Figura 1.5). Se verificé el alto
porcentaje de alfa-hélices y un perfil de distribucidon de cargas electrostaticas que favoreceria la

. .y 2
agregacion (colaboracion con Dr. Marcelo Costabel) 03
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Figura 1.4. Caracterizacion del EgAgB nativo de E. granulosus. (A) Analisis por cromatografia de exclusion
molecular acoplada a medicion de la dispersion de luz (SEC-MALLS) del EgAgB (inmunopurificado de LH de
hidatides bovinas fértiles™™) y de la HDL humana, paneles inferior y superior, respectivamente. Los graficos
corresponden al monitoreo de la eluciéon de la cromatografia, donde la curva en negro representa el perfil de
absorbancia a 280 nm vy la curva roja corresponde a la masa estimada a partir del perfil de dispersién de la
luz. Adaptado de®. (B) Estructura propuesta para el EgAgB en base a la variedad de sus lipidos
constituyentes, la relacion lipido:proteina y la densidad y tamafio de las particulas. Esta estructura, similar a la
de las lipoproteinas plasmaticas, presentaria un core hidrofébico compuesto por TAG y EE; mientras que los
fosfolipidos (PC, PS, PE y PI) y las distintas subunidades de EgAgB se encontrarian expuestas hacia el solvente.
El colesterol y los acidos grasos podrian repartirse entre un entorno mas apolar (nlcleo) y la capa de
fosfolipidos. (C) Composicién proteica del EgAgB analizada mediante Western-Blot de una muestra de LH
proveniente de hidatides suinas empleando un anticuerpo policlonal de conejo anti-EgAgB nativo. Se observa
el patron de bandas regularmente espaciadas de 8, 16, 24, 32 y 40 kDa caracteristico del EgAgB, donde la
subunidad de 8 kDa constituye el bloque a partir del cual se arman los oligbmeros de mayor tamafio.
Adaptado de'”. (D) Composicion de la fraccion lipidica del EgAgB nativo y del LH fértil. Las fracciones lipidicas
se obtuvieron por el método de Folch y analizaron mediante HPTLC. La identificacién de las clases lipidicas se
realizé por comparacion con estandares primarios corridos en paralelo (STD). (E) La proporcién de las
distintas clases lipidicas presentes en el EQAgB y el LH fértil se estimé mediante densitometria a partir de los
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resultados de la HPTLC. Notar la similitud entre los lipidos contenidos en el EQAgB y los observados en el LH.
Adaptado de®. PC: fosfatidilcolina; PS: fosfatidilserina; PE: fosfatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; CLP:
cardiolipina; Col: colesterol, AG: &cidos grasos, TAG: triacilglicéridos; EE: ésteres de esteroles.

EgAgB8/1 EgAgB8/2 EgAgB8/3 EgAgB8/4 EgAgB8/5

Figura 1.5. Modelos de la posible estructura terciaria adoptada por las subunidades de EgAgB8. En la
primera fila se muestra el perfil electrostatico de las apolipoproteinas con superficies positivas en azul y
negativas en rojo. En la segunda fila se representan las caracteristicas hidrofébicas de las proteinas con los
aminoéacidos no polares en verde y los hidrofilicos en naranja.

Llamativamente el EgAgB8/1 adoptaria una estructura distinta al resto de las subunidades, lo cual
podria relacionarse con diferencias en los ligandos hidrofébicos que une y/o blancos con los que
pueda interactuar. También es posible que las subunidades adopten estructuras con mayor
complejidad, dada su capacidad de formar oligdmeros de mayor tamafio. Aunque el mecanismo
por el cual estas subunidades oligomerizan no se conoce, se determind que no esta mediado por
puentes disulfuro, puesto que este patrén caracteristico en los geles de poliacrilamida ocurre del
mismo modo al emplear condiciones reductoras”. Mediante el anélisis de las bandas
correspondientes a los oligdbmeros por digestiéon en gel, se identificaron la mayoria de las
subunidades presentes en el LH (EgAgB8/1 mayoritariamente y también EgAgB8/2, EgAgB8/3 y
EgAgB8/4)™™ aunque se desconoce si existen hetero u homo-oligémeros. Utilizando las
subunidades recombinantes producidas en bacterias, se constaté que EgAgB8/1, EgAgB8/2 vy
EgAgB8/3 son capaces de auto-asociarse en homo-oligémeros de tamafio variable,
mayoritariamente de 125, 164 y 113 kDa para EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3,

202,204

respectivamente Adicionalmente el analisis por modelado molecular sugirié que la

caracteristica anfipatica de las subunidades estd relacionada con el proceso de

oligomerizacion®***

. Por otra parte, se determind que las subunidades recombinantes libres de
lipidos son capaces de auto-asociarse, formando oligémeros de 62 y 39 kDa para rEgAgB8/2 vy
rEgAgB8/3'® en concordancia con la formacién de oligémeros de 7-8 subunidades y de 4-5
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subunidades, respectivamente. En conjunto, los resultados sugieren que la oligomerizacién de las
subunidades de EgAgB no es absolutamente dependiente de la presencia de lipidos, aunque los
lipidos facilitarian la formacién de complejos de mayor tamafio, conduciendo al ensamblado de la
lipoproteina nativa'®.

Estudios protedmicos describieron cualitativamente la composicion proteica del EgAgB purificado
del LH. De hecho, al inicio de esta tesis no se habia definido con exactitud la abundancia relativa
de cada subunidad y si esta abundancia varia entre hidatides fértiles y no fértiles, y/o entre
diferentes especies de E. granulosus y/o de sus hospederos. Esta informacion contribuiria a
comprender el papel que cumplen las distintas subunidades; posibles diferencias en su abundancia
en el metacestodo y en su estructura terciaria podrian relacionarse con interacciones diferenciales
del EgAgB con componentes del parésito o del hospedero.

Respecto al componente lipidico, el hecho de que el LH, medio fisioldgico al que se secreta EgAgB,

. ;o 44
contenga una amplia gama de lipidos neutros y polares®

, planted la posibilidad de que los
ligandos fisioldgicos putativos de las subunidades EgAgB8 incluyan un conjunto mas diverso de
lipidos. El componente lipidico del EgAgB fue caracterizado por nuestro grupo de investigacion en
el afio 2012*, mediante cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC, del inglés high-
performance thin layer chromatography). El EGAgB se inmunopurificd a partir de LH fértil de origen
bovino utilizando un anticuerpo monoclonal (Mo-EB7, que reconoce Unicamente la subunidad
EgAgB8/1™®) y se extrajeron los ligandos fisiologicamente unidos mediante el método de Folch™®.
La relacion lipido:proteina (m:m) en el EgAgB se ubicé entre 0.6:1y 1.1:1, representando la fraccién
lipidica entre el 38-52% de su masa total. Ademas, el componente lipidico resulté ser muy
heterogéneo, conteniendo varias clases neutras y polares (Figura 1.4 D y E). Dentro de los lipidos
neutros, se encontré una alta proporcién de triacilglicéridos (31.3%), esteroles (20.2%), ésteres de
esteroles (19%) y acidos grasos libres (12%), asi como también una fraccidon propuesta como
alquildiacilgliceroles y/o alquenildiacilgliceroles. En el caso de los lipidos polares, la fosfatidilcolina
fue el principal fosfolipido (64%), seguido por la fosfatidiletanolamina (20.8%), glicolipidos (8%),
fosfatidilserina (3.8%), fosfatidilinositol (3.2%) y cardiolipina (0.3%). La abundancia de las diferentes
clases lipidicas fue similar a la correspondiente al LH a partir del cual se purificé el EgAgB,
sugiriendo que sus subunidades son capaces de unir la mayoria de los lipidos disponibles en su
entorno™® (Figura 1.4 D). En cuanto al contenido de 4cidos grasos del EgAgB nativo, el analisis por
cromatografia gaseosa permitié determinar la predominancia de las formas 16:0, 18:0 y 181,
seguido de 18:2 'y 20:4, y otros acidos grasos que representaron menos del 5% del total (Figura 1.4
E).

La gran proporcion de lipidos y su heterogeneidad, el tamafio aproximado de 230 KDa y su
densidad llevaron a suponer que la particula de EQAgB adpota una organizacion similar a la de las
lipoproteinas de la hemolinfa de los invertebrados o del plasma de los vertebrados™,
particularmente a la fraccion mas pequefia de la HDL, conocida como HDL;* (Figura 1.4 A).
Teniendo en cuenta esta observacién, la particula de EgAgB nativo podria adquirir una estructura
como la que se modela en la Figura 1.4 B., donde los lipidos mas hidrofébicos, como los
triacilglicéridos y los ésteres de esteroles, se ubicarian en el interior de la particula formando un
nucleo (core) hidrofdbico mientras que los fosfolipidos estarian mas expuestos, ubicando sus
cabezas polares hacia el exterior y sus colas hidrofdbicas hacia el nucleo. Otros lipidos neutros
menos hidrofébicos, como el colesterol y los acidos grasos, podrian formar parte del nicleo pero,

41



debido a la presencia de grupos polares, podrian también intercalarse con los fosfolipidos como
ocurre en las membranas bioldgicas. En este contexto, las diferentes subunidades del EgAgB
también quedarian expuestas en la superficie de esta particula. Segun el tamafio que alcanzan las
particulas, se estima que entre 10 y 15 subunidades podrian estar expuestas al solvente y establecer
contacto con diversas moléculas blanco.

1.5.2. Sobre las posibles funciones del EQAgB
1.5.2.1. Efectos inmunomoduladores

Si bien el EgAgB ha sido foco de estudio en numerosos trabajos relacionados con su valor para el
diagnostico de la CE, su funcién bioldgica no ha sido demostrada. El punto de partida de este
trabajo de tesis tomé como centro el propuesto rol inmunomodulador del EgAgB. Como se
menciond en 1.2.4.2, este parasito despliega potentes mecanismos inmunomoduladores que
influencian la intensidad y el tipo de respuesta inmune del hospedero, contribuyendo al
establecimiento de una infeccién crénica y en la mayoria de los casos asintomatica'. Los efectos
inmunomoduladores del EgAgB podrian ocurrir en la fase de pre-enquistamiento, contribuyendo
con el éxito del parasito para establecer infecciones primarias o secundarias, ya que las formas
infectivas (oncésferas y PE) expresan el EgAgB (particularmente EgAgB3 y EgAgB5). De todas
maneras, no hay evidencias de contacto de esta lipoproteina o sus subunidades con las células del
hospedero en esta fase. A nivel de la hidatide, se conoce que el EQAgB se encuentra en una region
desorganizada de la pared que bordea los cuerpos celulares tegumentarios de la CG, y su

presencia fue dudosa en la CL**

. Si bien no existe evidencia de un mecanismo de transporte activo
del EgAgB fuera de la hidatide, el hecho que se genere una respuesta de anticuerpos especifica
demuestra que esta lipoproteina efectivamente logra interactuar con células inmunes del
hospedero, al menos con células innatas en la interfaz hospedero-parasito y con los linfocitos B en
los ganglios linfaticos. La hipotesis del EQAgB como molécula involucrada en la inmunomodulacion
encuentra cierto apoyo en evidencias experimentales sobre diferentes tipos celulares in vitro™***?"",
Ensayos iniciales mostraron que el EgAgB afectd la funcionalidad de los neutréfilos; sus
subunidades -eluidas de geles de poliacrilamida- inhibieron la quimiotaxis de los neutrofilos
inducida por la proteina del sistema complemento C5a, el factor activador de las plaquetas'® y
productos bacterianos®”’. Estudios posteriores mostraron que el EgAgB también interfirié con la
diferenciacion y/o activacion de algunas poblaciones celulares de la linea mieloide. En particular,
afectdé la diferenciacion de las DCs, promoviendo una disminucién de CDla (marcador de
maduracién) y un aumento de la expresion de CD86 que no fue suficiente para inducir un fenotipo
activador de linfocitos T virgenes®. Sumado a esto, la presencia de EgAgB durante la
diferenciacion de DCs alterd la respuesta frente a la estimulacién con LPS, disminuyendo la
expresion de las moléculas esenciales para cumplir su funcién presentadora (HLA-DR) e
inmunoestimuladora (CD80, CD86) y modulando la produccién de citoquinas que afectan el tipo
de respuesta Th que se establece (TNF-q, IL-10, IL 6 e IL-12p70). Ademas, afectd el fenotipo de las
DCs maduras aumentando solo los niveles de TNF-a, IL-10, IL-6 per se y disminuyendo IL-12p70
inducidos por LPS, lo que en conjunto sugiere que el EGAgB no favoreceria un perfil de activacion
Th1%. En concordancia con estos resultados se encontré que la estimulacion con EgAgB de PBMCs
de pacientes con CE indujo la sintesis de IL-4 e IL-13, pero no de IL-12, sugiriendo que favoreceria

un perfil Th2 sobre el Th1 (segun la relacion IL-4/IFN-y)*%’

. Estos resultados sugieren que el EgAgB
podria tener un rol modulador pero como utilizaron preparaciones de EgAgB desnaturalizadas

(obtenidas por electroelucion a partir de geles de poliacrilamida o precipitacion diferencial del LH,
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incluyendo un paso de calentamiento a 100°C) podrian diferir de las interacciones que establece el
EgAgB en condiciones fisioldgicas.

Para una mejor evaluacion de las actividades inmunomoduladoras del EgAgB, nuestro grupo
prioriz6 emplear metodologias de purificacion que preservaran la estructura nativa de esta
lipoproteina, buscando estudiar interacciones fisiolégicamente relevantes con las células inmunes.
La cromatografia de inmunoafinidad utilizando el Mo-EB7™ fue la principal metodologia para
obtener preparaciones puras de EgAgB nativo a partir de LH. Dichas preparaciones mostraron que
el EgAgB nativo no indujo per se respuestas de citoquinas (secrecidon de la quimioquina IL-8),
expresion del receptor de superficie CD11b (asociado a activacién) ni la produccion de especies
reactivas derivadas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en neutréfilos humanos pre-
estimulados con el factor activador de plaquetas (PAF) o IFN-y"*. Ademas, el EgAgB mostrd
capacidad para inhibir la producciéon de ROS inducida por ésteres de forbol en neutréfilos pre-
estimulados con PAF. Ademas, se exploré el rol inmunomodulador del EgAgB sobre los monocitos
y macréfagos, observando que inhibid la quimiotaxis de monocitos de sangre periférica inducida

por las quimioquinas CCL2 y CCL13°%

. Mas aun, estudios preliminares mostraron que el EgAgB
inmunopurificado modulé la activacion de monocitos y macréfagos de la linea celular THP-1 por
LPS y por un sonicado de protoescdlices, sintetizando menores niveles de interleuquinas pro-

inflamatorias (TNF-o e IL—1B)208.

1.5.2.2. Papel en el metabolismo lipidico

La pertenencia del EgAgB a la familia de las HLBPs sugiere su participacién en los mecanismos de
captacion de lipidos del hospedero esenciales para E. granulosus y/o el transporte y distribucion de
lipidos entre los tejidos del parasito. Para cumplir esta funcion, seria necesaria por un lado la
interaccién del EgAgB con moléculas y/o células blanco del hospedero para adquirir los lipidos, y
por otro lado la interaccién con componentes del parasito, otras LBPs o células, para su eventual
descarga. En relacion a la toma de lipidos del hospedero, ésta podria ocurrir a partir de
interacciones con las lipoproteinas plasmaticas del hospedero, reproduciendo mecanismos de
intercambio de lipidos que son usados por las lipoproteinas de los mamiferos y que son

responsables de la generacién de los diferentes tipos de lipoproteinas circulantes”.

No se puede
descartar que el EgAgB intercambie lipidos con lipoproteinas plasmaticas del hospedero dentro de
la hidatide. En este sentido, un estudio protedmico documenta la presencia de la Apo-Al principal
apolipoproteina de la HDL. Alternativamente, el EgAgB podria captar lipidos de células del
hospedero, en base a la interaccién descripta con las células mieloides, por un mecanismo que
podria asemejarse al mediado por la HDL para extraer el exceso de colesterol de los macrofagos
(transporte reverso del colesterol). Ensayos preliminares realizados por nuestro grupo mostraron
que el EgAgB nativo es capaz de unirse a monocitos purificados a partir de sangre periférica y a

monocitos y macréfagos de la linea THP-1°%

, pero no se establecid el receptor que reconoce al
EgAgB en estas células. Respecto a la entrega de los lipidos a células o moléculas blanco en el
parasito, resulta interesante que flanqueando al conjunto de genes que codifican para las distintas
subunidades de EgAgB (cluster) se encuentra un gen que codifica para una proteina con
homologia con el receptor de la LDL (EmLDLR)*. Resulta atractiva la idea de que el EgAgB
establezca alguna interaccién con receptores en las células del parasito™ que permitan la

descarga de los lipidos adquiridos del hospedero.
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Poniendo en conjunto las ideas mencionadas, el EgAgB podria estar involucrado en diversos
mecanismos que favorecerian la sobrevida del parasito en su hospedero. Por un lado, participando
en la adquisicién de lipidos esenciales, y por otro, en la generacién de una repuesta inmune mas
tolerable. Se ha descrito la existencia de vias de coordinacion entre las funciones inmunolégicas y
metabolicas que aseguran la homeostasis celular’”. Por tanto seria posible que la actividad
inmunomoduladora del EGAgB sea consecuencia de una interaccién asociada a su posible rol en la
toma y transporte de lipidos.

1.6. Células en la interfaz hospedero-parasito: los macréfagos y monocitos

Durante un proceso infeccioso, el sistema inmune innato despliega diversos mecanismos celulares
y moleculares para combatir al patégeno. En relacion al componente celular, las células residentes
en los tejidos, como los macréfagos, DCs y mastocitos, son los primeros en activarse y actuar.
Ademas promueven el reclutamiento de otras células desde la sangre, como monocitos,
neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos, que refuerzan los mecanismos innatos para la eliminacién del
patdgeno. En el modelo experimental de infeccidn secundaria en el ratén, la infeccion por E
granulosus genera acumulacion de macréfagos, monocitos y eosinodfilos en cavidad
peritoneal®®’®”. Teniendo en cuenta esta observacion, a continuacion se revisan las propiedades
de macréfagos y monocitos, ya que participan de la respuesta inmune frente a la infeccién y
constituyen las células centrales en esta tesis. Se discute a continuacién la informacién disponible
sobre su origen, distribucion, perfiles de activacion, fenotipos existentes y funciones efectoras.

1.6.1. Los macréfagos
1.6.1.1. Funciones y fenotipos

Los macrofagos son células del sistema inmune residentes en practicamente todos los tejidos,
altamente plasticas, que cumplen funciones variadas tanto en el mantenimiento de la homeostasis
como durante procesos infecciosos o de dafio tisular. Tienen un papel central en la
instrumentacion de la respuesta inmune en los diferentes contextos de inflamacién y durante un
proceso infeccioso son capaces de participar en el inicio de la respuesta y la eliminacién directa de
las infecciones, asi como la resolucion de la inflamacion y la reparacion de tejidos. Son capaces de
reconocer la presencia de una amplia gama de ligandos enddgenos y exdgenos, encendiendo
mecanismos innatos que buscan contener la diseminacién de la infeccién. Para esta contencién los
macréfagos pueden actuar como células efectoras con alta capacidad fagocitica e inflamatoria,
constituyendo una de las primeras barreras de defensa del organismo contra los patdgenos.
Ademas, son células con potencial regulador, porque ayudan a mantener la integridad vy
homeostasis de los tejidos eliminando células apoptoticas y restos celulares, originados en
ausencia de inflamacién o como consecuencia de la inflamacién inducida por agentes infecciosos
o trauma. Esta regulacion se asocia con la produccién de citoquinas anti-inflamatorias y factores

_ . I, . . 212,213
de crecimiento vinculados a la reparacion de los tejidos (revisado por ).

Los macréfagos residen en tejidos linfoides y no linfoides. Los origenes de los macréfagos

214,

residentes en tejidos y su desarrollo han sido ampliamente investigados (revisado por™). El dogma

original proponia que se diferenciaban en el tejido a partir de monocitos*”, hecho que sucede, por

216,217

ejemplo, en el intestino o la dermis En el ratén, se observd que células precursoras
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embrionarias colonizaron la mucosa intestinal y proliferaron in situ durante el periodo neonatal
pero no persistieron en el intestino de los ratones adultos. Fueron reemplazados por el
reclutamiento de monocitos, dependiente del receptor de quimioquinas CCR2, que se
diferenciaron localmente a macréfagos maduros instruidos por el entorno del tejido local y la
microbiota””. Sin embargo, en otros tejidos como el cerebro, los pulmones y la epidermis los
macréfagos murinos derivan exclusivamente de precursores embrionarios que en la etapa de
desarrollo fetal pueblan los tejidos y se mantienen alli hasta la adultez. Durante el transcurso de la
vida del individuo, estos macréfagos son capaces de auto-renovarse, manteniendo un pool
constante de células en los tejidos independientemente de los monocitos circulantes en sangre®™®

220 (y revisado por221'224)

. Sumando complejidad en el campo de la ontogenia de los macréfagos,
estudios recientes demostraron que hay situaciones en las que los monocitos pueden reemplazar
temporalmente a los macréfagos de origen embrionario. Esto sucede cuando hay un déficit en el
numero de células debido a un evento inflamatorio y el reclutamiento de monocitos contribuye a
sostener funciones efectoras y colabora con la recuperacion de las poblaciones de macréfagos

L. . 22
permitiendo el retorno a la homeostasis®*".

El desarrollo, diferenciacion y supervivencia de los macréfagos en general dependen intimamente

. 223,22 227,22
del nicho en el que se encuentran®?%° 228

y del factor estimulante de colonia 1 (M-CSF) e IL-34
Los macréfagos presentan una gran plasticidad que les permite modificar su fenotipo en funcién
de las sefiales que censan del entorno. Al igual que otras células de la inmunidad innata contienen
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), codificados en la linea germinal, que reconocen
sefiales de peligro en el tejido donde residen; detectan patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPs, del inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) o a dafio tisular (DAMPs,
del inglés Damage Associated Molecular Patterns). Existen 4 clases principales de familias de PRR
que incluyen proteinas transmembrana, como los receptores tipo Toll y lectina tipo C, y proteinas
citosdlicas, como los receptores tipo RIG y tipo NOD (denominados por sus siglas en inglés, TLR,
CLR, RLR y NLR, respectivamente). De estos PRRs, solo los CLRs son receptores fagociticos; el
reconocimiento conlleva principalmente a la captura e internalizacion del ligando y la consecuente
activacion del estallido respiratorio que contribuye al ambiente oxidativo del fagolisosoma. Por
otra parte, la deteccién de PAMPs o DAMPs por los PRRs no-fagociticos o de sefializacion (TLR,
RLR y NLR), regula al alza la transcripcion de genes implicados en la respuesta inflamatoria como
citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas y péptidos antimicrobianos, entre otros. Mas alla del
reconocimiento y activacion a través de PRRs, los macrdfagos pueden internalizar componentes
por macropinocitosis, un mecanismo que incorpora fluido y particulas en vesiculas citoplasmaticas
mediante la formacion de grandes extensiones de membrana plasmatica (ruffing), en forma
independiente de un receptor.

Segun las sefiales recibidas a través de los PRRs los macréfagos se diferencian a fenotipos con

229,230 214,231

propiedades contrastantes, llamados clasicos o M1y alternativos o M2 (revisado por

232

), en
un intento de hacer un paralelismo con la diferenciacién de las células T°". La Figura 1.6 ilustra
estos fenotipos, incluyendo las sefiales que los inducen, las moléculas que expresan y sus
cometidos frente a la infeccién. Los macréfagos M1 son activados directamente por patdgenos en
un contexto inflamatorio, a través del reconocimiento de PAMPs (como el LPS®*®) o DAMPs por
receptores tipo TLRs, y de IFN-y por su receptor especifico. El IFN-y es producido principalmente
por las células NK (del inglés Natural Killers) en la fase innata de una respuesta y resulta muy

aumentado cuando se generan linfocitos Th1 efectores, por lo cual los macréfagos M1 se asocian
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con respuestas inmunes con esta perfil de activacion T. De hecho, para mantener la diferenciacién
del fenotipo M1 a lo largo de una respuesta inmune, es necesaria la participacién de linfocitos Th1
efectores, como fuente del IFN-y. Como resultado de su activacién, los macréfagos clasicos
aumentan las expresién en superficie de las moléculas coestimuladoras (CD40 y CD80/86) y del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, moléculas presentadoras del antigeno) de clase |l
(MHC-II), y secretan citoquinas (IL-1B, IL-6, IL-12 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o3%).
Estas citoquinas median la activacion de células endoteliales e innatas, promoviendo y sosteniendo
el reclutamiento y la activacion de monocitos, neutréfilos y células NK capaces de eliminar
patdgenos. Cuando esta respuesta no es finamente controlada, puede dafar los tejidos propios.
Adicionalmente los macréfagos M1 son altamente microbicidas como consecuencia de su gran
potencial fagocitico®® y de su capacidad de realizar el estallido respiratorio, activando la NADPH
oxidasa y generando ROS. Sus propiedades microbicidas también se potencian gracias a la
induccién de la sintasa de oxido nitrico (NOS2, conocida también como iNOS, del inglés, Inducible
Nitric Oxide Synthetase) que genera especies reactivas del nitrdgeno (RNS, por sus siglas en
inglés)®®. Por otra parte, el fenotipo alternativo o M2 fue descrito en 1992 por Stein, Doyle
colaboradores, quienes encontraron que la IL-4 e IL-13 inducian la expresion de receptores
fagociticos, como el receptor de manosa (MR, CD206), dando lugar a un fenotipo diferente
especializado en la reparacion tisular'®'®. La IL-4 serfa producida como resultado de dafio tisular,
aunque no es claro qué células son las responsables de su produccién®’, siendo los baséfilos y
mastocitos una de las fuentes propuestas para su produccién temprana mientras que los linfocitos
Th2 sostendrian la produccién de IL-4 e IL-13 en el largo plazo®®. Ademas, la diferenciacién a M2
induce la expresion de la enzima arginasa-1 que conduce a la conversion de la arginina en ornitina,
metabolito inmediato de la arginina en el ciclo de la urea. La ornitina posteriormente es
metabolizada: la ornitina descarboxilasa conduce a la biosintesis de poliaminas, esenciales para la
proliferacion celular, y la ornitina aminotransferasa genera prolina y glutamato, necesarios para la

. . 2 . 24
produccién de colageno™ (revisado por®*)

. A su vez al consumir la L-arginina, disminuye su
disponibilidad generando una baja en la produccién de éxido nitrico por parte de la NOS2**'. De
todas maneras para la definicion del fenotipo M2 se aconseja el uso de varios marcadores en
paralelo, siendo los principales las quitinasas como Ym1y Ym2, producidas en grandes cantidades

242,24 , . 244
' 3, asi como también Relmo™™.

y relacionadas con la reparacion de tejido y la homeostasis
Resulta interesante que la administracion de IL-4 in vivo es suficiente para inducir la proliferacion

, . ., , . 245
de macrofagos, mecanismo responsable de la auto-renovacion de los macréfagos tisulares™.

Posteriormente se observé que dentro del perfil M2 se estaban incluyendo células con diferentes
funciones, y por simplicidad, algunos autores propusieron diferenciar a estos macréfagos segun
sus roles en el mantenimiento de la homeostasis (revisado por232), definiendo al menos dos
grandes grupos, los macréfagos alternativos especializados en la reparacion tisular y los
macréfagos reguladores, asociados principalmente con propiedades antiinflamatorias. Dentro de
estos Ultimos se incluye un fenotipo, producto de la estimulacion con ligandos de TLR junto con
complejos inmunes de IgG, que puede generarse sobre el final de la respuesta inmune como
forma de limitar la inflamacion. La combinacion de estos estimulos inducen un aumento en la
expresion de IL-10, caracteristica distintiva de este fenotipo regulador, a la vez que se provoca una

246

baja en la produccién de la interleuquina inflamatoria IL-12°". Como la IL-10 puede inhibir la

produccion y actividad de varias citoquinas pro-inflamatorias, estos macréfagos son potentes

inhibidores de la inflamacion, por mas de que preserven la capacidad de producir citoquinas pro-

6

. . / / 241 s
inflamatorias y de ser células presentadoras de antigenos™”. Ademas, se propuso que los
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glucocorticoides liberados en respuesta al estrés inhiben la transcripcién de citoquinas

inflamatorias originando un fenotipo con propiedades reguladoras (revisado por®").
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Figura 1.6. Macréfagos clasicos (M1) y alternativos (M2): seiales que promueven su diferenciacion,
fenotipos adquiridos y respuestas efectoras consecuentes. Los estimulos M1 se agrupan segun su
capacidad para inducir respuestas y marcadores inflamatorios, siendo los principales el IFN-y y el LPS. Al
tomar contacto con los receptores celulares especificos, activan en los macréfagos vias de sefializacién
diferenciales (JAK1-2/STAT1-2 y dependientes de MyD88/TRIF, respectivamente) promoviendo la expresién de
moléculas presentadoras de antigeno (MHC-Il) y coestimuladoras (CD86) asi como de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNFo) y perfiladoras de la activacion T (IL-12) que generan respuestas de tipo 1
especializadas en eliminar patdgenos intracelulares. Los estimulos M2, como la IL-4 o IL-13, encienden
cascadas alternativas (JAK1-3/STAT6) que promueven un fenotipo caracterizado por la expresion del receptor
de manosa (MR) y barrenderos (SRs), de arginasa (Arg) y la secrecion de IL-10 y del receptor de IL-1 (IL-1r)

. . .. L s . 22
asociado a las respuestas tipo 2 especializadas en eliminar/encapsular parasitos. Adaptado de®®’.

47



En la actualidad hay un intento por dejar atras las clasificaciones de los macréfagos hasta ahora
utilizadas e intentar unificar los criterios, mediante el uso de una nomenclatura que especifique el
estimulo utilizado para la diferenciacion del macréfago. Por ejemplo, el macréfago clasicamente
activado deberia nombrarse como M (LPS+IFN-y), mientras que aquél al que definimos
anteriormente como reparador deberia definirse como M (IL-4) (revisado por248). De este modo se
evita el uso de los términos, como M1, M2, clasico, alternativo y regulador, que a veces contemplan
a mas de una poblacién y no reflejan el estimulo empleado para la obtencion de las células. De

todas formas, este cambio no estd completamente instaurado.

1.6.1.2. Macrofagos de cavidad peritoneal

Debido a que en este trabajo se utilizd la cavidad peritoneal para analizar las propiedades
inmunomoduladoras del EgAgB, se resumen las principales caracteristicas de su composicion
celular, con énfasis en los macréfagos.

La cavidad peritoneal del ratén (CP) es un entorno Unico, caracterizado por la presencia e
interacciéon de muchos tipos celulares. En condiciones basales la mayoria de las células
peritoneales son macréfagos y linfocitos B1 aunque también estan presentes, en proporciones
menores, linfocitos B2 convencionales, linfocitos T, células NK, DCs y granulocitos (principalmente

. s 249,2
eosindfilos)492*°

. Sumado a la complejidad de la composicion celular en la CP, se demostrd la
coexistencia de dos subconjuntos de macrofagos, que exhiben distintos fenotipos, funciones y
origenes. Estos subconjuntos se clasificaron seguin su morfologia en macréfagos peritoneales
grandes (LPM, del inglés large peritoneal macrophages) y macréfagos peritoneales pequefios (SPM,
del inglés small peritoneal macrophages). SPM y LPM expresan diferencialmente una variedad de
marcadores de superficie, incluidos los PRRs y proteinas implicadas en la presentaciéon de
antigenos y la migracion celular. Los LPM son los mas abundantes en el estado basal y expresan
niveles altos del marcador fenotipico F4/80 y niveles nulos/bajos de MHC-II (F4/80""MHC-II"").
Parecen originarse a partir de precursores embriogénicos y conservan la capacidad de proliferar in

218,251 R /
. Su mantenimiento en la CP esta regulado por la

situ para conservar los niveles fisiologicos
expresion de factores de transcripcion especificos y sefiales derivadas de los tejidos. Por el
contrario, los SPM, representan un porcentaje menor en la CP en estado basal, tienen un fenotipo
F4/80 bajo y MHC-II alto (F4/80"MHC-II""), y se generan a partir de precursores mieloides

. P ; 252
derivados de la médula 6sea

. Las poblaciones mencionadas promueven respuestas diferenciales
frente a la estimulacion in vitro e in vivo, reforzando que los macréfagos peritoneales no pueden
considerarse una poblacidon Unica. En respuesta a estimulos infecciosos o inflamatorios, la
composicion celular de la CP se altera drasticamente, los LPM desaparecen y los SPM aumentan y
se convierten en la poblacidon prevalente junto con su precursor, el monocito inflamatorio
reclutado desde la circulacion®®#"#*** | 3 reaccién de desaparicion de LPM en la CP ocurre en
procesos inflamatorios agudos®® e inicialmente se asocié con la muerte celular, la migracién a los
ganglios linfaticos drenantes o la adherencia de los macréfagos a los tejidos estructurales. Hoy se
sabe que este comportamiento se debe principalmente a su migracion al omento o epipldn
mayor®*****, Frente a la estimulacion de la CP con LPS, zymosan o tioglicolato y el estudio de sus
efectos locales en el corto plazo, se ha observado que los LPM tienen una dinamica inicial de
desaparicion y sus niveles no se recuperan totalmente tras los primeros dias (entre dos y cuatro

’ . . . 1 249,257
dias dependiendo de la estimulacion®**)

. En cuanto a sus cometidos, los SPM y LPM exhiben
funciones diferenciadas y especializadas en la CP; los SPM presentan un perfil pro-inflamatorio y

los LPM parecen tener un papel en el mantenimiento de la homeostasis. En este sentido, los SPM
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serian la principal fuente de mediadores inflamatorios en la CP durante la infeccidon, mostrando
una mayor actividad fagocitica y siendo la principal fuente de IL-12%°. Este hecho se ha
correlacionado con la renovacién y mejora de las condiciones inmunitarias de la CP**>. Los LPM,
por su parte, contribuirian a la produccion de IgA por células B1 peritoneales dependiente del

254

acido retinoico e independiente del tejido linfoide asociado al intestino Por lo tanto, la

presencia de LPM y SPM especializados en la CP es crucial para mantener la salud de este

. 252
compartimento™.

1.6.2. Los monocitos

Los monocitos constituyen el 10% de los leucocitos circulantes en humanos y el 4% en ratén. Se
desarrollan en la médula dsea a partir de un progenitor mieloide comin compartido con los
eritrocitos, plaquetas, DCs y granulocitos. Adicionalmente, el bazo del ratdn constituye un
reservorio periférico importante de monocitos™®. Histéricamente, se pensaba que los monocitos se
diferenciaban exclusivamente a macréfagos y DCs en el tejido. Sin embargo, hoy sabemos que la
mayoria de los macréfagos residentes posee un origen embrionario mientras que las DCs derivan
principalmente de distintos precursores de la médula ésea. Por lo tanto, los monocitos se han
liberado de su imagen exclusiva como “hermanos inmaduros” de los macréfagos o DCs*®. De
hecho, los monocitos reclutados durante la inflamacion dan lugar a células derivadas de monocitos
que a menudo son funcionalmente distintas de dichas poblaciones®”.

Los monocitos se caracterizan por funcionar como un "escuadrdn de emergencia”, preparado para
movilizarse rapidamente y en grandes cantidades a los sitios inflamados, y por su gran plasticidad
lo que les permite mediar efectos pro-inflamatorios o resolutivos. Esta plasticidad es compartida
por otras células mieloides como los macréfagos, ya que es consecuencia de que sus propiedades
derivan de la activacion inducida por el reconocimiento de las sefiales de peligro (PAMPs o
DAMPs) a través de PRRs. Dependiendo del conjunto de sefiales detectadas, los monocitos pueden
adquirir propiedades pro-inflamatorias y citotoxicas (secrecién de citoquinas y mediadores
lipidicos pro-inflamatorios y produccién de ROS/RNS), o resolutivas y de reparacién celular
(secrecion de citoquinas y mediadores lipidicos anti-inflamatorios entre otros productos) (Figura
1.7). En modelos de infeccidon por Listeria monocytogenes, Trypanosoma brucei, Toxoplasma gondii
o Leishmania major se identificd un subconjunto de monocitos efectores, llamados (Tip)-DC, que
refuerzan la funcion de eliminacién de los patdgenos por los macréfagos residentes mediante la
secrecién de la citoquina proinflamatoria TNF-a y la produccién de 6xido nitrico (revisado por™®).
Adicionalmente, en la infeccidn por helmintos como Schistosoma mansoni, se ha descrito que los
monocitos infiltrantes pueden adoptar un fenotipo similar a M2, con expresion de CD206 (MR)

. . ., , 2
incluso antes de su diferenciacion a macréfagos®®.

En procesos inflamatorios crénicos el
reclutamiento de monocitos puede contribuir a perpetuar la inflamacién favoreciendo la patologia
como sucede en enfermedades autoinmunes como la encefalomielitis autoinmune®®, el lupus
eritematoso sistémico, la esclerosis sistémica y la artritis reumatoidea (revisado por262). Asimismo,
en un modelo de colitis, se mostré que los monocitos reclutados contribuirian a perturbar la
homeostasis en el colon e impulsar alin mas la colitis, ya que produjeron menos IL-10 y méas TNF-a
que los macréfagos derivados de monocitos presentes en el intestino previo a la induccion de la
patologia®®. Los fenotipos de monocitos regulatorios podrian adquirirse incluso mientras se
encuentran en circulacién, antes de extravasar al tejido lesionado o inflamado®®. Existen varios
modelos en los que se postula la contribucién de los monocitos a la regulacion de la inflamacion y
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la reparacion tisular, incluyendo situaciones de dafio cardiaco (infarto) %>, hepético (donde serian

responsables de acelerar el proceso de cicatrizacidn)® 2%

|258,27O

, lesiones en la retina y la médula
espina asi como también durante la inflamacion alérgica, donde amortiguan las respuestas

L. L. . . Lo 271
alérgicas cronicas promovidas por la IL-4 derivada de los baséfilos™ .

En humanos, existen tres grandes grupos de monocitos que se definen dentro del conjunto de
células HLA-DR™: los monocitos clasicos CD14""CD16  constituyen entre el 80-90% de los
monocitos circulantes y los monocitos intermedios CD14°CD16™ y no clasicos CD147*CD16"
completan el 10 a 20% restante®**’?. En el ratén se clasifican los monocitos clasicos son
Ly6C*"CCR2'CX3CRT y los no clasicos son Ly6C”7"CCR27*CX3CR1"***"*”  La comparacion
transcripcional entre el humano y el ratdn mostré una correlacién entre los monocitos clasicos
CD14""CD16™ y los Ly6C**, asi como entre los no clasicos CD147"CD16" y los Ly6C”*. De todos
modos, la representacion de cada grupo difiere entre las especies ya que en humanos predominan
los clasicos mientras que en ratdn estan igualmente representadas las poblaciones. Se propone

214,274 .
“™. Los monocitos

que las distintas poblaciones de monocitos difieren en sus funciones efectoras
clasicos tienen la capacidad de migrar a los tejidos en condiciones homeostaticas®” y una vez alli
pueden transportar antigenos a los ganglios linfaticos o contribuir a la poblacion de macréfagos

216,225,276,277

residentes . Secretan principalmente citoquinas inflamatorias como IL-6 y quimioquinas

como IL-8, CCL2 y CCL3 en respuesta a PAMPs o DAMPs, reclutando més células inflamatorias al

278,279

sitio de infeccion/dafio . Como ya se menciond, estos monocitos cubririan la desaparicion de

264280 £ el caso de la

macréfagos residentes que se da bajo ciertas condiciones inflamatorias
cavidad peritoneal, los monocitos infiltrados comienzan un camino de diferenciacion que lleva a la
reduccién de la expresion de Ly6C para culminar aportando a la poblacién de macréfagos
residentes (SPM, F4/80 " MHC-II"")**. No se conoce con exactitud si los macréfagos que derivan de
monocitos infiltrantes pueden suplir todas las funciones de los macréfagos residentes de origen
embrionario. Se piensa que al entrar al tejido sufren cambios transcripcionales inducidos por
estimulos del ambiente que los asemeja a los macréfagos residentes de origen embrionario, pero
mantienen diferencias epigenéticas, transcripcionales y funcionales, incluyendo el hecho que
carecen de la capacidad de autorrenovarse, al menos por periodos largos. En la sangre, los
monocitos clasicos que permanecen en circulacion, se diferencian en monocitos intermedios
CD14*CD16**” que pueden secretar grandes cantidades de IL-1B y TNF-a cuando se estimulan con
PAMPs como el LPS”®*° Se ha visto que en células del endotelio activadas por TLR7, los
monocitos CD14"CD16" se encargan del reclutamiento de los neutréfilos que median la muerte de
las células endoteliales, para luego proceder a la eliminacion de los deshechos celulares
generadoszm. Por otra parte, los monocitos CD147*CD16" se conocen como monocitos
"patrulleros" que actian como fagocitos residentes de la vasculatura, examinando continua y
activamente el endotelio y eliminando desechos* (restos celulares circulantes® y la proteina f-
amiloide en el limen de las venas®®). La molécula CD16 es un receptor para el fragmento Fc de
anticuerpos IgG, por tanto los monocitos que expresan CD16 son eficientes en realizar fagocitosis
mediada por anticuerpos. Respecto al tiempo de vida, los monocitos no clasicos circulan en
promedio en la sangre 2 dias en el raton y 7 dias en el ser humano®®*”, dependiendo de la
disponibilidad de M-CSF?®*. El mayor tiempo de vida en la circulacion les otorga una ventaja ya
que mantiene un pool importante de células circulantes, incluso en condiciones de inflamacion,
cuando los monocitos clasicos se destinan mayoritariamente a extravasar a los tejidos y no pueden
originar monocitos no clasicos.
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Figura 1.7. Diversidad de funciones de los monocitos en condiciones fisioldgicas y patolégicas. Los
monocitos constituyen reservorios periféricos, pueden diferenciarse al fenotipo no clasico patrullante o
ingresar a los tejidos para cumplir distintas funciones en condiciones homeostaticas o patoldgicas.
Dependiendo del estimulo, al ingresar al tejido pueden adquirir capacidades inflamatorias, de presentacion de
antigenos, moduladoras, anti-inflamatorias o regenerativas. La inflamacién puede conducir a la produccién de

nuevos subconjuntos de monocitos y contribuir con la inmunidad entrenada asociada al aumento en su

ndmero y en la produccién de citoquinas inflamatorias. Adaptado de®*®,

1.6.3. Respuesta inducida por el LPS en macréfagos y monocitos
1.6.3.1. Generalidades sobre el LPS

Dado que en este trabajo se utilizé LPS como agonista para modelar la activacion inflamatoria de
monocitos y macréfagos, se revisa aqui la literatura sobre sus principales caracteristicas
bioquimicas, relevantes en cuanto a la interaccion con los principales PRRs en células innatas,
particularmente el receptor TLR4 y NLRP3. Por otra parte, vale la pena resaltar que si bien no se
trata de un PAMP derivado de cestodos, existe un arrastre de productos derivados de la
microbiota intestinal al higado, por la via porta, que mantienen niveles de LPS en el higado®®,
principal localizacién de la hidatide. Por esta razén, es un agonista que fisioldgicamente podria

estar presente en el sitio de establecimiento de la hidatide.

El LPS es una molécula grande de naturaleza glicolipidica, anfipatica, considerada como el
antigeno de superficie mas importante de las bacterias Gram-negativas. Desempefia una
importante funcidon en la activacién del sistema inmune, siendo el responsable del shock
endotdxico™®. Los estudios de varias bacterias Gram-negativas sugieren una estructura general

287
)

comun del LPS (revisado por™’). La molécula se compone de tres regiones principales, el lipido A,

la region central y las colas de O-polisacaridos, cada una con funciones diferentes y/o sinérgicas
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que contribuyen a su virulencia y a la complejidad de las interacciones que establece con células
del hospedero. Brevemente, el lipido A, es la porcién lipofilica de la molécula; generalmente se
compone de un dimero de glucosamina (D-GIcN) unido a seis cadenas de acilo por enlaces éster o
amida que le permiten ensamblarse en la membrana externa bacteriana. La regién central o core
se divide en dos partes: una regién interna, compuesta por heptosas, acido 3-desoxi-D-
manooctulosénico (Kdo) y L-glicero-D-manoheptosa, y una externa, formada por hexosas
(glucosa, galactosa y N-acetilglucosamina). En la mayoria de las cepas Gram-negativas, esta region
central estd unida a las unidades repetidas de sacaridos llamados O-polisacaridos u O-
antigenos® ™ (Figura 1.8). Los antigenos O varian entre las cepas bacterianas y dan a las
bacterias un fenotipo rugoso o liso; estdn truncados o ausentes en el fenotipo rugoso en
comparacion al liso. Las variaciones en los antigenos O pueden asociarse con mecanismos de
evasion del sistema inmunitario, en particular el sistema del complemento del hospedero®®'. Por
otra parte, el lipido A, asi como las regiones de polisacaridos, pueden inducir potentes respuestas

289,292-294

inmunitarias . Particularmente, el lipido A es responsable de varios efectos fisiopatoldgicos

que incluyen toxicidad, mitogenicidad, reactividad del complemento®#*

297,298

y gelificacién del lisado

de Limulus . La fraccién soluble de lipido A indujo toxicidad y pirogenicidad en ratones y

conejos, reproduciendo las propiedades del LPS intacto®”’. Ademas, el lipido A de E coli

sintetizado quimicamente mostrd actividad endotdxica idéntica a la del compuesto natural,

. . ;. Lo 292,297,2
respaldando atin mas al lipido A como centro endotéxico del LPS#%%9%%,
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Figura 1.8. Estructura del LPS presente en la pared de bacterias Gram-negativas. El LPS proporciona
integridad estructural y funcional a la membrana externa de las bacterias Gram-negativas. Es una molécula
anfipatica con una estructura general que consta de tres regiones diferentes: el lipido A hidrofébico, un
polisacérido central y el antigeno O. El lipido A consta de un esqueleto de diglucosamina bifosforilada (GIcN-

P) sustituido con seis cadenas de acilo que estan unidas por un enlace éster o amida. Adaptado de®®’.
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Existen varias moléculas de reconocimiento del LPS en las células innatas, entre los que se
encuentran receptores de membrana y citosélicos. Dentro de estos receptores, el TLR4 es el méas
importante y mejor caracterizado en relacién a la interaccion con el LPS. Estd expresado en la
superficie de las células fagociticas del sistema inmune, incluidos los macréfagos tisulares, los
monocitos periféricos, los neutréfilos y las DCs*®’. El reconocimiento de LPS por TLR4 induce una
cascada de sefializacion inflamatoria con produccién de citoquinas que contribuye a eliminar

, . . 291,299
patdgenos invasores (revisado por™ ")

. Si bien se pensaba que el TLR4 era el Unico receptor para
el LPS, estudios recientes han proporcionado informacién sobre dos sistemas de reconocimiento
de LPS independientes de TLR4, el receptor de potencial transitorio (TRP, del inglés transient
receptor potential) dependiente de canales que detecta LPS extracelular y la caspasa-4/5/11 que
detecta LPS intracelular. El LPS extracelular detectado por los canales TRP presentes en las células
neuronales provoca inflamacién neurogénica y dolor en ratones®®. La caspasa-4/5 en humanos y
la caspasa-11 en ratones detectan LPS dentro del citosol de las células inmunes innatas, como los
macréfagos, para impulsar la produccion de las citoquinas proinflamatorias IL-13 e IL-18 y la

. _ ) _ o
muerte celular inflamatoria, denominada plroptosls30 303,

1.6.3.2. Principal sensor celular para el LPS: el TLR4

Como lo dice su nombre, el receptor TLR4 pertenece a la familia de TLRs, proteinas
transmembrana que atraviesan una Unica vez la bicapa lipidica de la célula que tienen la capacidad

de reconocer diferentes ligandos (revisado por304

). Estructuralmente posee una region extracelular
con copias de un dominio de repetidos ricos en leucina (LRR del inglés, Leucine Rich Reapets) y una
porcidn citoplasmatica con un dominio Toll/receptor de IL-1 (TIR, del inglés Toll-IL-T Receptor). El
conjunto de dominios LRR en el exterior adopta una forma de herradura que se adapta al
reconocimiento y union del ligando especifico. Tras el reconocimiento se produce la dimerizacion
del TLR4 que acerca los dominios TIR y permite su interaccion con moléculas adaptadoras que
contindan la sefializacion intracelular. Existen cuatro moléculas adaptadoras que participan en vias
de sefializacion dependientes de TLR4 (Figura 1.9): TIRAP, MyD88, TRIF y TRAM (revisado por304).
Una de estas vias utiliza a TIRAP/MyD88°%*%, proteinas que poseen un dominio TIR C-terminal
que se asocia con el dominio TIR del TLR4 y lleva a la formacion de un complejo proteico, o
myddosoma, junto con otras serin-treonin quinasas de la familia IRAK*®. El reclutamiento de IRAK-
4 facilita la fosforilacion de IRAK-1 mediada por IRAK-4. IRAK-1 activado luego se asocia con TRAF6
lo que conduce a la activacion de dos vias de sefializacién distintas. Por un lado la activacién de los
factores de transcripcién AP-1, a través de la activacion de MAP quinasas, y por otro la activacion
del complejo TAK1/TAB, que potencia la actividad del complejo kB quinasa (IKK) asociada a la
fosforilacién y posterior degradacion del inhibidor IkB, y la consecuente translocacion nuclear del

307

factor de transcripcion NF-kB™". La activacion de este factor es responsable de la expresion de

diversas citoquinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-a, entre otras™"

y de la
produccidon de NO-. Por otro lado, se observd que la estimulacion via TLR4 de macréfagos
deficientes en MyD88 llevo a la activaciéon de NF-kB con una cinética retrasada, identificando una
via independiente de MyD88 y dependiente de la endocitosis del TLR4 y su asociacion con TRIF y
TRAM (del inglés TIR-domain-containing adapter-inducing interferon- y trif related adaptor

309,310

molecule, respectivamente) . Esta via, a través del factor RIP1, conduce a esta activacion

retrasada de NF-kB”" y a través de TBK1 e IKKi/IKKe*™*", que son miembros de las quinasas IkB no

314

candnicas, activa directamente IRF3°". TBK1, y en menor medida, IKKi/IKKe, participan en la

induccién de IFN tipo | y genes estimulados por IFN dependiente de TRIF™™"®. En conjunto, el
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reconocimiento de ligandos por el TLR4 enciende vias que promueven la expresién de citoquinas
proinflamatorias y de moléculas coestimuladoras sobre la superficie celular, relevantes para la
activacion T en el ganglio o el reconocimiento con linfocitos T efectores en el tejido.
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Figura 1.9. Vias de sefalizacién a través de TLR4. Las vias de sefializacion de TLRs consisten en dos
principales cascadas segun los adaptadores que contiene el dominio TIR, como TIRAP/MyD88 y TRIF/TRAM.
MyD88 media la activacién de NF-kB y la subsiguiente induccién de genes de citoquinas inflamatorias y

NOS2. TRIF media la activacion dependiente de IRF3 y NF-kB y la posterior induccion de IFN- y de moléculas

co-estimuladoras. Adaptado de®™.

1.6.3.3. Reconocimiento del LPS dependiente e independiente de TLR4

El reconocimiento eficiente del LPS por las células inmunes y la consecuente produccion de
mediadores inflamatorios por parte del TLR4 (Figura 1.10) requiere de la accién orquestada de
varias proteinas accesorias, como la proteina de unién a LPS (LBP, del inglés LPS-binding protein),
CD14 y MD2*"***° (y revisado por””). Aunque la naturaleza exacta de la interaccién entre el LPS y el
complejo TLR4/MD2 es algo incierta aun, varios estudios han podido desentrafiar etapas del
proceso. El LPS forma micelas que a menudo son secretadas por bacterias Gram-negativas en

. 321,322
forma de vesiculas de membrana externa

(OMV, del inglés outer membrane vesicles). La
extraccion del mondmero de las micelas de LPS requiere la accion concertada de la LBP y CD14. Se
postula que el inicio del reconocimiento comienza con la disociacion del monémero de agregados
de LPS por la LBP, accién que depende del dominio N-terminal de esta proteina®*****. La LBP
media el transporte del LPS a CD14, presente en la mayoria de las células fagociticas®”. En una
mezcla de reaccion de micelas de LPS con LBP o CD14, sélo las moléculas de LBP se unieron a la
superficie de las micelas de LPS, lo que sugiere que CD14 no puede interactuar directamente con

los agregados de LPS. Sin embargo, CD14 puede unirse al agregado LBP-LPS y extraer monémeros
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Figura 1.10. Reconocimiento del LPS por el receptor TLR4 y sus consecuencias funcionales. La proteina
sérica LBP se une al mondmero de LPS y lo entrega a una molécula de CD14 que puede ser soluble o estar
unida a la membrana (proteina anclada a glicosilfosfatidilinositol). CD14 transfiere el LPS al ectodominio del
complejo receptor TLR4/MD2 que conduce a la homodimerizacion del TLR4 y la posterior activacién de la via
MyD88/TIRAP. Por otra parte, la endocitosis del complejo LPS-TLR4/MD2 conduce a la activacién de la via
TRIF/TRAM.

de LPS por un mecanismo que involucra la interaccion de CD14 con el extremo C-terminal de la
LBP***. Una vez que el CD14 se carga con un monémero de LPS, se disocia de la LBP y facilita la
transferencia del LPS al complejo MD2/TLR4 en un proceso de un solo paso (el MD2 sélo no
puede recibir/extraer el LPS de CD14)***. La unién del LPS conduce a la dimerizacion del complejo
TLR4/MD2-LPS, permitiendo que el LPS interactie con el bolsillo hidrofébico presente en MD2,
donde cinco de las seis cadenas lipidicas quedan enterradas en el interior del bolsillo y una
expuesta a la superficie que interactia con una segunda molécula de TLR4. Esto conduce a
cambios estructurales adicionales en MD2 que respaldan la dimerizacidon del complejo TLR4-
MD2***' La unién del LPS al complejo TLR4-MD2 depende de la estructura del LPS, en particular
el LPS de R. sphaeroides no conduce a la dimerizacién del TLR4 en comparacién con el LPS de E.

328

coli**". La union de TLR4/MD2-LPS promueve la homodimerizacion de los ectodominios de TLR4 y

los cambios estructurales y conformacionales subsiguientes inducen la dimerizaciéon del dominio
TIR. Como ya se menciond, el myddosoma media cascadas de sefializacion que conducen a la
translocacion de NF-kB y AP-1 induciendo la expresion de citoquinas proinflamatorias y de la
NOS2**" (revisado por’®™***). Ademas de la sefializacion iniciada en la superficie celular, la unién

de LPS conduce a la endocitosis del TLR4 activando TRIF/TRAM con la consecuente induccién de

310,318,333

interferones de tipo 1y potenciacién de NO- . Esta via, ademas, parece ser la principal

responsable de la induccion de la expresion de las moléculas co-estimuladoras CD40 y CD86 que

334-337

caracterizan a la activacion de APCs por LPS . En conjunto, la literatura muestra la importancia

del TLR4 como sensor del LPS. De hecho, ratones deficientes en TLR4 son muy susceptibles a la

infeccion por diferentes cepas de bacterias Gram-negativas debido a la incapacidad de reconocer

A . - 338
e iniciar una respuesta inmunitaria adecuada

resistentes al shock por LPS*.

. En contrapartida, esta deficiencia los hace
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Por otra parte, corresponde mencionar que el LPS asociado con bacterias u OMVs, y quizas el LPS
purificado, puede in vivo acceder al citosol y estimular PRRs (Figura 1.11)**% esto no parece suceder
** Se ha demostrado que el DAMP

341,342

con el LPS purificado en modelos de estimulaciéon in vitro
HMGBT, con capacidad para unirse a LPS, esta involucrado en el transporte intracelular de LPS
(Figura 1.11). No obstante, la mayoria de los mecanismos por los cuales el LPS libre se traslada al
citosol in vivo siguen siendo desconocidos. En el citosol existen receptores para PAMPs, de la
familia de receptores tipo NOD (NLRs, del inglés nucleotide-binding and oligomerization domain-
like receptors). Miembros de esta familia, como el NLRP3, detectan productos y actividades
microbianas conduciendo al ensamblado de un complejo supramolecular especializado llamado
inflamasoma (revisado por®*), responsable de la activacion de la caspasa-1, que es necesaria para
la maduracién y consecuente secrecién de las citoquinas proinflamatorias IL-1B e IL-18**%. Sin
embargo, dos estudios independientes describieron que el LPS que logra el acceso al citosol
celular puede activar otra caspasa, la caspasa-11, en forma independiente de TLR4 y de NLRs*****,
Esta activacién, que depende de la unién del lipido A al dominio CARD de la caspasa-11, tiene una

alta afinidad (comparable a la de la unién al complejo TLR4-MD2**

) y desencadena su
oligomerizacién y activacién catalitica, de acuerdo con el modelo donde las caspasas iniciadoras se
activan por proximidad. Los ortélogos humanos caspasa-4 y caspasa-5 también pueden unirse
¥ Este

mecanismo de activacion de las caspasas 11/4/5 que no requiere de un andamio de tipo NLR para

directamente al LPS y activarse proteoliticamente para desencadenar la piroptosis

su activacion, constituye una via para la generacion de un inflamasoma no-candnico. Se puede
interpretar que estas caspasas actuarian como receptores funcionales para el LPS intracelular

. 47y - . ./ . o 2,345,34
(revisado por3 ), induciendo la formacién de un inflamasoma no canénico®¥24>34

que lleva al
procesamiento de la gasdermina D (GSDMD) y la piroptosis. En forma secundaria a la formacién
de este inflamasoma, el efecto de la GSDMD sobre la membrana celular conduce a la activacion
del inflamasoma NLRP3 vy la maduracion de caspasa-1, IL-1B e IL-183483°0 (Figura 1.11),
probablemente como consecuencia de la disminucion del K* intracelular (revisado por351). CD14
desempefiaria un papel esencial en la activacion in vivo de la caspasa-11 por LPS intracelular,
independiente de TLR4, sugiriendo que es un componente integral del inflamasoma no candénico
inducido por el LPS*?,

De acuerdo con las vias de sefializacién anteriormente descriptas, la estimulacion con LPS de
monocitos y macréfagos promueve un fenotipo tipo M1 pro-inflamatorio, aumentando la
expresion de moléculas presentadoras de antigeno (MHC-II) y coestimuladoras (CD40 y CD80/86),
de la NOS2, y la produccion de las citoquinas IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-q, entre otras®>**>*. Debido a
sus fuertes efectos proinflamatorios el LPS se ha utilizado como modelo para activar monocitos y

354,355 356-360 . . .
, particularmente para el estudio de propiedades moduladoras de

macréfagos in vitro
componentes parasitarios131’361208. En cuanto a los monocitos, se observaron diferencias en la
capacidad de respuesta/fenotipo entre los pertenecientes a la linea THP-1y aquellos derivados de
sangre periférica tras su estimulacion con LPS****%*% o que refleja la heterogeneidad poblacional
y efectora en los modelos existentes, complejizando su estudio. Existen también modelos in vivo
de estimulacién con LPS que han permitido comprender la dindmica de las poblaciones de

249255 55i como

monocitos y macrdfagos peritoneales y sus fenotipos en presencia de inflamacion
describir el rol protector/modulador de componentes con posibles aplicaciones para el

. . . L. 4
tratamiento de trastornos inflamatorios CI’OF\ICOS36 .
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Figura 1.11. Deteccion de LPS citosélico por el inflamasoma no canénico. El LPS que accede al citosol es
detectado por una subfamilia de caspasas, la caspasa-11 en ratones y la caspasa-4/5 en humanos. Las
acciones coordinadas de GBPs e IRGB10 facilitan la liberacion de LPS de bacterias en el fagosoma o bacterias
que han invadido el citosol. Las OMV secretadas por las bacterias también permiten que el LPS alcance
localizacion citosolica durante la infeccidn. La sefializacion de interferdn tipo | iniciada tras el reconocimiento
de LPS por TLR4-TRIF asegura la expresion adecuada de componentes del inflamasoma no canénico, como
caspasa-11, GBP e IRGB10. La caspasa-11y la caspasa-4 activas escinden GSDMD para liberar su NTD, que
migra a la membrana plasmatica para formar poros con un didmetro interno de aproximadamente 18 nm. En
los monocitos, el inflamasoma NLRP3 también se activa después de formacién de los poros de GSDMD, muy
probablemente debido a la disipacion de potasio intracelular (K+) a través de éstos. La acumulacién de poros
de GSDMD en la membrana plasmatica eventualmente conduce a la muerte celular piroptdtica, que ocurre
tanto en los monocitos como en las células no monociticas. IFNAR: receptor de interferones tipo |; GBPs:
proteinas de unién a guanilato; IRGB10: miembro B10 de la familia GTPasa relacionada con la inmunidad; IFN-
B: interferdn-f3; GSDMD: gasdermina DFL: largo total; NTD: dominio amino terminal.
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1.7. Hipétesis y objetivos de la tesis

1.7.1. Hipotesis de estudio

E. granulosus regula la respuesta inmune de su hospedero permitiéndole establecer infecciones
crénicas. La potente inmunomodulacion desplegada es producto de multiples mecanismos donde
intervienen distintos componentes del parasito. Uno de los candidatos parasitarios es el EgAgB,
dado su potencial inmunomodulador, su expresién en las formas infectivas (oncésferay PE) y en la
hidatide y su evidente interaccién con el sistema inmune del hospedero dada la generacion de
anticuerpos especificos.

La hipotesis de este trabajo es que el EgAgB interacciona con células de la inmunidad innata,
incluyendo macréfagos y monocitos inflamatorios, o que contribuye a limitar la inflamacion local y
probablemente repercute en la respuesta adaptativa montada frente a la infeccion. Ademas, por
ser una lipoproteina similar a la HDL de vertebrados y contener lipidos esenciales para el parésito,
particularmente esteroles, planteamos que el EgAgB se une a estas células innatas a través de
receptores para lipoproteinas y cumple un papel dual: transduce sefiales moduladoras que
contribuyen al apagado de la inflamacion inducida por la infeccion y participa en la adquisicion y/o
transporte de colesterol del hospedero203 (Figura 1.12).

S~ Sefiales de peligro

~ derivadas de la infeccion
~ (agonistas de PRRs)

ONCOSFERA Sa

Macréfagos
Monocitos inflamatorios

PROTOSCOLEX

PRE-ENQUISTAMIENTO

éInteraccion?
¢Modulacion?
¢Toma de lipidos?
S

¢Composicion
nativa?
¢Fenotipo modulador?

A

POST-ENQUISTAMIENTO

Figura 1.12. Hipotesis sobre el papel del EJAgB durante el desarrollo de la larva de E. granulosus en el
hospedero intermediario. La infeccién por el parésito en visceras del hospedero lleva al desarrollo de una
respuesta inflamatoria desencadenada por sefiales de peligro derivadas de componentes de la larva y de la
generacion de DAMPs. El EgAgB, sintetizado en la etapa de pre-enquistamiento por la oncésfera (infeccidon
primaria) o el PE (infeccién secundaria), o en la etapa post-enquistamiento por la hidatide, alcanza la interfaz
con el hospedero donde se encuentran células de la inmunidad innata. El EQAgB interactia con macréfagos y
monocitos inflamatorios para tomar lipidos esenciales para el parasito, como el colesterol, y a la vez imprime
sefiales anti-inflamatorias que contribuyen a regular la inflamacién inducida por la infeccion. El rol
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inmunomodulador encuentra sustento en ensayos con preparaciones de EgAgB desnaturalizadas pero no se
ha estudiado utilizando la lipoproteina en su estado nativo.

1.7.2. Objetivo general

Buscar evidencias de la participacion del EgAgB en circuitos de inmunomodulacién y en el
metabolismo lipidico de Echinococcus granulosus s.l..

1.7.3. Objetivos especificos

1) Caracterizar la composiciéon quimica del EgAgB nativo obtenido de materiales parasitarios
disponibles en nuestro laboratorio
1.1 Poner a punto una nueva metodologia para la purificacion del EgQAgB nativo que permita
la caracterizacion de su composiciéon y funcién
1.2 Identificar las variantes apolipoproteicas y los ligandos hidrofébicos del EgAgB nativo
presente en el LH

2) Analizar la capacidad de union del EgAgB a macréfagos y monocitos, posibles blancos
presentes en la interfaz hospedero-parasito, incluyendo:

2.1 la contribucién del componente proteico y lipidico

2.2 la participacion de receptores para lipoproteinas plasmaticas

3) Estudiar a nivel funcional los efectos del EQAgB sobre células innatas, evaluando:
3.1 si es capaz de modular la respuesta inflamatoria de macréfagos, en modelos in vitro de
activacion por agonistas de TLRs
3.2 sies capaz de remover colesterol de los macréfagos in vitro
3.3 en el modelo murino, si altera la composicién de la cavidad peritoneal a nivel celular y de
mediadores solubles, en ausencia o presencia de LPS
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Materiales y Métodos



CAPITULO 2: Materiales y Métodos

En este capitulo de describen los materiales y métodos empleados durante el desarrollo del
presente trabajo. Los procedimientos se llevaron a cabo, en su mayoria, en el Area Inmunologia
perteneciente a Facultad de Ciencias y Facultad de Quimica. En caso contrario, se indica
oportunamente el lugar donde se realizaron los experimentos.

2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos generales

Se adquirieron del laboratorio Sigma-Aldrich (EEUU) todas las sales inorganicas utilizadas en las
soluciones amortiguadoras, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), di-tert-butil-4-metilfenol
(BHT), bromuro de potasio, albumina del suero bovino (BSA), ovoalbumina (OVA), detergentes
laurilsulfato de sodio (SDS), monolaurato de polioxietilen-sorbitan (Tween 20), 4-(1,1,3,3-
Tetrametilbutil)  fenil-polietilenglicol ~ (Tritdn ~ X-100), gel de silica  (flash  silica),
3,3',5,5'tetrametilbenzidina (TMB), estreptavidina conjugada a peroxidasa y los reactivos para la
preparacion de geles de poliacrilamida como bisacrilamida, N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina
(TEMED) y persulfato de amonio, acido tri-fluoro acético (TFA), azul de Coomassie R250, marcador
de peso molecular de amplio rango (#5S8455). Ademas, se obtuvieron reactivos para su uso en
cultivo celular incluyendo bicarbonato y piruvato de sodio, HEPES, dimetil sulfoxido (DMSO), L-
glutamina, solucion antibidtica/antimicotica (Ab/Am, conteniendo 100 U/ml penicilina, 0.1 mg/ml
estreptomicina y 250 ng/ml anfotericina B), forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), lipopolisacarido
(LPS, Sigma #L4516, Escherichia coli O127:B8), zymosan, acido poliinosinico-policitidilico (Poly I:C),
lactoferrina y acido poli-inosinico, LB agar, LB liquido, ampicilina, kanamicina. De los laboratorios
Pierce-Thermo Fisher Scientific (EEUU) se adquirieron N-hidroxisuccinimida-biotina (NHS-Biotina),
N hidroxisuccinimida-fluoresceina (NHS-FITC), reactivos para reacciones de PCR incluyendo la Taq
ADN polimerasa (Fusion #F530S), MgCl,, desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTPs) solucién
amortiguadora concentrada (buffer 10x Phusion HF), reactivos para electroforesis de acidos
nucleicos en gel de agarosa (amortiguador de muestra 6x y marcador de peso molecular) y
marcador de peso molecular pretefiido (#26616) utilizado en las SDS-PAGE. Del laboratorio
AppliChem (Alemania) se obtuvieron reactivos para electroforesis como acrilamida, ditiotreitol -
DTT-, urea y tricina) y los medios de cultivo DMEM (bajo y alto contenido en glucosa) y RPMI 1640.
De Dorwil (Argentina) se obtuvieron el acido acético, acido fosforico, acido sulfurico, cloroformo,
etanol, formaldehido, isopropanol y metanol. Del laboratorio Merck (Alemania) (acetato de etilo,
acetona, diclorometano, dietiléter y hexano). El origen del resto de reactivos bioquimicos se detalla
en la descripcién de los procedimientos donde se utilizaron. Finalmente la fosfolipasa D se
adquirié en Calbiochem, la estreptavidina FITC en BD Bioscience, el marcador de viabilidad AOPI
en Perkin Elmer, el anestésico inhalatorio isofluorano en Cristalina, la PC y PS en Avanti Polar
Lipids, el LPS-Alexa 488 en Molecular Probes y la columna Strep-Tactin XT de 5 mL (IBA Life
Sciences) y sus soluciones para la unién y elucion en IBA Life Sciences.
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2.1.2. Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal EB7 (Mo-EB7) que reconoce la apolipoproteina EgAgB8/1™ fue
generosamente donado por el Dr. Gualberto Gonzélez (Area Inmunologia, Facultad de Quimica).

Para los ensayos de unién del EgAgB a las células en cultivo se utilizd un anticuerpo IgG1 kappa
como isotipo control del Mo-EB7 y un anticuerpo anti-IlgG/IgM de ratdn conjugado a FITC (BD
Biosciences) para revelar la interaccion. En aquellos ensayos de unidn a células inflamatorias de
ratén, los monocitos/macréfagos se identificaron empleando un anticuerpo anti F4/80-PE (BD
Biosciences).

2.1.3. Animales de experimentacion

Se utilizaron hembras de las cepas C57BL/6 6 Balb/c de 9 a 12 semanas de edad, criadas en el
bioterio de la Unidad de Animales Transgénicos de Experimentacion del Instituto Pasteur de
Montevideo para la obtencion de células inflamatorias de cavidad peritoneal y para la generacion
de macroéfagos derivados de médula 6sea (BMDM), respectivamente. Adicionalmente, se utilizaron
hembras Balb/c de la misma edad pero criadas en la Division de Laboratorios Veterinarios “DILAVE
Miguel C Rubino” para los experimentos in vivo. Todos los protocolos empleados obtuvieron la
aprobacion de la Comisidon Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA, UdelaR): protocolos 538,
Exp. N° 101900-000999-17 y 542, Exp. N° 101900-000972-17.

2.2. Lineas celulares y métodos para la obtencién y cultivo de células primarias

2.2.1. Medios de cultivo

Para los cultivos celulares se utilizaron los medios de cultivo RPMI (RPMI 1640 suplementado con
L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 1.5 g/L, hepes 10 mM, acido piravico T mM y AbAm 1%) y
DMEM (DMEM suplementado con-glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 3.7 g/L, hepes 10 mM y
AbAm 1%). También se emplearon los medios Schneider y XPress (Gibco #21720-024 y Lonza
#BE12-730Q, respectivamente), suplementados con streptomicina 50 pg/mL, penicilina 50 U/mL.
Adicionalmente, al medio XPress se le agregd puromicina 6 pg/mL. Para obtener medios de
crecimiento celular, a los que denominaremos medios completos, se adiciond SFB. En general se
utilizd 10% (v/v) de SFB (excepto al XPress) salvo que se indiquen cambios.

Para los cultivos de bacterias E. coli BL21 se utilizé medio LB agar y LB liquido (Sigma Aldrich)
conteniendo kanamicina 40 pg/mL y glucosa 4%.

2.2.2. Linea premonocitica humana THP-1

Se utilizd la linea celular THP-1 (TIB-202, American Type Culture Collection -ATCC-, EEUU),
disponible en la seccién Inmunologia. Se descongelaron rapidamente (en bafio a 37°C con
agitacién) alicuotas correspondientes a generaciones bajas (G 4-8, 5.0-7.0x10° células congeladas
en medio RPMI completo conteniendo 10% DMSO) y se lavaron dos veces con RPMI completo
centrifugando 10 minutos a 350 g cada vez. Los cultivos se mantuvieron en frascos de cultivo T-25
(Greiner, #690160) con medio RPMI completo a 37°C y en atmdsfera hiumeda con 5% de CO,,
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siguiendo el protocolo descripto por ATCC. Se sub-cultivaron cada 3-4 dias para mantener la
densidad del cultivo entre 0.2 y 1.0x10° cél/ml y se amplificaron en frascos de cultivo T-75 (Greiner
#658170) para los experimentos. Para la diferenciacién a macréfagos los pre-monocitos se
estimularon con 50 ng/mL de PMA en RPMI-5% SFB por 48 o 72 horas (se indica en cada
experimento). Cuando se emplearon 48 horas, se realizd un posterior cambio de medio, dejando a
las células en RPMI completo (5% SFB) por 24 horas adicionales.

2.2.3. Linea de macréfagos murinos J774

Se utilizo la linea J774A1 (TIB-67, ATCCQ). El cultivo de éstas células se mantiene de forma constante
en el laboratorio del Grupo de Bases Metabdlicas del Riesgo Cardiovascular (Instituto de Recerca
de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona, Espafia). Su cultivo se practicd siguiendo el
protocolo descripto por ATCC. Brevemente, las células se cultivaron en frascos T-75 (Corning
#430641) con medio RPMI completo a 37°C y en atmdsfera hiumeda con 5% de CO,, y se sub-
cultivaron cuando alcanzaron un 80-90% de confluencia. Para ello, se quitaron dos tercios del
medio de cultivo, se despegaron las células con un rastrillo y finalmente se diluyd la suspensién
celular al tercio en medio RPMI completo.

2.2.4. Linea de hepatocitos HepG2

Se utilizd la linea HepG2 (HB-8065, ATCC), disponible en la seccién Inmunologia. Se descongelaron
rapidamente (en bafio a 37°C con agitacion) alicuotas correspondientes a generaciones bajas (G 4-
6.5-7.0x10°cél/mL, congeladas en medio RPMI completo conteniendo 10% DMSO) y se lavaron dos
veces, con DMEM completo, centrifugando 10 minutos a 350 g cada vez. Los cultivos se
mantuvieron en frascos de cultivo T-25 (Greiner) con medio DMEM completo a 37°C y en
atmosfera himeda con 5% de CO,, siguiendo el protocolo descripto por ATCC. Se sub-cultivaron
cada 3 dias cuando alcanzaron 80-90% de confluencia; se quitaron 2/3 del medio de cultivo, se
despegaron las células con un rastrillo y se amplificé diluyendo la suspension celular al tercio en
medio DMEM completo nuevo. Se amplificaron en frascos de cultivo T-75 (Greiner) para los
experimentos.

2.2.5. Macréfagos derivados de médula 6sea de raton (BMDM)

La obtencion de BMDM se realizé, como ya se comentd, siguiendo el protocolo N° 538 (Exp. N°
101900-000999-17) avalado por la CHEA-UdelaR. Los progenitores de médula dsea se diferenciaron
con M-CSF, utilizando como fuente de este factor de crecimiento el sobrenadante de cultivo de la
linea celular de fibroblastos L929°%.

Se partid de un cultivo de células L929 (ATCC, EEUU). Las células se cultivaron a 37°C y en
atmosfera hiumeda con 5% de CO2en medio DMEM completo. La linea se expandid sub-cultivando
las células cada vez que alcanzaron la confluencia. Para la produccion del sobrenadante de 1929
como fuente de M-CSF, se sembraron varios frascos de cultivo T175 en paralelo (Greiner, #661160),
recuperando el sobrenadante y agregando DMEM completo fresco cada 3 dias. El sobrenadante se
centrifugd 5 minutos a 350 g para descartar restos celulares y la fraccién soluble se conservd a -
80°C. Se repitié este procedimiento hasta que comenzé a despegarse la monocapa de células. En
ese punto, se mezclaron todos los sobrenadantes obtenidos, se filtraron con filtros de 0.22 pmy se
titularon. La titulacion consistio en la produccion de BMDM en presencia de distintos porcentajes
del sobrenadante de L929 (5, 10, 15 0 20%), con el fin de determinar la concentracion éptima de
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uso como aquella que permitié obtener la mayor cantidad de BMDM (mayor rendimiento). De
acuerdo con la concentracidon 6ptima de uso (15% del sobrenadante de L929) se prepararon
alicuotas del sobrenadante que se conservaron a -80°C.

Para la produccion de BMDM los ratones Balb/C se sacrificaron mediante el anestésico inhalatorio
isofluorano. Se practicé una diseccidon de sus patas para recuperar las tibias y los fémures. Los
huesos se limpiaron con etanol 70% (v/v) utilizando papel absorbente y se colocaron en una placa
de Petri con medio DMEM bajo camara de flujo laminar. Para extraer la médula dsea se cortaron
las epifisis de los huesos y se perfundié el canal medular de cada hueso con 3 mL de medio
DMEM, utilizando una jeringa estéril con aguja 24G. Se rompieron los agregados celulares
mediante pipeteo suave y la suspension obtenida se centrifugd por 10 minutos a 350 g y 18°C. Se
descartod el sobrenadante y se resuspendieron las células en 10 mL de DMEM para el conteo. Se
plaquearon 5x10° células por placa de Petri estériles (10 cm, Greiner #633181) en 15 mL de medio
DMEM completo conteniendo 15% (v/v) del sobrenadante de cultivo de L929. Al quinto dia se
realizd un cambio de medio (las células en diferenciacién ya son adherentes). Los macréfagos se
cosecharon al séptimo dia de cultivo por despegado mecanico mediante pipeteo utilizando PBS
conteniendo EDTA 3 mM y glucosa 0.1%. Se obtuvieron entre 7 y 12x10° células por placa de
cultivo.

2.2.6. Determinacion de la concentracién y viabilidad celular

El conteo del nimero de células viables se realizd en cdmara de Neubauer utilizando una dilucién
del cultivo que permitiera contar entre 25 y 75 células por cuadrante de la gradilla grabada en la
camara, con el agregado de tripan blue como marcador de viabilidad.

2.3. Material parasitario

Se dispuso de hidatides fértiles y no fértiles colectadas en frigorificos a partir de los higados y
pulmones de animales infectados. Se colectd LH solo de visceras sin signos de putrefaccion y
quistes turgentes, con paredes gruesas, integras y blanquecinas. El material de origen bovino se
obtuvo localmente (Frigorifico Urexport) y el suino en Argentina (donado gentilmente por La Dra.
Mara Rosenzvit). El LH se extrajo mediante puncidn aséptica y se conservd a -20°C con el
adicionado de EDTA 5 mM y BHT 20 uM para evitar la oxidacion de lipidos. Para el caso de los
estudios protedmicos también se colectaron los PE de las hidatides fértiles, a partir de los cuales se
obtuvo informacion del genotipo mediante la amplificacion y secuenciacion de un fragmento de la
subunidad 1 de la enzima mitocondrial citocromo ¢ oxidasa 1 (realizado por la Dra. Marcela Cucher
de la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina). Esta informacién mostrd que
los pooles bovinos pertenecieron mayormente al genotipo G1 de E. granulosus s.s., aunque
también se detectaron hidatides del genotipo G3 y G5 (E. ortleppi). Concretamente para el analisis
protedmico cuantitativo el pool bovino utilizado provino de 20 hidatides pertenecientes a E.
granulosus s.s. (n=18 y n=2 para los genotipos G1 y G3, respectivamente) y de 3 hidatides
pertenecientes a E. ortleppi (genotipo G5). El pool de origen porcino fue, en su totalidad, del
genotipo G7 de E. canadensis (n=24). Adicionalmente se solubilizé con agentes disociantes un
pool de PE proveniente de 15 muestras bioldgicas.
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2.4. Obtencion de preparaciones de EgAgB

Los protocolos de obtencidon del EgAgB se fueron perfeccionando en el transcurso de este trabajo
sumando una serie de cuidados con la finalidad de evitar contaminacién de las fracciones
purificadas. En este sentido, se utilizd material estéril de vidrio, soluciones preparadas con agua
apirégena (ICU-VITA), filtradas por 0.22 pm y suplementadas con EDTA, BHT y AbAm (EgAgBabam)
y se trabajo en cdmara de flujo laminar (en aquellas etapas que lo permitieron).

2.4.1. Puesta a punto de una nueva metodologia para la purificacion del EJAgB nativo por
cromatografia de intercambio iénico y ultracentrifugacién en gradiente de densidad

El EgAgB nativo se purificd a partir de pooles de LH de entre 5 y 25 hidéatides (fértil o no fértil
segun se indique), completando un volumen aproximado de entre 0.7 y 2.5 L. En primer lugar el LH
se clarificd mediante centrifugacién a 7800 rpm durante 20 minutos a 4°C (Sorvall RC 6 Plus,
Thermo) seguido de filtracidon por membranas de 0.45 um. Para su fraccionamiento, se realizé un
primer paso de cromatografia de intercambio iénico en un equipo FPLC System (Pharmacia
Biotech) que permite obtener una fraccion enriquecida en las proteinas parasitarias y eliminar la
seroalbtimina bovina y las inmunoglobulinas del hospedador presentes en el LH'™®. Para ello, se
empled la resina anidnica Q-Sefarosa (GE Healthcare Life Sciences) empaquetada en una columna
de 40 mL de lecho y equilibrada en una solucién amortiguadora fosfato 20 mM pH 7.2,
conteniendo NaCl 0.2 M, EDTA 5 mM, BHT 20 uM y AbAm 1%. Se aplicd el LH a la columna a un
flujo de entre 0.5 y T mL/min y posteriormente se lavd con la solucién amortiguadora de equilibrio
hasta que la absorbancia a 280 nm (Absygg) a la salida de la columna fue menor a 0.05. La fraccion
retenida (QS,) se eluyd de la columna aumentando la fuerza iénica de la solucidn amortiguadora
hasta alcanzar NaCl 0.60 M, utilizando un flujo de 1 mL/min y siguiendo la coloracién amarilla del
eluato. Luego, QSs se dializd contra PBS conteniendo EDTA 5 mM, BHT 20 uM y AbAm 1% (PBS¢.s-
abam) diluido 10 veces, lo cual permitié concentrarla (10 veces) en un equipo SpeedVac Concentrator
(Savant, Thermo Fisher Scientific). Este paso de concentracién se efectud para adecuarnos a los
volimenes 6ptimos para realizar la ultracentrifugacion en nuestro laboratorio (inicialmente este
procedimiento se llevaba a cabo en tubos de mayor volumen en Facultad de Ciencias); permitid
también intensificar la coloracién de la preparacion facilitando su visualizacion al momento de
recuperar la fraccion Lds del tubo de ultracentrifuga. Posteriormente, QS¢ se fraccion6 en un
gradiente de densidad de KBr, aplicando una metodologia basada en la obtencion de
lipoproteinas plasmaticas®®. Para ello, se agregd KBr a una concentracion de 0.49 g/mL a la
fracciéon QS¢y una vez que se disolvié completamente la sal se transfirid la solucién a un tubo de
ultracentrifuga de 5 mL. En la parte superior del tubo se agregd una solucidon conteniendo NaCl
0.15 M, KBr 0.05 g/mL, AbAm 1%, de forma cuidadosa para evitar que se mezcle con la solucién
inferior, y se centrifugd a una velocidad de 245.000 g durante 5 horas a 4°C en una ultracentrifuga
(Sorval mX 120, Thermo). Una vez transcurrido este tiempo, la fraccion de EgAgB aparecié como
una banda de color amarillo (debido a la presencia de lipidos en el EgAgB), posicionada en el tubo
de acuerdo a su densidad, mientras que el resto de las proteinas se concentraron en el fondo del
tubo. Se aspird la banda coloreada, se transfirid a un tubo de vidrio y se realizaron dos rondas
adicionales de ultracentrifugacion en forma sucesiva (UC; y UGC,). Finalmente, el KBr se elimind
utilizando una columna de desalado PD10 (#17-0851-01, GE Healthcare) equilibrada PBS¢-g-apam- Las
fracciones de EgAgB obtenidas se preservaron en frascos de vidrio estériles y bajo atmdsfera de
nitrégeno a 4°C durante un tiempo maximo de uso, no mayor a los 3 meses.
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2.4.2. Obtencion de preparaciones de EgAgB para su uso en ensayos funcionales

Las preparaciones de EgAgB nativo obtenidas siguiendo la metodologia descripta en 2.4.1 no
fueron adecuadas para evaluar sus efectos sobre las células innatas por la presencia de trazas de
contaminantes tipo pirdbgenos (particularmente LPS), pese a la serie de cuidados tomados durante
el protocolo de purificacién (ver seccién 5.1). Apuntando a mejorar la pureza de la preparacion de
EgAgB se planted producir anticuerpos monodominio de llama (VHH, conocidos como
nanoanticuerpos o nanobodies) anti-EgAgB8/1 para sumar un paso final de cromatografia de
inmunoafinidad al protocolo de purificacion descripto en 2.4.1. Por otra parte, como una
alternativa al uso del EgAgB nativo, se abordd la produccion de la forma recombinante del
EgAgB8/1 en células eucariotas (Drosophila melanogaster).

2.4.2.1. Preparacion de anticuerpos monodominio de llama (VHHSs) anti-EgAgB8/1y su uso en
la purificacion del EgAgB nativo por cromatografia de inmunoafinidad

Esta actividad se realizo en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Gualberto Gonzélez
(Inmunoquimica, Area Inmunologia, Facultad de Quimica). Para tal objetivo el Dr. Andrés Gonzélez
llevd adelante un protocolo de inmunizacién de las llamas por via subcutanea, utilizando en la
primera y segunda inoculacion (priming y booster, respectivamente) 400 ug de EgAgB nativo en
presencia del Adyuvante Incompleto de Freund (AIF). Tres semanas luego de la Ultima dosis se
recolectaron 150 mL de sangre del animal a partir de la cual se generd una biblioteca en fagos
filamentosos procediendo tal como se describe en®®’ (realizado por el Lic. Diego Pérez).
Posteriormente, la Lic. Romina Alvez selecciond los fagos que expresaban el VHH especifico contra
EgAgB8/1, los tituld, amplificd y clond en el vector de expresién pINQ-H6HA (esquema disponible
en la Figura S2.1 A), una version derivada del vector pET28a(+) (Novagen) que presenta una cola

de 6 Histidinas y un dominio hematoglutinina®®

. Los 9 clones obtenidos fueron secuenciados para
evaluar la variabilidad de las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs, del inglés
complementarity determining regions) entre ellos y la presencia de lisinas (residuos relevantes para
la inmovilizacion en matrices). Ademas se evalud su interaccion con las subunidades EgAgB8/1,
EgAgB8/2 y EgAgB8/3, donde 5 de los 9 clones unieron Unicamente EgAgB8/1 (los restantes no
exhibieron interaccidon con ninguna subunidad). Considerando estos datos y la expresién de las
clonas en forma soluble se selecciond el clon 1, cuya secuencia se muestra en la Figura S2.1 B. La
especificidad de la columna conteniendo VHHs anti-EgAgB8/1 se confirmd por Western blot de la
fraccion eluida, utilizando medio del hibridoma de ratdn conteniendo el anticuerpo monoclonal
Mo-EB7 y revelando con un anticuerpo anti-IlgG de ratén conjugado a peroxidasa (Figura S2.1 C,
adaptada de’®

anti-EgAgB8/1.

). A partir de este punto, realicé los pasos de expresion y purificacion de los VHH

2.4.2.1.1. Expresion de los VHHs anti-EgAgB8/1

Se transformaron 30 uL de células electrocompetentes E. coli BL21 con 100 ng de ADN plasmidico,
en cubetas de electroporacion de 0.2 mm (Sigma-Aldrich). Las células se plaquearon en placas
conteniendo medio LB agar (Sigma Aldrich) conteniendo kanamicina y glucosa y se incubaron por
una noche. Se recogié con 3 mL de LB liquido la totalidad de las colonias de la placa en la que las
mismas se presentaban mas separadas y de mayor tamafio, agregando la cantidad necesaria de
esta suspension de células a 500 mL de LB liquido conteniendo kanamicina y glucosa. Cuando el
cultivo alcanzé una DO 600 nm inicial = 0.5 UA se realizé la induccion con 3 uM de IPTG (Gold
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Figura 2.1. El lisado de las bacterias por shock osmético permitié obtener una preparacién mas pura del
VHH anti-EgAgB8/1. Las bacterias BL21 transformadas con el vector de expresion del VHH anti-EgAgB8/1 e
inducidas con IPTG se lisaron por shock osmotico o sonicacion. El VHH anti-EgAgB8/1 se purificd por
cromatografia de afinidad por Ni** (Ni-NTA utilizando para la elucién un gradiente de imidazol (40 a 500
mM). Las fracciones eluidas a distintas concentraciones de imidazol (f1 a f6) se analizaron por SDS-PAGE (15%
acrilamida) en paralelo con un marcador de peso molecular (MPM), y se revelaron por tincién con Coomasie
G. El VHH anti-EgAgB8/1 producido mostrd un tamafio compatible con una masa molecular esperada en el
entorno de 20 kDa que presentd mayor pureza cuando se lisaron las bacterias por shock osmético.

biotechonology) durante toda la noche a 37°C y con agitacion (250 rpm). Finalizada la incubacién
las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 6000 g durante 15 minutos a 4°C. A partir de aqui
junto con la Lic. Sofia Lagos (Area Inmunologia, Facultad de Quimica/Facultad de Ciencias, UdelaR)
se ensayaron dos estrategias para el lisado de las bacterias, buscando determinar cual arrojaba
mejor rendimiento. Por un lado, el pellet celular se resuspendié en 10 mL de PBS y se sometid a
sonicado (15 minutos, pulso al 50% y potencia 60%). Por otro lado, el pellet se sometid a lisis
osmodtica incubando con solucién TES (conteniendo Tris-HCL 0.2 M, sacarosa 0.5 M, EDTA 0,5 mM,
pH 8.0). Posteriormente se centrifugd a maxima velocidad por 20 minutos a 4°C. La centrifugacion
se repitié el nimero de veces necesaria hasta la obtencidon de una solucién translicida. Se
recolectd el sobrenadante y se filtré por 0.22 nm, obteniéndose asi los VHHs expresados en forma
soluble. Luego se realizd la purificaciéon del VHH anti-EgAgB8/1 por cromatografia de afinidad.
Dada la presencia en los vectores pINQ de una cola de histidinas, la purificacion de los VHH se
realiz6 mediante la utilizacién de una columna Ni-NTA (GE Healthcare) en el equipo AKTA
purification system (GE Healthcare). A la fraccion a purificar, previo a su inyeccion en la columna, se
le agregd imidazol a una concentracion final 20 mM, para igualar la concentracién que presentaba
la solucion A en la que se encontraba equilibrada la columna. Tras la inyeccién de la muestra en el
equipo, se realizd un primer lavado con 5 mL de la solucién A (20 mM imidazol), y luego se eluyd
el VHH utilizando mayor concentracién de imidazol. Para esto, se agregaron 5 mL de 40 mM de
imidazol (3% de la solucion B conteniendo 500 mM imidazol en solucién A) seguido de 5 mL de 50
mM de imidazol (6% de solucidn B en solucién A). Para la elucion total del VHH se aplicd a la
columna 5 mL de solucidon B). Todo el proceso de purificacion se monitored mediante

espectrofotometria a 280 nm. El pico observado en el perfil de elucion (Abs,g) se dializd en 2 L de
67



solucion de conjugacion (NaHCO; 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 8.3-8.5) durante 48 horas con cambios de
solucion luego de transcurridas las primeras 4 horas y a las 24 horas. Una vez dializada la fraccion
se estimd su contenido proteico por medida de la Abs,gy utilizando el equipo NanoDrop1000
spectrophotometer (ThermoFisher) y el blanco correspondiente. Las diferentes fracciones
obtenidas durante el proceso de purificacion (f1-f6) se visualizaron por SDS-PAGE; se cargd el
volumen méximo (20 uL) de todas las fracciones. Tal como se muestra en la Figura 2.1 el VHH anti
EgAgB8/1 eluyd a partir de una concentracion 35 mM de imidazol (3% de solucidn B). El método
de lisis osmotica dio mejor resultado, obteniendo un producto mas puro (y similar concentracion,
aprox. 16 mg por litro de cultivo). En base a estos resultados se realizd una produccién a gran
escala, lisando las bacterias cosechadas luego de la induccion. Esta produccion permitié obtener
30 mg de VHH anti-EgAgB8/1 a partir de un litro de cultivo.

Finalmente, se inmovilizé el VHH anti-EgAgB8/1 sobre una matriz de Sefarosa (utilizando Sefarosa
activada con CNBr y siguiendo las recomendaciones del fabricante, GE Healthcare #17-0430-01).
Brevemente, se incubd el VHH anti-EgAgB8/1 con la matriz (activada previamente con 15 mL de
HCI 1 mM frio y equilibrada en solucién amortiguadora de conjugacién conteniendo NaHCO; 0.1 M
y NaCl 0,5 M a pH 8.3) a una relacién de 10 mg/mL durante toda la noche a 4°C y con agitacion.
Transcurrido este tiempo se bloqued la unidn intercalando lavados con 3 mL de acido
acético/acetato de sodio 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 4.0 y de Tris-HCl 0.1 M, NaCl 0.5 M, pH 8.5 (6
repeticiones sucesivas). Se obtuvo un ~99% de rendimiento en el acoplamiento de los VHHs a la
matriz. La columna generada se utilizd para realizar un paso final en el proceso de purificacién del
EgAgB. Se dividid en dos partes iguales (~1.5 mL cada una) para ser utilizada para el EQAgB nativo
y rEgAgB8/1 (ver seccidn 2.2.2.2) exclusivamente. Referente a la inmunopurificaciéon del EgAgB
nativo, la matriz se equilibré con 30 mL de PBSg_gapam (20 volimenes de columna, VC) y se aplicd
la fraccion EgAgBapam (se observd la coloracion en la matriz para evaluar saturacion de la unién del
EgAgB nativo que se verificd luego en base a la cuantificacion proteica de las distintas fracciones
colectadas). Luego se realizaron pasos de lavado, inicialmente con alta fuerza idnica (PBS
conteniendo NaCl 1 M, 5 VC) y luego con PBS (10 VC), con el objetivo de remover todo aquello que
no presentara una fuerte interaccién con los VHHs inmovilizados. La elucién se realizé con glicina
0.1 M ensayando diferentes pH; a pH 4.0 y 5.0 (2 VC) no hubo eluciéon pero a pH 2,5 se obtuvo una
fraccion amarillenta, indicando la presencia de EgAgB nativo, que denominamos EgAgB
inmunopurificado (EgAgBp). El eluato se llevd a la solucion amortiguadora PBSg.g-apam Utilizando
una columna de desalado PD10 en camara de flujo laminar. Para su conservacion, EgAgBr se
gased bajo corriente de N, (g) para evitar la oxidacion de los lipidos y conservé a 4°C (nunca se
excedieron los 3 meses de almacenamiento). El rendimiento de la columna fue de
aproximadamente 2 mg de EgAgB por ml de gel, del mismo orden que el obtenido en un estudio
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preliminar por la Lic. Alvez™. Consideramos se trata de un rendimiento muy bajo sobre la base de

la capacidad tedrica de la columna y considerando una relacién 1:1 entre la union del el VHH vy el
EgAgB.
2.4.2.2. Expresién y purificaciéon de rEgAgB8/1 en la linea celular S2 de D. melanogaster

Esta actividad se realizd en el Laboratorio de Inmunovirologia del Instituto Pasteur, en
colaboracién con los Dres. Otto Pritsch, Martin FI6 y el MSc. Federico Carridn.
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2.4.2.2.1. Clonado de EgAgB8/1

Se utilizd un vector disefiado por Correa y colaboradores®® en base a modificaciones del vector
pMT/BiP/V5-His (Figura S2.2), utilizado frecuentemente para la expresion en D. melanogaster,
esquematizado en la Figura 2.2 A. Las modificaciones en este vector incluyeron la incorporacion de
un tandem de dos secuencias con afinidad por la estreptavidina (Strep-Tagx2) y de dos fragmentos
de ADN, o cebadores genéricos flanqueando la secuencia correspondiente al gen inserto (en este
vector este gen correspondié a una proteasa del virus de la leucosis bovina, BLVp, Figura 2.2). El
uso de cebadores genéricos permite transferir el gen inserto en este sitio a otro vector de
expresion circular con estos cebadores, sin importar cual sea el gen de interés y sin necesidad de
usar enzimas de restriccion (esta estrategia se conoce como restriction free (RF)—C[oning370).
Ademas, el vector posee la secuencia de secrecidon BiP correspondiente al péptido sefial de la
proteina de estrés término HSP72 (del inglés, heat shock protein) de D. melanogaster que permite
conducir las proteinas a la via secretoria. El péptido codificado por la secuencia BiP conduce las
proteinas a la via secretoria, por lo que la proteina recombinante se obtiene en el sobrenadante de
cultivo, lo que facilita su purificacién. La secuencia BiP es cortada por la maquinaria celular antes
que la proteina sea secretada’’. En el sistema utilizado, la proteina recombinante se expresa bajo
el control del promotor de la metalotioneina, lo que permite inducir la expresion por agregado de
Cdcl,™.

Primero se  selecciond6 la  secuencia  nucleotidica de  EgAgB8/1  (EGR_06805,
https://parasite.wormbase.org, https://www.uniprot.org, Figura 2.2 B) y se optimizd para su

expresion en D. melanogaster con el programa de GenScript. Se disefié entonces la construccion
para el clonado y expresion del EgAgB8/1 adicionando a esta secuencia en sus extremos las
secuencias de los cebadores genéricos directo (CD) y reverso (CR) que hibridizan con los
cebadores genéricos en el vector de destino pMT/BiP/V5-His modificado (Figura 2.2 A). Ademas, al
final de la secuencia correspondiente al CD se ubicd un sitio de corte de la proteasa TEV que
permite separar a la proteina EgAgB8/1 del tag mediante corte con esta proteasa (en caso de ser
necesario). Por otra parte, en el extremo 3’ del cebador genérico reverso se agregd el codon de
terminacion o stop “TAA” para indicar el fin de la traduccidon, inmediatamente después de la
secuencia de EgAgB8/1. La construccidn disefiada se muestra en la Figura 2.2 B fue proporcionada
por el laboratorio GenScript.

Para el clonado por RF cloning se llevd a cabo una primera PCR buscando amplificar la
construcciéon de GenScript conteniendo la secuencia codificante de EgAgBT acoplada a los
cebadores genéricos. La mezcla de reaccién se prepard con MgCl, 50 mM, dNTPs 200 nM, cebador
directo 0.5 M y cebador reverso 0.5 uM, ADN polimerasa Taq 20 U/mL y entre 20 ng de molde,
en amortiguador Phusion HF. El ciclo de amplificacion consistidé en una separacién inicial de las
hebras de ADN a 98°C durante 30 minutos, luego de lo cual se realizaron 30 ciclos de:
desnaturalizacion de 10 segundos a 98°C, hibridacion durante 30 segundos a 65°C y extensién o
replicacién durante 1 minuto a 72°C. Para la replicacion final se mantuvo la temperatura a 72°C
durante 5 minutos. El producto de PCR se corrié en un gel de agarosa 1% p/v. La electroforesis se
realizd en una cuba horizontal HE 99x (Amersham Biosciences), a 150 V, en amortiguador TAE
(Tris-base 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5) y a temperatura ambiente. Las
muestras se prepararon con solucidon amortiguadora muestra 6X y el ADN se tifié con bromuro de
etidio. Una vez finalizada la corrida el gel se visualizd en un transiluminador UV (Gel Logic). Se
estimd el tamafio molecular de los productos obtenidos comparando con un marcador (rango 100
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a 2000 pares de bases), que se corrid junto a las muestras. A partir de este gel se purificd el
fragmento de ADN amplificado (amplicén).

Sitio de

(A) corte TEV

|
| BiP | : BLVp CR

(B)

Construccién conteniendo al EgAgB8/1 (EGR_06805)

GGATCGGARRRCCTGTATITTCAGCCGATCCGATGATGGACTGACCAGCACCAGCCGCAGCGTGATGAAGATGTTCGGCGAGGTGAR
GIACTTCTTCGAGCGCGATCCCCTGGGCCAGARGGTGGTGGACCTGC TGARGGAGCTGGAGGAGGTGTTCCAGCTGCTGCGCAAGA
AGCTGCGCATGGCCCTGCGCAGCCACCTGCGCGGCCTGATCGCCGAGGGCGAGTAACCATCCCCCAGCTGCGAGCCACCCCCACTTC

Sitio de
corte TEV TAA stop
EgAgB8/1 CR
EGR_06805
(C) RF-cloning
Primera PCR Segunda PCR

Construccion
GenScript

pMT/BIB/VS5-His
modificado

EgAgB8/1

Vector de expresién
para EQAgES/1

(D)

Producto proteico rEgAgB8/1;, (en base a la secuencia U6JQF4_ECHGR)
SMRFCLLLALALVSFVVVTQADDGLTSTSRSVMKMF GEVKYFFERD PLGQRKVVDLLKELEEVFQLLRKKLRMALRSHLRGLIAEGE
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Figura 2.2. (A) Representacion esquematica de la construccion pMT/BiP/V5-His modificada empleada para la
expresion de EgAgB8/1 en D. melanogaster. BiP: péptido sefial para la exportacion fuera de la célula; Strep-
Tagx2: péptido con afinidad por la estreptavidina; BLVp: proteasa del virus de la leucosis bovina, CD y CR:
cebadores genéricos directo y reverso, respectivamente. (B) Secuencia nucleotidica correspondiente a la
construccion utilizada para el clonado del EgAgB8/1. Se utilizaron los colores verde y naranja para los CD y
CR, respectivamente, y negro para la secuencia del EgAgB8/1 (EGR_06805, https://parasite.wormbase.org,
https://www.uniprot.org). Ademas, se indican en rojo los nucleétidos agregados: TCC correspondiente al
residuo de serina que forma parte del CD y queda en la proteina tras el corte con la proteasa TEV y TAA
correspondiente al coddn stop. Se representa esquematica esta construccién. (C) Esquema explicativo de las
reacciones de PCR para el clonado por RF-cloning. (D) Secuencia aminoacidica del EgAgB8/1 (U6JQF4_ECHGR,
https://www.uniprot.org) correspondiente al producto expresado por el vector disefiado, luego del corte con
la TEV.

Posteriormente, se realizd la segunda PCR (en iguales condiciones que la primera pero con 4
minutos de extension a 72°C) en la cual el amplicdn obtenido en la primera PCR, correspondiente
a EgAgB8/1 y los cebadores genéricos, se utilizd como cebador (megacebador) y el vector de
expresion, donde se queria insertar la secuencia de EgAgB8/1, se usé como molde. De esta manera
se buscd obtener como producto el vector para la expresion de la subunidad EgAgB8/1. El
producto de la PCR se incubd con Dpnl (Thermo) por 1.5 horas a 37°C para degradar el vector
parental metilado y posteriormente por 20 minutos a 80°C para su inactivacion.

Con el producto del RF-cloning (segunda PCR) se transformaron bacterias E. coli XL1 y se
sembraron en medio LB agar con ampicilina. Dado que el vector de expresion confiere resistencia
a la ampicilina, en presencia de este antibidtico se esperaba que sélo crecieran bacterias
transformadas. A continuacion, se corrobord qué colonias estaban efectivamente transformadas
con el vector de expresion que contenia EgAgB8/T mediante PCR (en iguales condiciones que para
la primer PCR), utilizando los cebadores genéricos y colonias Unicas como molde y se verificé el
tamafio del producto obtenido por electroforesis en un gel de agarosa (Figura 5.5 A). Finalmente
se amplificaron colonias transformadas con el vector para la expresion en D. melanogaster (8 en
total) en 50 mL de medio liquido LB ampicilina toda la noche y se extrajo el ADN plasmidico
mediante una midiprep (se verificd su obtencion en la Figura 5.5 B), utilizando el Q/Afilter Plasmid
Midi Kit (Qiagen). Se determind la concentracion de los vectores de expresidon obtenidos por
triplicado en un espectrofotdmetro de gotas, a partir de la medida de la absorbancia a 260 nm
(Absg). Se verificd la secuencia por secuenciacion (Macrogen, Korea).

2.4.2.2.2. Expresion y purificacion de rEgAgB8/1 en células de D. melanogaster

Las células S2 de D. melanogaster (disponibles en el laboratorio de Inmunovirologia) se
descongelaron a temperatura ambiente y se realizaron dos lavados con 10 mL de PBS cada uno.
Luego se resuspendieron en medio Schneider completo e incubaron en estufa a 28°C, sin utilizar
atmosfera de CO2 (las condiciones de incubacion se mantuvieron durante todo el cultivo). Una vez
que las células se recuperaron, el cultivo se llevd a una concentracion de entre 1.0x106 y 2.5x106
células/mL, y se procedid a la transfeccion. Las células se transfectaron con 2 ug del vector de
expresion para EgAgB8/1y 0.1 ug del plasmido de seleccion pCoPURO (Invitrogen), que confiere
resistencia a la puromicina, utilizando el kit para transfecciéon de células eucariotas Effectene
Transfection Reagent (Qiagen) y siguiendo el protocolo proporcionado por la empresa. Luego de
la transfeccidn, se procedid a adaptar el cultivo a la ausencia de suero aumentando gradualmente
la dosis de medio XPress (sin SFB) y disminuyendo la concentracién de medio Schneider completo

71


https://parasite.wormbase.org/
https://www.uniprot.org/
https://www.uniprot.org/

(con SFB 10%). En paralelo se enriquecid el cultivo en las células transfectadas mediante el
agregado de puromicina, antibiético de seleccion. El cultivo se expandid por pasajes 1:2 o 1:3 cada
tres o cuatro dias y luego de cuatro semanas desde la transfeccion, se verifico que las células
efectivamente se hubieran transfectado. Para esto se tomaron 2 mL del cultivo, se cosecharon las
células por centrifugacion a 350 g durante 10 minutos y se verificd en el pellet la presencia del
vector por PCR utilizando los cebadores genéricos. Se realizd6 también una reaccion control en la
que se empled como molde el sobrenadante de centrifugacion, a fin de verificar que se estuviera
amplificando vector efectivamente incorporado a las células, y no vector todavia presente en el
medio de cultivo. Ademés, se hizo una reaccién de control positivo en la que se empled como
molde el vector de expresion para EgAgB8/1 (Figura 5.6). Una vez que se verificd que las células se
transfectaron con el vector, se pasé el cultivo a un matraz, llevando la concentracién de células a
3.5x106 células/mL y se incubd a una velocidad de agitacion de entre 20 y 40 rpm, durante 10 dias,
en los cuales se expandio el cultivo por agregado de medio XPress completo, cada 2 o 3 dias.
Pasados los 10 dias, el cultivo se llevé a 7x10° células/mL y se indujo la expresion de la proteina con
5 uM de CdCI2. Se estudid la expresién a tiempos de 4, 7 o 12 dias. En todos los casos al tercer y
quinto dia luego de la induccion se agregaron 50 mL de medio XPress conteniendo 5 uM CdClI2. Al
tiempo final se centrifugd la suspension de células durante 20 minutos a 6000 g, se separo el
sobrenadante y se ajustd su pH a 8.0 utilizando el amortiguador Tris 1M pH 9.6 (1 mL cada 120 mL
de sobrenadante). El sobrenadante se almacend a 4°C durante toda la noche y al dia siguiente se
centrifugd durante 20 minutos a 6000 g para eliminar componentes no proteicos del medio de
cultivo que precipitan al aumentar el pH. El sobrenadante clarificado se filtré por 0.45 y 0.22
micras. Se realizd un primer paso de purificacion de la proteina recombinante por cromatografia
de afinidad utilizando una columna de agarosa Strep-Tactin XT de 5 mL (IBA Life Sciences),
equilibrada con la solucién amortiguadora Tris 100 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, BHT 20 uM,
AbAm 1%, pH 8.0. La proteina se eluyd con 10 mL de biotina 25 mM en la solucién amortiguadora.
La fraccién obtenida (rEgAgB8/1S2) se sometid a un paso final de cromatografia de
inmunoafinidad utilizando la columna de Sefarosa acoplada a los VHH anti-EgAgB8/1, tal como se
describio en la seccion anterior. Finalmente, se realizé un cambio de la solucién amortiguadora de
disolucién de la proteina por PBSE-B-AbAm utilizando una columna de desalado PD10 en cdmara
de flujo laminar. Para su conservacién, el rEgAgB8/1S2 se gased bajo corriente de N2 (g) para
evitar la oxidacién de los lipidos y conservd a 4°C (nunca se excedieron los 3 meses de
almacenamiento).

2.4.3. Control de concentracion y calidad de las preparaciones de EgAgB
2.4.3.1. Determinacién de la concentracion

La determinacién de la concentracion de proteinas en las preparaciones se realizé mediante el kit
comercial Micro BSA (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
dispuso 150 ul de diferentes diluciones de las muestras (1/40, 1/80 y 1/300 de las preparaciones de
EgAgB nativo o rEgAgB8/1) del estandar (BSA, 2 a 40 pug/mL) en placa de microtitulacion y se le
agregd 150 pl de la mezcla de reactivos A, By C en la relacién 50:48:2. Se incubd la placa en bafio
humedo a 37°C por 2 horas y posteriormente se midid la absorbancia a 560 nm (Abssgo) en un
espectrofotdmetro de placas. La concentracion de proteina del EgAgB se determind por
interpolacion en la curva de la calibracién generada con los datos del estandar (Abssgy Vs
concentracién). Por otro lado, la estimacién de la concentracion proteica del LH y de sus fracciones
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obtenidas durante la purificacién del EQAgB (FTqs, QSt, Lds y Ldy) se realizd6 mediante la medida de
la Abs,gq en el equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

2.4.3.2. Electroforesis de proteinas por SDS-PAGE y Western Blot

Las muestras se fraccionaron por electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes con
SDS (SDS-PAGE) siguiendo el protocolo de Laemmli*”’. Brevemente, se utilizaron geles
concentradores y separadores de acrilamida de 1.5 mm de espesor al 4% (m/v) y al 15% (m/v),
respectivamente. Las muestras se diluyeron en tampén de carga 6x (Tris-HCl 0.35 M pH 6.8, SDS
10%, glicerol 10%, conteniendo azul de bromofenol) en condiciones reductoras (DTT 40 uM), y se
calentaron por 10 minutos a 90°C previo a ser sembradas. La corrida se realizé usando una
solucion tampoén de corrida (Tris 0.3% (m/v), glicina 1.44% (m/v), SDS 0.1% (m/v)) en el sistema
Mini Protean 3 (Bio-Rad), aplicando entre 25-35 mA durante toda la corrida (~45 minutos). Se
estimé el peso molecular de los componentes de las muestras comparando con el marcador de
peso molecular de rango 6.5 a 200 KDa (Sigma, #58445) o el marcador pre-tefiido de rango 10 a
180 KDa (Thermo, #26616), que se corrié junto a las muestras. Para la visualizacion de las proteinas,
los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250 por inmersion en una solucion del colorante
(0.1% p/v en solucion fijadora: metanol 40% v/v, acido acético 10% v/v) durante toda la noche y se
destifieron con una solucion de acido acético 7% v/v y etanol 5% v/v, durante todo el dia. Para
analizar por Western Blot la presencia del EgAgB, las proteinas separadas en el gel de
poliacrilamida se transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore-Merck, EEUU), utilizando el
sistema de electro transferencia hiumeda (Bio-Rad) y una solucion tampdn de transferencia (Tris-
base 50 mM, glicina 380 mM, SDS 0.1 % (m/v), metanol 20% (v/v) durante toda la noche a voltaje
constante de 56 V 'y 4°C. Las membranas se bloquearon con PBS-BSA 0.2% y se incubaron durante
1 hora a temperatura ambiente con el Mo-EB7 anti-EgAgB. Luego de tres lavados con PBS
conteniendo Tween 0,05% (PBS-T), se incubaron con el anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa
(1:2000, Calbiochem). Finalmente se realizaron 3 lavados con PBS-T y se procedid al revelado
utilizando el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Thermo Fischer Scientific)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Para su registro se fotografiaron las
membranas con un sistema de imagen (G:BOX, Syngene, India).

2.4.3.3. Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida

Las muestras de EgAgB;r y EgAgBs, se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida
nativos utilizando un gradiente de densidad 4-20% y el sistema Mini-PROTEAN TGX™, (servicio
ofrecido por el IRHSCSP en el marco de la colaboracién con el Dr. Julve). Su realizaciéon en el
IRHSCSP fue ventajosa porque posibilitd el analisis en paralelo plasma humano y murino, HDL
humana (HDL-2 y HDL-3) y LDL humanas, toda purificadas mediante ultracentrifugacion secuencial
a partir de un pool de plasma. Esto hizo posible la comparacién de la distribucién de tamafio de
las preparaciones de EgAgB con el de las lipoproteinas de dimensiones conocidas. Los geles se
pre-tifieron con negro Sudan para analizar la abundancia de lipidos y posteriormente se tifieron
con azul de Coomassie para el andlisis de la abundancia proteica. La movilidad relativa de las
lipoproteinas se evalud con un Densitdmetro ChemiDoc 2000 utilizando el software Quantity One
(Bio-Rad Laboratories SA, Life Science Group).
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2.4.3.4. Determinacion del radio hidrodinamico del EgAgB por analisis de dispersion dinamica
de la luz (DLS)

Se determind el radio hidrodinamico (Ry) de las particulas de EgAgB obtenidas por DLS (del inglés,
Dynamic Light Scattering) con la colaboracion del MSc. Federico Carrién de la Unidad de Biofisica
de Proteinas del Instituto Pasteur de Montevideo. Se colocaron 70 ul de EgAgB (nativo ¢
rEgAgB8/1) a una concentracion de 1 mg/mL en cubeta descartable UVette y se realizaron tres
medidas consecutivas a 25°C en el equipo Zetasizer NanoS (MALVERN, Espafia). Este equipo
determina la dispersion de la luz dindmica; mide la difusiéon de particulas en movimiento
browniano, y convierte estos valores a una distribucién de tamarios utilizando la relacion de
Stokes-Einstein. Ademas, mediante diferentes algoritmos se obtienen datos de la distribucion de
tamafios de la muestra tomando en cuenta solo la intensidad de dispersion de la luz o corrigiendo
esta intensidad por el volumen (ya que las particulas grandes dispersan luz con una intensidad
mucho mayor). Las preparaciones de EgAgB obtenidas se analizaron periédicamente durante su
vida util (2-3 meses) para descartar la formacidon de agregados, derivados de la oxidacion de la
lipoproteina, que podrian afectar el tipo de interacciones que establece el EGAgB con las células.
Adicionalmente, explorando una posible interaccion entre el EGQAgB y el LPS se realizaron medidas
del radio hidrodinamico del LPS y mezclas de LPS y EgAgB en distintas proporciones.

2.4.3.5. Deteccion de endotoxinas bacterianas mediante el ensayo del lisado de amebocitos
de Limulus polyphemus (LAL)

Se determiné la presencia de endotoxinas bacterianas en las preparaciones de EgAgB mediante el
ensayo del LAL, realizado por el laboratorio Beltran Zunino (Montevideo, Uruguay). En el formato
comercial disponible, se obtienen resultados de presencia o ausencia en base a un valor de corte o
umbral correspondiente a 0.03 unidades de endotoxina (UE)/mL, que equivalen a 0.003 ng/mL. Las
preparaciones de EgAgB (nativo y recombinante) se analizaron en varias diluciones que
permitieran establecer si, a la concentracién utilizada en el ensayo, las muestras aportarian una
concentracién mayor que 0.01 ng/mL de LPS, que es un umbral 10 veces menor que la
concentracién reportada como suficiente para inducir una respuesta de citoquinas pro-
inflamatorias en varios tipos de células mieloides®. Este umbral coincide con el hecho que el SBF
certificado, que se comercializa como producto de calidad por su bajo nivel de endotoxina y se
utiliza usualmente al 10%, contiene como méaximo 1 UE/mL).

2.5. Identificacion de las variantes apolipoproteicas y los ligandos hidrofébicos del
EgAgB nativo presente en diferentes estructuras y especies del metacestodo

2.5.1. Protedmica de la fraccion QS

2.5.1.1. Identificacion de las subunidades proteicas del EgAgB por electroforesis bidimensional
y MALDI-TOF/TOF

Estos estudios se llevaron a cabo en la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica del Instituto
Pasteur de Montevideo. Se procedié tal y como se describe en el trabajo de Obal y
colaboradores®”™ pero, para poder detectar las subunidades menos representadas, se sembraron
150 pg de proteina de la fraccién QSs en los geles bidimensionales. Las proteinas se identificaron
en funcion de su valor m/z en los modos de adquisicion MS y MS/MS utilizando MASCOT como
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motor de busqueda (Matrix Science, http://www.matrixscience.com) y el modo “Sequence Query”.

Para la identificacién de las subunidades de EgAgB se realizd la busqueda en la base de datos
NCBInr (Abril 2016) y en una base de datos de Echinococcus creada por nuestro grupo tomando los
siguientes parametros: tolerancia de masa monoisotdpica de 0.05 Da, tolerancia de fragmento de
masa de 0.2 Da, carbamidometilacion en cisteinas y oxidacion de metioninas como modificaciones
variables, tolerancia de la ausencia de hasta un corte triptico y p < 0.05 para la estimacién de un
puntaje significativo. Ademas, las subunidades de EgAgB se identificaron en base a la presencia de
al menos dos péptidos Unicos con puntaje significativo (p < 0.05). La base de datos de
Echinococcus creada por el grupo tomé en cuenta todas las secuencias de E. canadensis (genotipo
G7, publicado en http://parasite.wormbase.org como
echinococcus_canadensis.PRIEB8992.WBPS5.protein) y de E.  granulosus s.s. (genotipo G,
publicado en www.genedb.org como EGU_proteins_29042013_products.fa) sumado a un total de
102 secuencias que inclufan variantes polimérficas a nivel de los productos maduros asi como
productos ortdlogos de otras especies de Echinococcus (disponibles en NCBInr). Adicionalmente,
para poder estudiar la presencia de AgB8/2 en E. canadensis, se tuvo en cuenta la caracterizacion
previa realizada a nivel de ADN y ARN para este gen12, y se agregaron a la base de datos aquellas
posibles proteinas generadas como consecuencia del corte y empalme (splicing) no-canénico de
secuencias relacionadas con AgB8/2 de E. canadensis: EgB2G6v15 a EgB2G6v17, EgB2G7v15,
EgB2G7v18 y EgB2G7v19, asi como para el gen ECANG7_10984 (en todos los marcos abiertos de
lectura, material suplementario S2.4).

2.5.1.2. Identificacion de las subunidades proteicas del EQAgB por LC-MS/MS

El analisis de las fracciones QS por LC-MS/MS se inicié en la Unidad de Bioquimica y Protedmica
Analitica del Instituto Pasteur de Montevideo utilizando el equipo LTQ-Velos. Sin embargo, se
obtuvieron datos preliminares porque, debido a averias en el equipo, se pudo realizar un Unico
andlisis de las muestras bQSs y sQS; careciendo de réplicas analiticas que le dieran solidez a los
resultados. De todos modos la informacion generada se presenta en la seccion 3.2.2.1, en base al
indice de abundancia relativa denominado emPAIl. Para completar el anélisis de la fracciéon QSs por
LC-MS/MS se consiguié una pasantia en el Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada, Center of
Toxins, Immune-Response and Cell Signaling -CeTICS-, del Instituto Butantan en Sao Paulo, Brazil.
En esta instancia se lograron realizar 5 réplicas analiticas para cada muestra.

Las proteinas se sometieron a reduccion y carbamidometilacion y posteriormente se digirieron con
tripsina (Promega, apta para secuenciacién, a una relacién enzima/proteina total de 1:50) en una
solucién amortiguadora con bicarbonato de amonio 70 mM pH 8.0 conteniendo clorhidrato de
guanidina 2 M por 12 horas a 37°C. Luego, la solucion obtenida se concentrd y desald utilizando
una micro-columna de fase reversa C18 (OMIX Pipette tips, Varian) y eluyendo los péptidos con
acido trifluoroacético (TFA) 0.1% en acetonitrilo:H,O (60:40, v/v). Las mezclas de péptidos se
secaron y resuspendieron en acido formico 0,1% en acetonitrilo:H20 (5:95, v/v, solvente B). Se
analizaron 5 ug de cada muestra por cromatografia liquida utilizando un EASY-nLC Il nanoflow
(Thermo Fischer Scientific, USA) acoplado a un espectrémetro de masa LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo Fisher Scientific, USA). Las muestras se inyectaron en una columna trampa (1.D. 100 um x
0O.D. 360 um x 50 mm) empacada con beads Jupiter C18 10 pm (Phenomenex Inc., USA) para el
desalado con 100% del solvente A (acido férmico 0.1%). Luego se fraccionaron los péptidos en una
columna analitica (I.D. 75 um x O.D. 360 pm x 100 mm) empacada con beads Aqua C-18 5 um

(Phenomenex Inc., USA) a un flujo de 200 nL/minuto utilizando un gradiente lineal de 60 minutos
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conteniendo 5 a 35% del solvente B (acido férmico 0.1% en acetonitrilo). A continuacion se aplicd
un gradiente de 35 a 85% del solvente B para asegurar una eluciéon completa. El nano-electospray
se ajustd a un voltaje de 2.3 kV y una temperatura de la fuente de 250°C y el espectrémetro de
masa operd en el modo de adquisicién “data-dependent” donde se seleccionaron los diez iones
precursores principales en cada ciclo para el evento de fragmentacion. El tiempo de inyeccion de
jones en la trampa fue de 1000 ms y el tiempo de inyeccion de FT-MS fue de 1000 ms con una
resolucién de 60000 en m/z 300-1800. Para los escaneos en la trampa de iones la fragmentacion se
realizd sobre iones por encima de un umbral de 200 conteos y se permitié la exclusién dindmica
con un tamafio de exclusion de 500 durante 90 segundos, una duracién de repeticién de 30
segundos y un recuento de repeticiones de 1. El anélisis de los archivos con los datos masivos sin
procesar (.raw) se realizé con el programa MaxQuant (v.1.5.5.1) y su motor de busqueda integrado
Andromeda. Se identificaron las proteinas parasitarias y del hospedero mediante la busqueda de
datos de MS y MS/MS en una base fusionada que comprendia la base de datos de Echinococcus
(creada como se menciond anteriormente) y la base de datos de Bos Taurus/Sus scrofa (obtenida
desde UniProt, Abril 2016). Se establecio la especificidad enzimatica para la tripsina permitiendo un
maximo de hasta 2 cortes faltantes, una tolerancia de 10 ppm para los iones precursores y de 0.5
Da para la masa de los iones fragmentados. En los espectros de MS/MS se incorpord la
carbamidometilacion de las cisteinas como modificacion fija, y la oxidacion de metioninas y la
acetilacion N-terminal de proteinas como modificaciones variables. La tasa méxima para falsos
péptidos y proteinas se ajustd en 0.01y se eliminaron aquellas proteinas que pareaban en forma
inversa con la base de datos. El analisis estadistico para la identificacion de proteinas se realizé
utilizando el programa Perseus (v.1.4.0.11) en base a las intensidades de MS para péptidos Unicos,
la presencia de 2 péptidos Unicos como minimo y un PEP (probabilidad posterior de error) < 0.01.
La abundancia relativa de cada subunidad proteica del EGAgB se cuantificd en base a la intensidad
absoluta (iBAQ), un método que brinda el programa MaxQuant y resulta Util para cuantificar
proteinas sin marca. En este algoritmo, la suma de todas las intensidades de los péptidos
identificados se divide por el nimero tedrico de péptidos tripticos y los valores se expresan en
base log,. Esta operacion transforma una medida que se espera sea proporcional a la masa
(intensidad) en una medida proporcional a la cantidad molar (iBAQ). Para determinar la
abundancia relativa de cada subunidad del EgAgB se dividid el iBAQ correspondiente a cada
subunidad por la suma de los valores de iBAQ obtenidos para todas las subunidades y la relacién
se expresd como porcentaje. Los resultados de las réplicas analiticas se unieron utilizando Perseus.
Los valores de iBAQ, score y porcentaje de cobertura (%CO) para los distintos péptidos
identificados se expresan como la media de 5 corridas (n=5). El ndmero total de péptidos
identificados para una proteina (PSM) también se estimé en base a la suma de las 5 corridas. Solo
se consideraron como identificadas aquellas proteinas que estuvieron presentes en al menos 3 de
las 5 réplicas analiticas.

2.5.1.3. Deteccion de grupos carbonilo

La presencia de grupos carbonilo asociados a las subunidades de EgAgB se realizé utilizando el kit
de deteccién de oxidacién de proteinas OxyBlot™ (57150, Millipore) con las modificaciones
descritas anteriormente por376. Brevemente, las proteinas presentes en QSs se electroenfocaron en
un gradiente de pH de 3-10 (como se describe en®”). A continuacién, los grupos carbonilo de las
cadenas laterales de las proteinas se derivatizaron a 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNPhidrazona)
mediante la reaccion con 2,4-dinitrofenilhidrazina. Posteriormente, las proteinas derivatizadas se
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separaron mediante electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida SDS-PAGE (15%),
seguido de Western Blot, utilizando anticuerpos especificos para DNP. Las imagenes se obtuvieron
utilizando un equipo Image Scanner (GE Healthcare).

2.5.2. Estudio de los ligandos hidrofébicos del EgAgB

2.5.2.1. Extraccion de lipidos

. ;. . . O . 205
La extraccion de lipidos se realizd utilizando la técnica descripta por Folch

con algunas
adaptaciones. Este procedimiento se aplica ampliamente al analisis de lipoproteinas y tiene la
ventaja de solubilizar todas las principales clases de lipidos utilizando una Unica mezcla de
disolventes, aunque no permite recuperar el componente proteico. Brevemente, 2 mL de cada
muestra se homogenizaron vigorosamente en tubos de vidrio con 10 mL de solucién de Folch
(cloroformo:metanol, 2:1, v/v) y se filtraron por gravedad sobre tubos de vidrio conteniendo 500 pL
de NaCl 0.5 M para favorecer la separacion de la fases organica y acuosa. La completa separacion
de fases se logré mediante centrifugacién a 2000 rpm durante 20 minutos (Sigma 3.18KS). La fase
superior 0 acuosa se descartd delicadamente por aspiracién, mientras que la fase organica o
inferior se transfirié a un tubo de vidrio limpio y se sec6 completamente bajo corriente de N2 (g).
La masa obtenida se determind utilizando una balanza analitica. Los lipidos obtenidos se
disolvieron en cloroformo, se transfirieron a viales de vidrio, se gasearon con N, (g) para prevenir
su oxidacion y se conservaron a -20°C.

2.5.2.2. Andlisis de lipidos por cromatografia en capa fina de alta resolucién

Los lipidos extraidos empleando la técnica descripta anteriormente se analizaron mediante
cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPTLC), siguiendo un protocolo descripto
previamente para el analisis de los lipidos nativos del EgAgB11. Para ello, se utilizaron las placas de
HPTLC de gel de silice TLC Silica gel 60 (Merck) de 20 x 20 cm pre-activadas a 100°C durante 30
minutos. Una vez que la placa se enfrid, los lipidos disueltos en cloroformo se sembraron
cuidadosamente utilizando una microjeringa de 10 uL (Hamilton Company) a una distancia de 1 cm
del borde inferior de la placa. La resolucién de los lipidos se realizé empleando la técnica de doble
desarrollo, que consistid, en una primera instancia, en dejar ascender la mezcla de solventes para
resolver los lipidos polares hasta la mitad de la placa, permitiendo que los lipidos polares se
separen, mientras que los lipidos neutros migran con el frente de corrida en la parte superior. En
una segunda instancia, se dejo ascender la mezcla de solventes para resolver los lipidos neutros a
través de la placa seca hasta una distancia de 1 cm del borde superior. En este caso los lipidos
polares separados en la primera mitad de la placa no migran, mientras que en la otra mitad de la
placa se logra la resolucion de los lipidos neutros. Para la resolucion de los lipidos polares se utilizd
como fase movil la mezcla de solventes acetato de metilo:isopropanol:cloroformo:metanol:KCl
0.25% (25:25:25:10:9, v/v/v/v/v), mientras que para la resolucién de los lipidos neutros se utilizd
hexano:éter etilico:acido acético (80:20:1, v/v/v). Para una mejor resolucion de los lipidos se
utilizaron dos cubas de TLC, cada una saturada con la mezcla de solventes correspondiente a
lipidos polares o neutros durante 30 minutos previos a la cromatografia. La deteccion de las
especies lipidicas se realizd colocando la placa en una cuba saturada con vapores de yodo. La
identificacion de las distintas especies se basé en la comparacién con una mezcla de estandares
analizados en paralelo. Las imagenes de las placas se digitalizaron mediante un escaner
convencional.
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2.5.2.3. Lipidomica del EgAgB

Para profundizar en la composicion lipidica las preparaciones de EgAgB nativo y rEgAgB8/1 se
enviaron al laboratorio del Dr. David Watson (Strathclyde University, Glasgow-Reino Unido) para su
analisis por HPLC-MS/MS. Para esto, se extrajeron los lipidos siguiendo el procedimiento descripto
en 2.3.2.1 de las siguientes muestras:

e tres preparaciones de EgAgB nativo purificadas a partir de pooles de LH fértil por
cromatografia sobre Q-Sefarosa seguida de ultracentrifugacién; una muestra se obtuvo
luego de la primera ultracentrifugacién (EgAgBf-1° UC) y otra luego de dos rondas
(EgAgBe-2% UQ),

e Una preparacidon obtenida a partir de LH no fértil por cromatografia sobre Q-Sefarosa
seguida de ultracentrifugacion (EgAgBNF—Zda uQ),

e una preparacion de EgAgB nativo inmunopurificado (EgAgByp), sumando la cromatografia
de inmunoafinidad a partir de la fraccidon enriquecida por la cromatografia sobre Q-
Sefarosa, buscando evaluar si las metodologias afectan la composicion de la particula que
se obtiene,

e una preparacion de rEgAgB8/1s,.

En una etapa inicial y exploratoria, para el anélisis de las muestras de EgAgBry EgAgBy se utilizd
una columna de gel de silice ACE (3 mm, 6150 mm, 63 mm, HiChrom Reading UK) en la
cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC). Se empled como disolvente A 2-propanol 20%
(IPA) en formiato de amonio 20 mM (v/v) y como disolvente B 20% IPA en acetonitrilo. Se aplico a
un volumen de inyeccion de 10 ml a un caudal de 300 pl/min, y los siguientes escalones y
gradientes lineales: 90% B (0-5 minutos), a 70% B (9 minutos), a 65% B (13 minutos), a 60% B (23
minutos) a 55% B (28-30 minutos), a 90% B durante 31-40 minutos.

Para el analisis del sequndo conjunto de muestras, EgAgBe-1? UC, EgAgB-2* UC EgAgBp y
rEgAgB8/1s, se utilizaron dos métodos. Los lipidos polares se analizaron utilizando una columna af
ZICpHILIC (150 x 4,6 mm, tamafio de particula de 5 um, Hichrom Reading, U.K) con una fase mévil
de carbonato de amonio 20 mM en agua de grado HPLC (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente
B), a un caudal de 0,3 mL/minuto. El gradiente de elucion se realizd con una relacién A:B de 20:80
a los 0 minutos, 80:20 a los 30 minutos, 92:8 a los 30 minutos, 92:8 a los 35 minutos, 20:80 a los 36
minutos y 20:80 a los 45 minutos. Para estimar los &cidos grasos insaturados se utilizd una
columna ACE C4. La fase movil para la elucion de esta columna fue acido acético 1 mM en agua (A)
y acido acético 1 mM en acetonitrilo (B) a un caudal de 0,4 mL/minuto. El gradiente de elucion en
relacion A:B fue 60:40 a los 0 minutos, 0:100 a los 30 minutos, 0:100 a los 36 minutos, 60:40 a los 37
minutos y 60:40 a los 41 minutos.

El sistema LC-MS constd de una bomba HPLC Dionex 3000 interconectada con un espectrometro
de masas Orbitrap Exactive utilizado en modo de conmutacién positivo/negativo. El instrumento
se calibré de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se operd a una resolucion de 50.000. El
voltaje de la aguja era de 4,5 kV en modo positivo y de 4 kV en modo de iones negativos, la
temperatura del capilar calentado fue de 320°C y los gases de cubierta y auxiliares de 50 y 17
unidades arbitrarias respectivamente. Los datos se adquirieron usando Xcalibur 2.0 y los conjuntos
de datos se extrajeron y alinearon usando m/z Mine 2.14.2 y se buscaron en una base de datos
interna de metabolitos. Todos los metabolitos estaban dentro de las 5 ppm de sus masas exactas.
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Cada muestra se analizd por triplicado. El procesamiento posterior de los datos se llevd a cabo
utilizando Metaboanalyst 4.

A los efectos de visualizar los datos se promedié la intensidad (area del pico) de los metabolitos
identificados en cada réplica analitica de cada muestra. Los metabolitos se ordenaron de mayor a
menor en funcién de la intensidad, que guarda relacién directa con la abundancia relativa dentro
de cada muestra. Finalmente, los datos se presentan en formato de tablas, conteniendo los 50
metabolitos mas abundantes para cada muestra junto con la relacidén m/z, tiempo de retencion y
férmula  molecular asi como la relacion de abundancia comparativa entre muestras.
Adicionalmente, los resultados se representan separadamente para los acidos grasos y fosfolipidos
utilizando “mapas de calor” (conocidos como heatmap, en inglés), y realizados en la plataforma

www.heatmapper.ca, a los efectos de visualizar similitudes y diferencias en el perfil lipidico entre las
muestras segun la escala de colores indicada.

2.6. Estudio de la interaccion del EgAgB nativo con monocitos, macréfagos y
hepatocitos

Para estos ensayos se utilizaron monocitos o macrofagos THP-1 2.2.2, y hepatocitos HepG2
preparados como se describid en las secciones 2.2.2 y 2.2.4, respectivamente, siguiendo un
protocolo basado en trabajos anteriores®”’ pero con algunas modificaciones. En el caso de los
monocitos las células se contaron directamente a partir de los frascos de cultivo empleando una
cdmara de Neubauer y se distribuyeron en una placa de 96 pozos de fondo conico (deltalab,
#900012.1, utilizando 0.5x10° células en un volumen final de 100 uL por pozo. En el caso de los
macréfagos se partio de 0.75x10° células diferenciadas con PMA por 72 horas. Transcurrido este
tiempo los macréfagos se despegaron con PBS conteniendo EDTA 1 mM en frio, aspirando y
dispensando 500 pL de la solucién con micropipeta y tratando de producir el menor dafio posible
a las mismas. Se repiti¢ este paso por lo menos dos veces y el despegado de los macréfagos se
confirmé observando la placa al microscopio éptico. Los macréfagos obtenidos (aproximadamente
0.5x 106) se mantuvieron en frio, se contaron y se transfirieron a una placa en las mismas
condiciones que los monocitos. Asi, la diferencia en el nimero de monocitos y macréfagos
plaqueados inicialmente permite obtener al final suspensiones de similar concentracién ya que
aproximadamente la tercera parte de los macrofagos THP-1 se pierde debido al proceso de
despegado de la placa.

Para los ensayos con hepatocitos HepG2, se despegaron del frasco de cultivo por incubacion con
Accutase (Thermo, #A1110501, por 10 minutos a 37°C), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente se contaron y se transfirieron 0.5x10° células a las placas en fondo cénico.

2.6.1. Andlisis de la capacidad de unién del EgAgB nativo a monocitos y macréfagos THP-1
utilizando Mo-EB7

Una vez plaqueadas las células, se centrifugaron a 350 g y 4°C, se eliminé el sobrenadante y se
resuspendieron en PBS conteniendo SFB 1% y NaNs 0.1% (PBSsrsnans). Se adicionaron diferentes
concentraciones EgAgB nativo (0, 1, 5y 10 pg/mL) e incubd durante 1 hora a 4°C. El agregado de
azida de sodio y la incubacion a 4°C se realizd para evitar la internalizacion de las proteinas; estas

condiciones se mantuvieron durante todo el procedimiento. Luego las células se lavaron dos veces
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con 150 pL de PBSsmnanz (centrifugando para decantar las células luego de cada lavado y
resuspendiendo en el tampdn), y se incubaron con 100 uL de una solucién 10 yg/mL del Mo-EB7 o
con un anticuerpo (IgG1, kappa) que reconoce un epitope irrelevante (isotipo control) durante 45
minutos a 4°C. Posteriormente, las células se lavaron tal como se detallé anteriormente y se
incubaron con un anticuerpo anti-lgG/IgM de ratén conjugado a FITC (dilucion 1/50, BD
Biosciences) durante 45 minutos a 4°C. Adicionalmente, la unién directa del tdndem Mo-
EB7/conjugado se controld repitiendo todo el proceso pero omitiendo el agregado de EgAgB en el
primer paso. Finalmente, las células se lavaron dos veces con PBS (centrifugando por 5 min a 350g,
descartando el sobrenadante y resuspendiendo en PBS) y se analizaron mediante citometria de
flujo (FacsCalibur, BD). Los valores de voltaje de los distintos detectores del citémetro se ajustaron
para cada tipo celular (monocitos o macréfagos) y se mantuvieron constantes en todos los
experimentos. Se definié el area correspondiente a las células vivas en el grafico dispersion lateral
(SSC) versus dispersion frontal (FSC) y se contaron entre 5000 y 10000 células vivas por
experimento. En cada experimento todas las condiciones se analizaron por duplicado. La unién del
EgAgB a las células se expresd como el indice de unién, calculado como el cociente entre las
intensidades de fluorescencia (IF, media geométrica) de las células incubadas con el EGAgB vy las
células control (sin EQAgB).

2.6.2. Analisis de la capacidad de unién del EgAgB nativo conjugado a biotina/FITC a
monocitos y macréfagos THP-1y hepatocitos HepG2

2.6.2.1. Marcado del EgAgB nativo con biotina o FITC

El EgAgB nativo, purificado como se describié en 2.2.1, se acopld covalentemente a biotina o a
FITC (utilizando los reactivos NHS-biotina o NHS-FITC, Pierce, Thermo Fisher Scientific) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 una concentracién de proteina de 1 mg/mL en una
solucion amortiguadora NaHCO3 0.1 M, pH 9.0 a la que se le agregd NHS-biotina o FITC (1 mg/mL
en DMSO). Las muestras se incubaron durante 4 horas a temperatura ambiente con agitacién y en
oscuridad. A continuacién se intercambi6 la solucion amortiguadora realizando una dialisis contra
PBS a 4°C durante toda la noche, obteniéndose EgAgB conjugado a biotina (EgAgB-B) o a FITC
(EgAgB-F). Para utilizar como control también se marcé la OVA (OVA-B) o BSA (BSA-B) empleando
las mismas condiciones que para el EgAgB nativo.

Para verificar la conjugacién a biotina, se sensibilizaron placas de ELISA de 96 pozos con las
proteinas obtenidas luego del marcado (8 diluciones seriadas al 1.2 partiendo de una
concentracién 1 ug/mlL, 100 pL/pozo) por incubaciéon durante toda la noche a 4°C. Posteriormente,
se bloguearon los sitios del plastico que hubieran quedado libres por incubacién con PBS, SFB
0.05%, Tween 0.05%, durante 1 hora a temperatura ambiente, y se incubd con estreptavidina-PO
(100 pL/pozo, dilucion 1/20000) por 1 hora a 37°C en camara humeda. El revelado se llevd a cabo
utilizando una solucién conteniendo H,0, 0.03% (v/v) 3,3,5,5'-tetrametilbenzidina) 0.1 mg/mL en
fosfato/citrato, pH 5.0. La reaccién se detuvo luego de 15-30 minutos con H,SO4 2 Ny se midio la
absorbancia a 450 nm (Abs,s), corrigiéndola por la absorbancia a 560 nm (Abssg) en un
espectrofotdmetro para microplacas Labsystems Multiskan (Thermo Fisher Scientific). Los
resultados sobre la conjugacion del EgAgB nativo y OVA a biotina se muestran en la Figura S2.2).
Todas las preparaciones de EgAgB biotiniladas que se utilizaron en este trabajo se controlaron
respecto a una preparacion de OVA biotinilada en paralelo.
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2.6.2.2. Ensayos de union de EgAgB-B a monocitos y macréfagos THP-1y hepatocitos HepG2

Se emplearon monocitos y macréfagos THP-1 y hepatocitos HepG2 distribuidos en placas de 96
pozos de fondo coénico, en un volumen final de 100 pL por pozo. Para la diferenciacion a
macréfagos los pre-monocitos THP-1 se estimularon con 50 ng/mL de PMA en RPMI-5% SFB por
72 horas (como se indica en la seccién 2.2.2). Las células se incubaron con EgAgB-B (20-350
pg/mL) durante 1 hora a 4°C en PBSsrz-nan3. Posteriormente se lavaron dos veces con 150 pl de
PBSses-nans (centrifugando para decantar las células luego de cada lavado y resuspendiendo en el
tampon) y se incubaron con estreptavidina conjugada a FITC (estreptavidina-FITC, BD Biosciences)
en una dilucién 1/800, durante 45 minutos a 4°C.

Se realizaron varios controles de unién. Por un lado, una alicuota de las células se incubé sélo con
PBSses-nans Y €l conjugado estreptavidina-FITC, como control de la union directa del conjugado.
Ademas, los monocitos se incubaron en paralelo con OVA-B, para controlar el pegado de la
estreptavidina-FITC a las células luego de su interaccion con una proteina marcada con biotina a la
misma concentracion que el EgAgB. Alternativamente, los macréfagos THP-1 humanos se
incubaron con IgG de ratdn conjugada a biotina comercial (BD Biosciences), dado que en nuestra
experiencia no observamos unién de esta IgG a los receptores de Fc humanos. Finalmente, las
células se lavaron dos veces, se resuspendieron en 500 pL de PBS y se analizaron mediante
citometria de flujo. La union de las subunidades de EgAgB a las células se expresé como el indice
de unidn, calculado como el cociente entre la IF (media geométrica) de las células incubadas con el
EgAgB-B y con PBSses-nans-

2.6.2.3. Ensayos de unidn del EJAgB-B a células inflamatorias de raton

Se utilizaron ratones C57BL/6 en los cuales se generd una respuesta inflamatoria aguda en el
peritoneo por inyeccion de 100 uL de adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich
Corporation) por 48 horas. Transcurrido este tiempo, se practicd la eutanasia de los animales por
dislocacion cervical y se realizo el lavado peritoneal empleando 15 mL de PBS conteniendo EDTA 2
mM y SFB 0.2%. Las células obtenidas se controlaron por citometria de flujo y se mantuvieron en
frio hasta la incubacion con las muestras. Como ya se comentd toda la manipulacidon con los
ratones se realizé siguiendo protocolos aprobados por la CHEA-UdelaR.

En los ensayos de unidn, para mantener la misma relacion EgAgB/nimero de macréfagos que en
los ensayos basados en lineas celulares, se utilizaron 1.0x10° células/pozo, dado que los
macréfagos constituyen aproximadamente el 50% de la poblacion celular obtenida mediante el
lavado de la cavidad peritoneal de raton. Las células se incubaron con 20, 50 y 100 pg/mL de
EgAgB-B u OVA-B (control) en PBSsrp.nanz durante 1 hora a 4°C. Posteriormente, las células se
lavaron dos veces y se incubaron durante 45 minutos a 4°C con estreptavidina-FITC (1/800) y con
el anti-F4/80-PE de raton, éste Ultimo para identificar la poblacién de macréfagos peritoneales ya
que el F4/80 es una proteina de membrana caracteristica de los macréfagos de raton®®. En
paralelo, se incubaron células con PBSgrp.nanz cOmo control de unidn inespecifica de los
anticuerpos y se realizaron marcados simples (para FITC y PE) para poder compensar/corregir las
emisiones de los fluorocromos que contaminan otros detectores. Ademas, se prepardé un control
del marcado con el anticuerpo anti-F4/80-PE, empleando un anticuerpo isotipo control conjugado
a PE (anticuerpo del mismo isotipo y especie que el anticuerpo anti-F4/80 conjugado a PE).
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Finalmente las células se lavaron dos veces con PBS y se analizaron mediante citometria de flujo
(FACSCalibur, BD Bioscience) Los valores del voltaje de los distintos detectores del citbmetro que
se ajustaron para estos ensayos con células peritoneales se mantuvieron constantes en todos los
experimentos. El analisis de la union de las proteinas marcadas con biotina se realizd sobre los
monocitos/macréfagos, definidos como F4/80 positivos (F4/80+) y dentro de las células F4/80
negativas (F4/80°) sobre las poblaciones definidas como no-linfoide y linfoide de acuerdo a los
valores de FSC y SSC. La unién de las subunidades de EgAgB a las células se expresé como el
indice de unidn de cada muestra, calculado como se detallé en la seccion 2.6.1.

2.6.3. Estudio de la contribucion de las subunidades proteicas y de la fosfatidilcolina del
EgAgB a la unién a monocitos y macréfagos

Para estudiar la contribucién del componente proteico del EGAgB se dispuso de las subunidades
recombinantes delipidadas EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3, producidas por la Dra. Valeria Silva
(produccion en E.coli, tesis de doctorado en Ciencias Bioldgicas). Todas las subunidades se
biotinilaron tal como se describié en la seccidn 2.6.2.1 para el EgAgB nativo. Los resultados sobre la
conjugacion de las subunidades rEgAgB8 se muestran en la Figura S2.4. Por otra parte, tomando
en cuenta la estructura de las particulas lipoproteicas descriptas en vertebrados e invertebrados, es
l6gico suponer que los fosfolipidos que constituyen los principales lipidos anfipaticos expuestos al
solvente puedan contribuir a las interacciones con sus blancos. Como la fosfatidilcolina (PC) es el
fosfolipido méas abundante en el EgAgB, se compar6 la capacidad de union a monocitos y
macréfagos del EgAgB nativo, tratado o sin tratar con fosfolipasa D (EgAgBpp. 0 EgAQBpp.),
enzima que hidroliza la PC.

2.6.3.1. Tratamiento de EgAgB nativo con fosfolipasa D (PLD)

Se incubd el EgAgB con PLD (EgAgBpip.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
utilizaron 10 unidades de PLD por mg de EgAgB y la reaccidn se llevd a cabo en Tris-HCl 30 mM,
CaCl; 2 mM, NaCl 100 mM, pH 8.0 durante 24 horas a 37°C. Como control, se incubd en paralelo el
EgAgB en las mismas condiciones pero sin agregado de PLD (EgAgBp p.). Posteriormente, la PLD se
removié por ultracentrifugacién como se describié en el la seccion 2.2.1. La eficiencia del
tratamiento con PLD se evalué analizando por HPTLC la composicion lipidica de EgAgBpp. v de
EgAgBpp., tal como se describié en 2.5.2.1y 2.5.2.2.

2.6.3.2. Ensayos de unién de las subunidades proteicas del EgAgB y del EgAgBppp. a
monocitos y macréfagos THP-1

Para este analisis se utilizaron monocitos y macréfagos derivados de la linea celular THP-1y los
protocolos ajustados para el analisis del EQAgB nativo. La unién a las células de las subunidades
del EgAgB delipidadas y biotiniladas (EgAgB8/1-B, EgAgB8/2.B y EgAgB8/3-B) se ensayd a una
concentracién de 50 y 100 pg/mL y se utilizd igual concentracion de OVA-B o el IgG de conejo-
biotina (BD Bioscience) como control. Luego de la incubacion, las células se procesaron tal como
se describio en 2.6.2.2 revelando la unién con estreptavidina-FITC, adquiriendo las células en el
citometro de flujo y analizando la unién de las subunidades del EgAgB a través de la
determinacion del indice de unién tal como se detalld para el a las células se expresé como el
indice de unién.
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La union de EgAgBeip. ¥ EGAgBpib. se ensayd a una concentracion de 10 yg/mL, en paralelo con la
del EgAgB nativo (sin tratar). Se reveld la unién con el anticuerpo Mo-EB7, seguido del conjugado
anti-lgG/IgM-FITC, siguiendo todos los pasos del protocolo descripto en el la seccién 2.6.1. La
unién se expresd como porcentaje de unidén tomando con 100% el valor del indice de union
obtenido para el EgAgB nativo.

2.6.3.3. Preparacién de vesiculas unilamelares grandes (LUVs)

Como aproximacion alternativa para evaluar si los fosfolipidos participan directamente en la unién
del EgAgB a monocitos, se disefiaron ensayos de competencia con vesiculas unilamelares grandes
(LUVs) compuestas por PC o PC/PS. Para la preparacion se utilizaron los fosfolipidos naturales PC y
PS y se prepararon dos tipos de vesiculas: conteniendo 100% de PC o PC/PS en una relaciéon 50:50
molar. Para la obtencién de las vesiculas, los fosfolipidos puros disueltos en cloroformo se
mezclaron de acuerdo a la concentracion final, se secaron completamente bajo corriente de N, (g)
y se hidrataron en TBS para formar las vesiculas multilamelares. A continuacion, esta se estrujé esta
suspension empleando un filtro de policarbonato 0.1 um en un equipo Avanti Mini-Extruder (Avanti
Polar Lipids), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las LUVs obtenidas se conservaron a 4°C
en frascos color caramelo y gaseadas bajo corriente de N, (g) para evitar la oxidacién de los
lipidos.

2.6.3.4. Ensayos de competencia empleando vesiculas de fosfatidilcolina y
fosfatidilcolina/fosfatidilserina

Para estos ensayos se utilizaron las LUVs de PC y PC/PS preparadas como se describié en la
seccion 2.6.3.3. Se emplearon monocitos THP-1 distribuidos en placas de 96 pozos de fondo
conico, en un volumen final de 100 pL por pozo, tal como se detallé en la seccidn 2.6. Las células
se pre-incubaron con las LUVs de PC o de PC/PS (500 pg/mL) en PBSses-nans durante 30 minutos a
4°C. A continuacion se lavaron una vez y se incubaron durante 1 hora a 4°C con el EgAgB nativo
marcado con biotina a una concentracion de 100 pg/mL en PBSsesnanz (Obtenido segin se
describio en 2.6.2.1). El revelado de la unién se realizé empleando estreptavidina-FITC, y siguiendo
el protocolo descripto en la seccién 2.6.2.2. Al finalizar el revelado, las células se resuspendieron en
500 uL de PBS y se analizaron mediante citometria de flujo. La unién del EgAgB a las células pre-
incubadas con LUVs de PC o PC/PS se expresé como el indice de unidon calculado tal como se
describié en 2.6.1.

2.6.4. Posibles receptores celulares involucrados en el reconocimiento del EgAgB
2.6.4.1. Purificacion de lipoproteinas plasmaticas: HDL y LDL

Las lipoproteinas plasmaticas HDL y LDL se purificaron a partir de plasma humano de donantes
voluntarios sanos empleando un método de ultracentrifugacién basado en el descripto por

Bejta®®

. El plasma se obtuvo a partir de muestras de sangre fresca, adicionada con EDTA 10 mM
como anticoagulante, incubada a 4°C durante 1 hora y centrifugada a 2000 rpm durante 8 minutos
(Sigma 3.18K). A continuacion se realizd un gradiente de densidad, tal como se describié en la
seccion 2.4.1 para la obtencién de EgAgB pero utilizando tubos mas grandes (25 mL). Brevemente,
a 5 mL de plasma se le agregd KBr a una concentracion final de 0.49 g/mL y se utilizé NaCl 0.15 M,
KBr 0.05 g/mL para completar el volumen a 25 mL. Las muestras se ultracentrifugaron en una
ultracentrifuga L7-65 (Beckman Coulter) a una velocidad de 55000 rpm durante 4 horas a 4°C.
Luego de la ultracentrifugacion, la banda correspondiente a la LDL (banda superior de color
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naranja) y la banda correspondiente a la HDL (banda inferior de color amarillo) se aspiraron
cuidadosamente y transfirieron a tubos de vidrio. Para la purificacién de la HDL se realiz6 una
segunda ultracentrifugacion, para lo cual a la fraccion obtenida inicialmente se le agregd KBr hasta
saturacién, se completd el tubo con la solucién de NaCl 0.15 M, KBr 0.05 g/mL y se ultracentrifugd
nuevamente a 55000 rpm durante 4 horas a 4°C. El KBr de las fracciones de LDL y HDL purificadas
se eliminé mediante didlisis en solucién amortiguadora PBSg.gapam durante 24 horas. Finalmente,
se transfirieron a tubos de vidrio color caramelo, se gasearon bajo corriente de N, (g) para evitar la
oxidacion de los lipidos y conservaron a 4°C.

2.6.4.2. Ensayos de competencia empleando lipoproteinas plasmaticas y otros ligandos de
receptores celulares de superficie

Con el fin de evaluar posibles receptores celulares involucrados en la interacciéon con el EGQAgB se
realizaron ensayos de competencia entre el EQAgB nativo con varios ligandos conocidos para
distintos receptores de superficie: las lipoproteinas plasmaticas LDL y HDL (unen a varios
receptores para lipoproteinas), la lactoferrina (receptor LRP-1) y el acido poli-inosinico (receptor
SR-A). Para estos ensayos se utilizaron LDL y HDL preparadas como se describi® en la seccién
anterior y lactoferrina y acido poli-inosinico comerciales. Se emplearon monocitos distribuidos en
placas de 96 pozos de fondo cénico, en un volumen final de 100 pL por pozo, tal como se detalld
en el item 2.4.1. Las células se pre-incubaron con LDL o HDL (500 ug/mL), lactoferrina/acido poli-
inosinico (5, 100 y 1000 pg/mL) o BSA (1000 pg/mL) o PBS como control en PBSsep-nans durante 30
minutos a 4°C. A continuacién se lavaron una vez y se incubaron con el EgAgB nativo marcado con
biotina, a una concentracion de 100 pg/mL en PBSsrps-nans durante 1 hora a 4°C. El revelado de la
unién se realizé empleando estreptavidina-FITC, siguiendo el protocolo descripto en la seccién
2.4.2.2. Al finalizar el revelado, las células se resuspendieron en 500 uL de PBS y se analizaron
mediante citometria de flujo. La unién del EgAgB a las células pre-incubadas con las lipoproteinas
se expresd como el indice de unién de cada muestra.

2.6.5. Ensayos de competencia por la union a macréfagos entre el EQAgB nativo y el LPS

En estos ensayos se plaquearon 0.2x10° macréfagos THP-1 en placas de fondo cénico y se utilizd
LPS comercial conjugado al fluorocromo Alexa-488 (LPS*, Molecular Probes. Primero se evalué la
unién del LPS* a macréfagos ensayando distintas dosis en un amplio rango de concentraciones
(entre 0,01 y 10 pg/mL). El LPS* se incubd con las células por 30 minutos a 37° C vy finalizada la
incubacion las células se lavaron dos veces con una solucion amortiguadora de tincidon para
citometria de flujo (FACS, PBS conteniendo BSA 0.1% m/v, EDTA 2 mM, pH 7.1) y se analizaron por
citometria de flujo (FACSCalibur). La unién del LPS* a los macréfagos se expresé como la IF
promedio (media geométrica). Luego se realizaron ensayos de competencia por la unioén a las
células entre el LPS* (5 pug/mL) y el EgAgB nativo, utilizando OVA como una proteina control. En
este caso, el LPS* se pre-, co- o post-incub6 con EgAgB (1-200 ug/mL), OVA (200 pug/mL) o PBSg.s.
abam (control de vehiculo) mediante el agregado de las preparaciones sobre la suspension celular.
En los experimentos de pre y post incubacion, las células se incubaron con la primera preparacion
por 30 minutos a 37° C y posteriormente se adiciond la segunda preparacion incubando en las
mismas condiciones de tiempo y temperatura. En general el agregado de la segunda preparacion
se realizd sin centrifugar la placa ni eliminar el sobrenadante entre etapas, salvo para un
experimento preliminar en el cual se centrifugd la placa, elimind el sobrenadante y finalmente se
agregd la segunda preparacion (Figura 520 C de la seccién 5.5 de Resultados). Al finalizar la
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incubacion, las células se lavaron dos veces con PBS y se analizaron mediante citometria de flujo
(FacsCalibur). La union del LPS* a las células en las diferentes condiciones de competencia se
expresd como el % de unién promedio, relativo a la unién del LPS* en presencia del vehiculo.

2.7. Andlisis de los efectos EgAgB sobre macréfagos: efectos per se y efectos
moduladores de las repuestas inducidas por agonistas de TLRs

Se obtuvo EgAgB nativo a partir de LH y rEgAgB8/1 siguiendo las metodologias descritas en 2.4.1y
2.4.2.2, respectivamente. Ambas preparaciones se sometieron a un paso final de cromatografia de
inmunoafinidad utilizando los VHH anti-EgAgB8/1 inmovilizados sobre CNBr como se describe en
2.4.2.1. Los efectos del EgAgB sobre las propiedades bioldgicas de las células se examinaron
determinando su viabilidad (indirectamente por medida de la actividad metabdlica, seccion 2.7.3),
la produccién de dxido nitrico (a través de la medicidn de nitrito, seccidon 2.7.4), la expresion de
moléculas de superficie (seccién 2.7.5), y la capacidad de inducir o interferir con la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6 e IL-12 (seccién 2.7.6).

2.7.1. Efectos del EgAgB nativo y su fraccion lipidica sobre macréfagos THP-1

Se plaquearon 0.2x10° células THP-1 por pozo en placas de 96 pocillos. Se diferenciaron con 50
ng/mL de PMA en RPMI-5% SFB por 48 horas y posteriormente se realizé un cambio de medio,
dejando a las células en RPMI completo (5% SFB) por 24 horas adicionales (como se describid en la
seccion 2.2.2). Se seleccionaron distintos agonistas de TLRs: LPS, zymosan, Pam3CSK4 y Poly (I:C).
En primer lugar se realizaron ensayos para determinar las curvas de dosis-respuesta generadas por
los distintos estimulos en base a la induccién de las citoquinas pro-inflamatorias IL-13 e IL-6
durante 24 horas. Se analizaron rangos de concentracion entre: 0,1-1000 ng/mL para el LPS, 0,01-1
mg/mL para el zymosan, 1-500 ng/mL y 1-500 pg/mL para el Poly (:C). Una vez establecido el
rango de concentraciones de trabajo para estos agonistas se llevaron a cabo experimentos de
estimulacién de macrofagos con EgAgB nativo o rEgAgB8/1 (1y 10 pg/mL) en presencia/ausencia
de una concentracion fija del agonista que generara una respuesta clara pero no saturada, de
forma de poder evaluar su eventual regulacién positiva o negativa. Con este criterio se utilizd LPS
10 ng/mL, zymosan 1 pg/mL, Pam3CSK4 50 ng/mL y Poly (1:C) 100 pg/mL. Como control del
vehiculo se utilizé PBSE-B-AbAm, tampdn empleado para la conservacion de todas las
preparaciones obtenidas, el cual se ensayd sélo o en conjunto con el LPS. Cabe aclarar que el
EgAgB, tanto nativo como recombinante, y los agonistas de TLR se adicionaron a los pozos en
forma separada, para evitar posibles interacciones entre ellos previo al contacto con las células.
Luego de 24 horas de cultivo se analizd la actividad mitocondrial en las células y en los
sobrenadantes se cuantificaron citoquinas y nitrito.

Adicionalmente, se realizaron ensayos similares utilizando LPS como estimulo pero en presencia de
la fraccion lipidica del EgAgB nativo, obtenida tal como se describid en la seccion 2.5.2.1. Las
fracciones lipidicas se ensayaron a 10 y 20 pg/mL y se sumé el control del vehiculo
correspondiente (DMSO).
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2.7.2. Efectos del EgAgB sobre macréfagos murinos derivados de médula 6sea (BMDM)

Los BMDM, obtenidos segun se describid en la seccién 2.2.5 se centrifugaron por 10 minutos a 350
gy 18°C y se resuspendieron en 10 ml de DMEM. Se plaquearon 0.5x10° células por pozo en placas
de 48 pozos con 0.5 mL de DMEM conteniendo SFB 1% (v/v). A las 24 horas se descarté el
sobrenadante y se agregaron los estimulos. Se llevaron a cabo experimentos de estimulacion de
macréfagos con EgAgB nativo o rEgAgB8/1 (1 y 10 ug/mL) en presencia/ausencia de LPS (10
ng/mL). Como control del vehiculo se utilizd PBSg.g.apam, €l cual se ensayd sélo o en conjunto con
el LPS. Los estimulos se adicionaron a los pozos en forma separada. Luego de 24 horas de cultivo,
los sobrenadantes y las células se analizaron en cuanto a la respuesta de citoquinas y nitrito, la
actividad metabdlica celular (tomada como medida de la viabilidad celular) y la expresion de
moléculas de superficie en las células segun se describe a continuacién.

2.7.3. Determinacion de la actividad metabdlica celular

Como medida de la viabilidad celular se determind la actividad metabdlica celular utilizando el
ensayo de MTT?” (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2- ilo)-2,5-difeniltetrazol, Bio Basic Inc.,
Canada). Este ensayo colorimétrico permite cuantificar el formazan que se genera como
consecuencia de la reduccién enzimatica del MTT por la succinato deshidrogenasa mitocondrial,
por lo que sélo ocurre en células viables. Por tanto, se puede relacionar la viabilidad con la
cantidad de formazan generado. Las células se cultivaron en presencia de 200 ug/ml de MTT en
PBS con 0.1 % glucosa por 3 horas a 37°C y 5% CO,. Luego se lavaron con PBS y el formazan
generado se disolvié en DMSO vy se cuantificd midiendo la Abs a 560 nm en un espectrofotometro
para microplacas.

2.7.4. Determinacion de nitritos por el método de Greiss

Se determinaron los niveles de NO,. acumulados en los sobrenadantes de cultivo para evaluar la
producciéon de éxido nitrico por las células. Este método se basa en la reaccion de diazotizacién de
Greiss que utiliza sulfanilamida y N-(1-Naftil) etilenamina diclorhidrato (NED) bajo condiciones
acidas. Brevemente, se dispensaron 50 uL de muestra en placas de microtitulacién de 96 pozos y
se les agregaron 50 plL del reactivo de Greiss (HsPO4 2.9 mL, sulfanilamida 0.5 g, naftilendiamina
0.05 g, completando a 50 mL con agua destilada). En paralelo se realizé una curva estandar a partir
de diluciones de una solucion de nitrito de sodio de concentracion conocida en el rango de 0 a 50
MM. La placa se incubo a temperatura ambiente por 5-10 minutos en oscuridad y se midié la Abssgg
en un lector de microplacas.

2.7.5. Determinacidn del nivel de expresion de moléculas de superficie por citometria de flujo

Los macrofagos BMDM se despegaron vertiendo 500 pL por pozo de una solucidon de PBS
conteniendo EDTA 1 mM y 0.2% de glucosa a 4°C. Esta solucion se aspird y dispensé diez veces
con una micropipeta para despegar las células. Dicho proceso se repitié por lo menos dos veces y
el despegado se confirmd observando la placa al microscopio éptico. Se procedié con el marcado
de los macréfagos obtenidos con distintos anticuerpos para su andlisis por citometria de flujo,
manteniéndolos siempre en frio y protegiéndolos de la luz (a menos que se indique lo contrario).
Se transfirieron a una placa de 96 pocillos de fondo en V y se lavaron con 100 uL de PBS; el lavado
incluyd la centrifugacion a 350 g durante 5 minutos, el descarte del sobrenadante por inversion de
la placa y el disgregado de las células por pasaje de la placa por un agitador tipo vortice. Para
medir la viabilidad las células se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con 10 pL
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de una solucién 1/500 en PBS de la sonda comercial Live/dead-Aqua, conjugada a V500 (Thermo
Fischer). En las células muertas, cuya integridad de membrana se encuentra comprometida, la
sonda se une covalentemente a las poliaminas intracelulares ademas de las presente en la
superficie, por lo que les confiere mayor intensidad de fluorescencia. Luego, se agregaron 15 pL de
soluciéon amortiguadora de tincion para citometria de flujo (FACS, PBS conteniendo BSA 0.1% m/v,
EDTA 2 mM, pH 7.1) por pocillo conteniendo suero normal de rata 15% v/v durante 20 minutos
para bloquear los receptores Fc presentes en las células y los motivos expuestos en la superficie
celular que puedan promover interacciones inespecificas. Posteriormente, las células se incubaron
con 25 pL de una mezcla de anticuerpos conjugados a fluorocromos especificos para los
receptores celulares de interés diluidos en FACS, durante 30 minutos. Se llevo a cabo la tincién con
anticuerpos especificos que se detallan en la Tabla 2.1: F4/80 (anti-F4/80-PECy7) para identificar a
los macréfagos, Ly6C (anti-Ly6C-eF450) para eliminar posibles monocitos (en caso de haber
alguno) y CD40 (anti-CD40-FITC), CD86 (anti-CD86-PE) y MHC-II (anti-MHC-II-APC) para las
moléculas de superficie.

Tabla 2.1. Anticuerpos utilizados para la identificacion de BMDM y para la determinacién de los niveles
de moléculas en la superficie celular. Se lista cada anticuerpo utilizado en los ensayos con BMDM junto con
el fluorocromo asociado, antigeno que reconoce, clona de la cual deriva, dilucidon de uso y marca y nimero
de catalogo correspondiente al producto.

Fluorocromo Antigeno Clona Dilucion final Marca # Catalogo
FITC CD40 3/23 200 BD 553790
PE CD86 GL-1 100 BD 553692
PECy7 F4/80 BM8 200 eBioscience 25-4801-82
APC MHC-II (IA/IE) M5/114.15.2 200 eBioscience 17-5321-82
eFluor 450 Ly6C HK1.4 200 eBioscience 48-5932-82

Finalmente, las células se lavaron 2 veces con 150 uL de FACS y se resuspendieron en 100 L de
PBS para su adquisicion en el citometro. Como controles de la tincidn se realizaron los marcados
simples, correspondientes a la incubacién con un Unico anticuerpo, que permite corregir el ruido
generado por el solapamiento entre los espectros de emisién de los fluorocromos a través de la
herramienta de compensacion del programa de anélisis. En paralelo se realizé un control FMO (del
inglés, fluorescence minus one) para cada uno de los marcadores, incubando las células con todo el
mix de anticuerpos salvo aquel para el que se busca realizar el control. EIl FMO determina la
fluorescencia que llega a un detector producto de la autofluorescencia basal y de la emisidon no
deseada proveniente del resto de los fluorocromos presentes en la mezcla (no corregible mediante
compensacion), siendo el umbral para definir las células positivas para el marcador. Para el analisis
se utilizd un citémetro de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences) de ocho detectores. Cada muestra
se tomd durante 1 min y se grabaron al menos 20000 eventos. El andlisis posterior se realizd
utilizando el software FlowJo v7.6 (TreeStar). Desafortunadamente no funciond el marcador de
viabilidad que se habia comprado para el analisis (live/dead-Aqua V500 y el disponible emitia
florescencia en el mismo canal que alguno de los anticuerpos de interés (FITC) por lo cual no se
pudo eliminar el ruido generado por células muertas. La estrategia de analisis de las células implicd
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varios pasos secuenciales de seleccidon de las poblaciones segin su marcado fluorescente que
llamamos estrategia de clasificacion o de gating (por la creacién de regiones o gates que
contienen las células seleccionadas). En primer lugar, se seleccionaron aquellos eventos
considerados células integras, que dejaron por fuera los eventos de menor tamafio y granularidad,
correspondientes usualmente a deshechos celulares (Figura 2.3 A). Dentro de la regién de células
integras se seleccionaron los singuletes (graficando FSC-A y FSC-H, Figura 2.3 B), descartando
aquellos eventos asociados a la sefial generada por grupos de dos o mas células que atraviesan a
la vez el haz de luz. A continuacién, tomando en cuenta los umbrales obtenidos para cada
fluorocromo con los controles FMO, se seleccionaron los macréfagos como aquellas células
F4/80""Ly6C (Figura 2.3 C) y sobre esta poblacion se analizd el nivel de expresién de CD40, CD86
y MHC-II (Figura 2.3 D). Los resultados se informan como el nivel de expresion del marcador en
estudio, estimado tomando la media geométrica de la IF corregida por el correspondiente valor
del FMO.
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Figura 2.3. Estrategia de gating para la definicién de BMDM. Los BMDM se tifieron con los anticuerpos
anti-F4/80-PECy7, anti-Ly6C-eF450, anti-CD40-FITC, anti-CD86-PE y anti-MHC-II-APC y se analizaron
mediante citometria de flujo tal como se describe en 2.7.5. Se esquematiza la estrategia de gating de los
macrofagos (MF) utilizada para el andlisis, que consistio en seleccionar primero las células integras (A), dentro
de éstas los singuletes (B) y dentro de estos Ultimos identificar y seleccionar los eventos F4/80*Ly6C (C) en
base a los umbrales generados con los controles FMO. Sobre la poblaciéon de macréfagos se evaluaron los
niveles de expresion de CD40, CD86 y MHC-II en superficie (en funcién de la media geométrica de la IF
detectada, D).

2.7.6. Cuantificacion de citoquinas por enzimoinmunoensayo

La concentracion de citoquinas en el sobrenadante de cultivo se analizd por ELISA (del inglés,
enzyme-linked immunosorbent assay) utilizando pares de anticuerpos comerciales (BD OptEIA,
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Tabla 2.2) y siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante. Se utilizaron placas de 96
pozos con alta capacidad de unién (Maxisorp, Nunc). En forma general, se incubd la placa con una
dilucion apropiada del anticuerpo de captura en la solucién amortiguadora correspondiente,
durante toda la noche a 4°C. Luego, se bloqued con una solucién de PBS conteniendo SFB 10%
durante al menos 1 hora a temperatura ambiente, para cubrir los sitios de unién en la placa no
ocupados por el anticuerpo de captura. A continuaciéon se sembré la muestra o una dilucién
seriada del estandar y se incubd durante 2 horas a 37°C. Pasado este tiempo, se agregd una
dilucion apropiada del anticuerpo de deteccién conjugado a biotina en la solucién amortiguadora
correspondiente y se coincubd o posteriormente incubd (este paso es varia entre kits) con
estreptavidina conjugada a la enzima peroxidasa. Después de cada incubacién se realizaron entre
tres y cinco lavados con PBS 0.05% m/v Tween-20, excepto antes del revelado que se realizaron 7
lavados. Se reveld agregando 100 pL de fosfato-citrato conteniendo TMB y H,0, y se detuvo la

reaccion mediante el uso de H,SO4 1 M. Finalmente se midid la Absssg en un lector de microplacas.
Se determind la concentracion de las citoquinas en la muestra en base a la curva del estandar que
se obtuvo a partir del ajuste lineal de la curva Absasg vs la concentracion de la citoquina utilizando
el programa Excel.

Tabla 2.2. Kits de anticuerpos comerciales utilizados para la determinacion de citoquinas en el
sobrenadante de cultivo y el lavado peritoneal por ELISA de captura. Se lista cada kit de BD indicando la
especie e interleuquina que permite cuantificar asi como el nimero de catdlogo correspondiente. *
Subunidad compartida con la IL-23 (IL-12/IL-23p40).

Especie Interleuquina # Catalogo
IL-1B 557953
Humano
IL-6 555220
IL-1B 559603
IL-6 555240
Raton
IL-10 555252
IL-12p40 * 555165

2.8. Analisis de la capacidad del EgAgB de promover el eflujo de colesterol en
macrofagos

Estos ensayos se realizaron en el Laboratorio del Grupo de Bases Metabdlicas del Riesgo
Cardiovascular perteneciente al Instituto de Recerca del I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pauy,
ubicado en Barcelona (Espafia) en el marco de una pasantia de la Dra. Ferreira realizada en 2019
que permitid establecer una colaboracion con el Dr. Josep Julve. Lamentablemente debido a la
pandemia, fue imposible concretar una estancia en la que pudiera completar estos estudios. Por
tanto, realicé el analisis de los datos obtenidos por la Dra. Ferreira que permiti¢ alcanzar resultados
preliminares.

Las lineas de macréfagos THP-1 y J774 se mantuvieron en cultivo como se describid en las
secciones 2.2.2 y 2.2.3, respectivamente. En el caso de los macréfagos THP-1, se distribuyeron en
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placas de 6 pozos, 1x10° de la linea THP-1 en 1 mL de medio RPMI conteniendo SFB 5%, se
adicionaron 50 ng/mL de PMA y se cultivaron por 72 horas para promover su diferenciacién a
macréfagos, o cual anula su proliferacién. En el caso de la linea J774, se sembrd en placas de 6
pozos una alicuota de 2x10° células por pozo y se cultivaron hasta que alcanzaron un 80-90% de
confluencia. Una vez obtenidos los cultivos de macréfagos, se adiciond 1 uC de colesterol tritiado
en RPMI - 5% SFB y se permitié su incorporacién a las células durante 48 horas. Pasado este
tiempo se retird el sobrenadante y se equilibraron las células por 18 horas en 0,2% de BSA libre de
acidos grasos en RPMI para quelar el posible colesterol marcado en el medio de cultivo que no
haya sido incorporado a las células). A los macréfagos J774 también se les adiciond AMP ciclico 0,3
mM para inducir la expresién de la molécula ABCA-1, transportador de colesterol en los
macréfagos. Luego se procedid a incubar las células con 25 y/o 50 ug/mL de EgAgB o rEgAgB8/1,
HDL; (aceptor conocido de colesterol celular, control positivo del eflujo) y el control de vehiculo
(blanco, conteniendo PBSg.g.apam)- A 1as 4 horas se colectd el sobrenadante (centrifugando para
eliminar posibles restos celulares), se lisaron las células con NaOH 0,5 M y se sonicaron (2 veces
por 30 minutos a temperatura ambiente). Se mezclaron 200 pL de sobrenadante y 500 pL del
lisado celular con 4 mL de liquido de centelleo y se realizé el conteo de la marca radiactiva en un
contador de centelleo. Finalmente, se determind el eflujo de colesterol que promovid cada
preparacion como la relacion entre la actividad radioactiva presente en el sobrenadante y la total
(sobrenadante y células).

2.9. Analisis de datos

Todos los experimentos utilizando células en cultivo se realizaron al menos 3 veces (n = 3, a
menos que se indique lo contrario), con duplicados o triplicados analiticos (segun se detalle en la
presentaciéon de los resultados). Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software
GraphPad Prism (version 6, GraphPad Software, EEUU, www.graphpad.com). Para el analisis
comparativo se utilizé el anélisis de varianza (ANOVA) de una via con la prueba de Dunn, o de dos
vias (considerando cada experimento como otra variable) con la prueba de Tukey, ambos con un p
< 0.05, seguin se describe en la seccion Resultados para cada experimento.

2.10. Analisis in vivo de los efectos del EgAgB sobre las células presentes en el
peritoneo de ratén

Se evalud si el EgAgB nativo/rEgAgB8/1 induce per se y/o altera la respuesta inflamatoria innata
inducida por el estimulo inflamatorio LPS en las células presentes en el peritoneo de ratones. Se
eligio este modelo ya que el peritoneo es un lugar anatomico ampliamente utilizado para el
estudio de células innatas incluyendo a los monocitos y macréfagos, células en las que se
centraron los estudios in vitro. Los experimentos in vivo se realizaron con ratones Balb/c, hembras
de entre 8 y 12 semanas de edad; como ya se comentd siguiendo el protocolo 542 (Exp. N°
101900-000972-17) avalado por la CHEA-UdelaR. Se analizaron las poblaciones presentes en la
cavidad peritoneal y las citoquinas producidas a dos tiempos de una respuesta inmune innata
aguda, 4 y 24 horas. Se utilizd el LPS como estimulo inflamatorio dado el conocimiento generado
sobre los efectos del EQAgB nativo en los estudios in vitro antes descriptos.
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2.10.1. Estimulacién intraperitoneal con EgAgB nativo/rEgAgB8/1y LPS

Para cada experimento se utilizaron 4 grupos de ratones: EgAgB/rEgAgB8/1, LPS, LPS +
EgAgB/rEgAgB8/1 y grupo control. Todos recibieron dos inyecciones por via intraperitoneal (i.p.)
de 100 pL, una inicial conteniendo 50 pg de EgAgB o PBSt g apam (vehiculo) en suero fisioldgico
estéril (SF) y otra, separada en el tiempo (10 minutos) conteniendo 15 pg de LPS o SF (vehiculo)
segun correspondiera. La administracion por separado y unos minutos antes del antigeno
pretendié evitar que sus efectos se debieran a una eventual interaccidon con el LPS en la mezcla
inyectada.

Se utilizé una dosis de 50ug/ratdon de EgAgB/rEgAgB8/1, dosis escogida apuntando a mantener
una relacion pg EgAgB (proteina)/célula del orden de la utilizada en los estudios in vitro (~5 pug
para 0.5x10° macréfagos), considerando que, en estado basal, la cavidad peritoneal de los ratones
Balb/c puede contener entre 2 y 4x10° células y que localmente la dosis ser4 menor (dado que el
peritoneo es un sitio ampliamente vascularizado y con gran capacidad absortiva por lo cual se
espera que una proporcion del EgAgB soluble inyectado difunda rapidamente y alcance la sangre).

2.10.2. Lavado peritoneal

Se practicd la eutanasia de los animales utilizando una sobredosis del anestésico inhalatorio
isofluorano a las 4 o 24 horas post-estimulaciéon (p.e.). La obtencion de células peritoneales de
ratén se llevd a cabo mediante lavado peritoneal. Se retiré la piel del abdomen efectuando un
corte superficial para luego separar la piel cuidadosamente, sin perforar la cavidad. Para obtener
una muestra concentrada, que permitiera evaluar niveles de citoquinas, se inyectd 1 mL de la
solucion de lavado fria (RPMI, SFB 0,2%, EDTA 2 mM) en la cavidad peritoneal y luego de 1 minuto,
durante el cual se balanced el cuerpo del raton para que la solucién tomara contacto con toda la
cavidad, se recuperaron al menos 500 pL. A continuacion se realizaron 2 lavados con 4,5 mL cada
uno para recuperar la mayor cantidad de células posible. Se centrifugd el lavado durante 5
minutos a 350 g. El sobrenadante de la muestra concentrada se reservo para cuantificar citoquinas
por ELISA. Los pellet de células de ambas extracciones se mezclaron (pool) y se contaron en un
contador de células (Cellometer, Nexcelom Bioscience, USA) utilizando el marcador de viabilidad
(AOPI).

2.10.3. Caracterizacion de las poblaciones celulares recuperadas de cavidad peritoneal por
citometria de flujo

Para el analisis celular por citometria de flujo se marcaron las células con anticuerpos fluorescentes
siguiendo los pasos y condiciones del protocolo descripto en 2.7.5. El detalle sobre las
caracteristicas y el origen de los anticuerpos fluorescentes que se utilizaron se muestra en la Tabla
2.3. Primero se llevd a cabo la tincién de viabilidad y luego de los marcadores de superficie y de
activacion celular. En paralelo se realizaron los marcados simples (para todos los anticuerpos) y los
FMO (solamente para los anticuerpos utilizados para evaluar los niveles de expresién de los
marcadores de interés). Las células se lavaron con FACS y se fijaron con 100 pl de una solucion de
4% de paraformaldehido en PBS, pH 7.4 durante 20 minutos a 4°C. Finalmente se realizaron dos
lavados con FACS vy las células se resuspendieron en 100 pl de FACS y mantuvieron a 4°C hasta su
analisis por citometria de flujo. Cada muestra se tomo durante 1 minuto (totalmente) y se grabaron
al menos 50000 eventos. Se disefiaron estrategias de seleccion para analizar la presencia de las
diferentes poblaciones recuperadas de la cavidad peritoneal (descriptas en seccion 2.8.3.1).
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Tabla 2.3. Anticuerpos utilizados para la identificacién de poblaciones y para la determinacion de los
niveles de moléculas en la superficie celular. Se lista cada anticuerpo utilizado en los ensayos in vivo junto
con el fluorocromo asociado, antigeno que reconoce, clona de la cual deriva, dilucidon de uso y marca y
numero de catalogo correspondiente al producto.

Fluorocromo Antigeno Clona Dilucion final Marca # Catalogo
Gr-1 (Ly6C, Ly6G) RB6-8C5 200 BD 553127
FITC CD40 3/23 200 BD 553790
CD5 53-7.3 200 BD 553020
Siglec F (CD170) 1B1 200 eBioscience 553846
PE CD86 GL-1 100 BD 553692
CD11b M1/70 200 BioLegend 101208
PerCP MHC-II (IA/IE) M5/114.15.2 200 BioLegend 107624
PECy5 CD86 GL-1 100 Biolegend 105016
CD11c N418 200 eBioscience 25-0114-82
PECy7
F4/80 BM8 200 eBioscience 25-4801-82
MHC-II (IA/IE) M5/114.15.2 200 eBioscience 17-5321-82
APC CD40 3/23 200 BD 558695
APC-Cy7 CD19 1D3 200 BD 557655
eFluor 450 Ly6C HK1.4 200 eBioscience 48-5932-82

2.10.3.1. Estrategia de gating para caracterizar las células peritoneales

Se buscd realizar un anélisis global de la respuesta inflamatoria, por lo cual se analizaron las
principales poblaciones residentes/reclutadas en el peritoneo y los niveles de expresion de algunas
moléculas de superficie relevantes, como MHC-II y receptores co-estimulatorios (CD40 y CD86).
Para cada experimento se realizaron 3 tinciones independientes que se describen en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Paneles de anticuerpos utilizados para el analisis de células peritoneales por citometria de
flujo. Se listan las moléculas identificadas en las tres tinciones junto con el fluorocromo al que se asocia el
anticuerpo que se empled para su respectivo reconocimiento (la informacién de cada anticuerpo se presenta
en la Tabla 2.3 de la seccion 2.10.3) con el fin de evaluar las poblaciones presentes en el peritoneo (se aclara
en base a qué molécula) y la expresion de MHC-II, CD86 y CD40 en los distintos lotes experimentales. DCs:
células dendriticas; LB: Linfocitos B; MC: monocitos; MF: macréfagos.

Fluorocromo TINCION 1 TINCION 2 TINCION 3
FITC Gr-1 Neutrdfilos CD40 CD5 Bla
PE Siglec-F Eosinofilos CD86 CD86
PerCP - - MHC-II -
PECy5 CD86 - CD11b B1/Bla
PECy7 CD1lc DCs F4/80 MF F4/80 MF
APC MHC-II MHC-11/CD40 MHC-II
APCCy7 CD19/F4/80 LB/MF CD19 LB CD19 LB
eF450 Ly6C MC Ly6C MC -
V500 L/D L/D L/D

92



A continuacion se describe la estrategia de seleccion utilizada para analizar la presencia de las
diferentes poblaciones recuperadas de la cavidad peritoneal. Desafortunadamente como no
funciondé el marcador de viabilidad que se habia comprado para el andlisis (live/dead-Aqua V500,
aun cuando se ensayd a concentraciones mayores que las recomendadas por el fabricante,
Thermo Fisher) y el disponible emitia florescencia en el mismo canal que alguno de los anticuerpos
de interés (FITC), no se pudo eliminar el ruido generado por células muertas. Asi, en primer lugar,
para todas las tinciones se seleccionaron aquellos eventos considerados células integras, que
dejaron por fuera los eventos de menor tamafio y granularidad que son usualmente restos
celulares (Figuras 2.4-2.6 A). Luego, como dentro de la region de células integras se seleccionaron
los singuletes (Figuras 2.6-2.6 B), que como ya se explicé descarta aquellos eventos asociados a la
sefial generada por grupos de dos o mas células que atraviesan a la vez el haz de luz.

En la tincidon 1 se incluyeron anticuerpos especificos para identificar células dendriticas y los
neutréfilos y eosindfilos reclutados a cavidad peritoneal (Figura 2.4). Dentro de las células integras
y los singuletes se definieron las células dendriticas (DCs) como aquellas que expresan altos niveles
de CD1lc y MHC-II (CD11c™"MHC-II"", Figura 2.4 C). A partir de las células negativas para estos
marcadores, CD11c MHC-II" (DCs), se identificd la poblacion CD19F4/80" para eliminar a los
linfocitos B (LB) y macréfagos (MF), respectivamente (Figura 2.4 D). Finalmente, para determinar las
poblaciones inflamatorias reclutadas, se definieron los neutréfilos como Gr-1""SiglecF™ y los
eosindfilos como Gr-1'SiglecF™ (Figura 2.4 E).
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Figura 2.4. Estrategia de gating para definir las DCs y las poblaciones de granulocitos, neutréfilos y
eosindfilos, reclutados de la sangre a la cavidad peritoneal de ratén. A las 4 y 24 horas p.e. se obtuvieron
las células de cavidad peritoneal y se tifieron con anticuerpos especificos para definir células dendriticas y las
poblaciones de neutrdfilos y eosindfilos reclutados tal como se detalld en la secciones 2.10.1-3. Se ilustra la
estrategia de gating utilizada a partir del lavado peritoneal de un ratéon estimulado con EgAgB nativo,
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mostrando la seleccién en forma secuencial. Se identificaron las células integras (A), dentro de estas Ultimas
los singuletes (B) y a continuacion las DCs como CD11c¢™*"MHCII™™ (C). Para las células CD11c MHCII™ (DCs) se
identificaron las CD19°F4/80 (LB", MF, respectivamente, D). Finalmente se definieron los neutréfilos como Gr-
1*SiglecF "y los eosinéfilos como Gr-1SiglecF™ (E).

Con la tincién 2 se buscd profundizar en los efectos in vivo del EQAgB sobre monocitos y
macréfagos. Esta estrategia permitid evaluar aspectos cuantitativos y cualitativos de estas
poblaciones. Dentro de las células integras y singuletes (Figura 2.5 A y B, respectivamente) se
seleccionaron aquellas CD19™ para descartar a los linfocitos B (LB, Figura 2.5 C). Luego, se
determinaron las poblaciones de LPM seleccionando las células F4/80""Ly6C . El resto de las
células F4/807*Ly6C”", que no serian macréfagos LPM (MF LPM"), se analizaron en funcion de FSC
y SSC para eliminar los eosindéfilos que aparecen como una nube con bajo tamafio y mayor
complejidad intracelular, obteniendo la regién indicada como EOS™ en la Figura 2.5 E. Finalmente
se definieron las poblaciones de monocitos en base a la expresion de Ly6C y MHC-II: los
monocitos recientemente reclutados a cavidad peritoneal corresponden a la poblacién
Ly6C""MHC-II", pero se observaron ademas monocitos con varios fenotipos que corresponderian a
formas de transicién a macrofagos que clasificamos como Ly6C "MHC-II", Ly6C MHC-II" y los
macréfagos SPM Ly6C "MHC-I1 (F).
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Figura 2.5. Estrategia de gating para identificar los monocitos y macréfagos recuperados de cavidad
peritoneal de ratén. A las 4 y 24 horas p.e. se obtuvieron células de cavidad peritoneal y se tifieron con
anticuerpos especificos para definir las poblaciones de MC y MF, tal como se detallé en la secciones 2.10.1-3.
Se ilustra la estrategia de gating utilizada a partir del lavado peritoneal de un ratéon estimulado con EgAgB
nativo, mostrando la seleccion en forma secuencial. Se identificaron las células integras (A), singuletes (B) y las
células CD19™ (LB", C). Dentro de la poblacion LB se identificaron los MF LPM como F4/80""Ly6C ™ (D) y sobre
el resto de las células (MF LPM") se descartaron los eosindfilos (células con FSC bajo y SSC alto y variable) En
este Ultimo paso se utilizd el marcador F4/80 en el eje Y del gréfico de puntos, que permitié una mejor
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separacion entre las poblaciones de LB y MF. Finalmente se definieron los monocitos como Ly6Ca't°F4/80' y
los macréfagos como F4/80*°Ly6C (D).

Por Ultimo, en la tincién 3 se pretendié evaluar los efectos del EGAgB sobre la poblacion residente
de LB, méas especificamente sobre los LB1a. Se ha reportado que la poblacion de linfocitos Bla
podrfa reconocer a la fosfatidilcolina'®, uno de los componentes que se exponen en la particula de
EgAgB. Siguiendo la estrategia inicial ya descripta, se seleccionaron los singuletes dentro de las
células integras (Figura 2.6 Ay B) y se determiné la poblacion total de LB (CD197F4/80", Figura 2.6
C). Como estrategia final se utilizaron los marcadores CD11b y CD5 (Figura 2.6 D), buscando
subdividir la poblacion de linfocitos B en linfocitos LB1 (CD11b*) y dentro de éstos Gltimos los LBla
(CD11b"CD5™).
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Figura 2.6. Estrategia de gating para definir poblaciones de linfocitos B recuperados de cavidad
peritoneal de ratén. A las 4 y 24 horas post-estimulacion se obtuvieron las células de la cavidad peritoneal
de ratdn siguiendo y se tifieron con anticuerpos especificos para definir las poblaciones de linfocitos B tal
como se detalld en la secciones 2.10.1-3. Se ilustra la estrategia de gating utilizada a partir del lavado
peritoneal de un ratéon estimulado con EgAgB nativo, mostrando la seleccién en forma secuencial. Se
identificaron las células integras (A), singuletes (B) y LB como aquellas células CD19"F4/80" (utilizando el
marcador F4/80 en el eje Y del gréfico de puntos que permitié una mejor separacion entre las poblaciones de
LB y MF, C) Finalmente se definieron las subpoblaciones LB1 (CD11b") y LB1a (CD11b"CD5") dentro del total de
los LB (D).
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2.10.4. Analisis de datos

Todos los experimentos in vivo se realizaron entre 2 y 3 veces, dependiendo de la disponibilidad
de EgAgB nativo y rEgAgB8/1. Los resultados referentes a las poblaciones celulares identificadas se
presentan como numero de células ya que el porcentaje en relacion al total puede ser un
pardmetro confuso debido al reclutamiento y migracion celular que ocurren como producto del
proceso inflamatorio. El nivel de expresion de MHC-II, CD40 y CD86 para las poblaciones de DCs,
LB y MC/MQ se informan como la media geométrica de la IF corregida por el correspondiente
valor del FMO. Para la representacion grafica se utilizaron los valores de la mediana de cada
experimento y de los experimentos en conjunto.

El anélisis estadistico de los experimentos in vivo se realizé mediante la prueba exacta, libre de
distribucion (no paramétrica), de Mack y Skillings para un disefio de dos vias con nimeros iguales
de réplicas para cada lote experimental, seguida de una prueba basada en el test T de Student
(empleando los rankings de los datos), con la correccién de Benjamini y Hochberg para
comparaciones multiples Los niveles de significancia se indican en cada figura.
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CAPITULO 3

Purificacion y caracterizacidon de
la composicion del EQAgB nativo
presente en el liquido hidatico
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CAPITULO 3: Purificacién y caracterizacién de la composicién del EgAgB
nativo presente en el liquido hidatico

En este capitulo se describen los resultados referentes a la caracterizacion de la composicion
quimica del EgAgB nativo presente en el LH (objetivo especifico 1), lo cual implico su purificaciéon a
partir de hidatides de origen bovino y suino (materiales disponibles en el laboratorio de
Inmunologia, Facultad de Quimica y Facultad de Ciencias, UdelaR) y el analisis de sus componentes
proteico y lipidico. Esta caracterizacién resultd importante como punto de partida dado que el
EgAgB es una lipoproteina compleja cuya composicion podria variar en funcién de diversos
factores, incluyendo el genotipo, la edad y el grado de adaptacién del parasito al hospedero.

3.1. Puesta a punto de una nueva metodologia para la purificacion del EQAgB nativo
a partir de LH

Como se menciond en el capitulo introductorio, el LH es una mezcla compleja de glicoproteinas,
lipoproteinas, hidratos de carbono y sales minerales derivadas tanto del parasito como del

hospedero®®

. El EgAgB, a pesar de ser uno de los componentes parasitarios mas abundante en
este fluido, se encuentra en baja concentracidon, lo cual se comprueba en el perfil proteico
obtenido del andlisis del LH por SDS-PAGE (Figura 3.1 A, carril LH). Alli se observan como
componentes predominantes proteinas de tamafio molecular compatibles con la albimina (~65
kDa) y las inmunoglobulinas (~50 y 25 kDa, cadenas pesada y liviana respectivamente) del

hospedero, y no se detecta el patron de bandas del EQAgB (~8, 16 y 24 kDa).

Hasta el momento de iniciarse el presente trabajo la forma de obtener EgAgB en el laboratorio
consistia en someter el LH a un paso inicial de cromatografia de intercambio anidnico sobre Q-
Sefarosa seguido de un paso final de cromatografia de inmunoafinidad utilizando el Mo-EB7'®,
Desafortunadamente no se dispuso més ni de la columna de afinidad ni del anticuerpo que se
utilizé para prepararla (luego de varios intentos ninguna de las alicuotas del hibridoma crecié y/o
secretd el monoclonal correspondiente). Asi, este trabajo de tesis comenzd con el disefio de un
nuevo método de purificacion del EQAgB nativo a partir de LH que buscé obtener la totalidad de
las particulas lipoproteicas del EGAgB presentes en el LH, evitando el sesgo introducido por el uso
del Mo-EB7 (que reconoce solo la subunidad EgAgB8/1). Para esto, se mantuvo el paso inicial de
cromatografia de intercambio anidnico sobre Q-Sefarosa, dado que resulta Util como estrategia
inicial para disminuir gran parte de la albimina e inmunoglobulinas del hospedero del LH de. La
fraccién eluida por cambio en la fuerza idnica, denominada QS;, presenté un color amarillo
caracteristico de la presencia de EgAgB (asociado a algunos de sus lipidos constituyentes). Luego,
tomando ventaja de la naturaleza lipoproteica del EgAgB, se sumd un paso de ultracentrifugacion
en gradiente de KBr, metodologia cominmente utilizada para la obtencién de lipoproteinas
plasmaticas™. Como resultado de la ultracentrifugacion de la QSy, el EgAgB aparecié como una
banda de color amarillo/anaranjado de baja densidad de acuerdo a su posicidon en el tubo
(denominada Ldy, del inglés low density fraction; Figura 3.1 B). Se recuperd esta banda y se repitio el
procedimiento de ultracentrifugacion. La fraccién Lds obtenida se preservé en PBS con EDTA y BHT
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y en una atmdsfera de nitrégeno a 4°C hasta su utilizacién, buscando evitar su posible oxidacion y
consecuente agregacion.
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Figura 3.1. Purificacion del EgAgB nativo a partir de LH. (A) Andlisis por SDS-PAGE de las fracciones
obtenidas a lo largo del protocolo de purificacién del EgAgB a partir de LH, utilizando cromatografia de
intercambio anidnico sobre Q-Sefarosa seguido de ultracentrifugacién en gradiente de KBr. Las fracciones
(entre 20 y 25 pg) se separaron en geles de poliacrilamida (15%) bajo condiciones reductoras (6mM de DTT) y
visualizaron por tinciéon con azul de Coomassie. Las flechas indican las formas monoméricas y oligoméricas
que adquiere el EgAgB. La figura es representativa de la purificacion de 3 lotes de LH. MPM, marcador de
peso molecular; LH, liquido hidatico; FT, fraccién no retenida por la Q-Sefarosa (del inglés, flow through
fraction); QSs, fraccion retenida por la Q-Sefarosa; UC, ultracentrifugacién (dos rondas sucesivas 17y Zda); Hds,
fraccion de alta densidad obtenida por ultracentrifugacion, Lds: fracciéon de baja densidad obtenida por
ultracentrifugacion. (B) Obtencién de Lds a partir de la ultracentrifugacién de QSt en gradiente de KBr. La
fraccion QStse sometid a ultracentrifugacion en gradiente de densidad de KBr durante 5 horas. Transcurrido
este tiempo, se obtuvo una banda definida de menor densidad y de color amarillo/anaranjado
correspondiente a la fraccion Ld:. Se recuperd también la fraccion Hdr no coloreada ubicada en el fondo del
tubo.

Las distintas fracciones obtenidas durante el protocolo de purificaciéon del EgAgB a partir de
hidatides bovinas se analizaron por SDS-PAGE (Figura 3.1 A). La mayoria de la albumina (banda de
~65 kDa) e inmunoglobulinas (bandas de ~50 y 25 kDa) del hospedero presentes en el LH no se
retuvieron en la columna de Q-Sefarosa y aparecieron en la fraccién que denominamos FT (del
inglés, flow through fraction). En el carril correspondiente al LH se observd una banda tenue de PM
aparente 8 kDa (conteniendo seguramente subunidades de EgAgB) que no llegd a detectarse en
FT pero si se hizo evidente en QSy. En dicha fraccion también se esbozd el patrdn caracteristico
que adopta el EgAgB, con bandas espaciadas regularmente de PM aparente 8, 16 y 24 kDa. Luego
del proceso de ultracentrifugacion de QS¢la fraccion de baja densidad (Ldy) se enriquecié en los
componentes correspondientes al EQAgB y la de alta densidad (Hd, del inglés high density fraction)
en el resto de las proteinas del LH (que se concentraron en el fondo del tubo de
ultracentrifugacion). Se requirieron, al menos, dos rondas sucesivas de ultracentrifugacion (ver 17y
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2% UQ) para lograr preparaciones de EgAgB de buena calidad (aproximadamente 98% en pureza
segun estimacion por densitometria en base a las bandas del mondmero, dimero y trimero).

A partir de la cuantificacién de proteinas en el LH y las fracciones obtenidas (Tabla 3.1, en base a 1
litro de LH) surge que sélo una pequefia fraccion del LH se retuvo en la Q-Sefarosa, la cual
representa aproximadamente el 1.2% de su contenido proteico (entre 14 y 20 mg). Tras el paso de
ultracentrifugacién la mayor parte de las proteinas de QS aparecieron en Hdsy representaron un
1% del contenido proteico del LH. Respecto al rendimiento de la metodologia, existieron
diferencias segun el pool de LH de partida, probablemente asociadas al estado de fertilidad de las
hidatides. Se obtuvieron entre 2.5y 3.5 mg de Ld¢ por litro de LH fértil, y entre 1.0 y 1.8 mg/L para
los pooles de LH no fértiles. De acuerdo con estos datos y su predominancia en la fraccién Ldy, el
EgAgB nativo representaria aproximadamente un 0.2% del total de la proteina presente en el LH.

Tabla 3.1. Purificaciéon de EgAgB a partir de LH bovino: contenido proteico recuperado en las fracciones
obtenidas y rendimiento de la nueva metodologia. Se muestra la cantidad de proteina obtenida en las
diferentes fracciones en base a 1 litro de LH. La determinaciéon de proteinas se realizé mediante el kit Micro
BCA (ver seccion 2.2.3.1). Se estimo el % de rendimiento para cada fraccion en funcion del total de proteina
presente en el pool de LH. Los valores corresponden al rango de valores obtenidos a partir de 4
purificaciones independientes de LH fértil.

Muestra Proteina (mg) Rendimiento (%)
Pool LH 1140 - 1760 100

FT 1120 - 1740 ~ 98.8

QS 14 - 20 ~1.2

Hd¢ 10 - 18 ~ 1.0

Ld¢ 2,5-3,5 ~ 0.2

Se examind el tamafio del EgAgB nativo por dispersion dinamica de la luz (DLS, ver seccion 2.4.3.4)
lo cual permitié determinar el radio hidrodinamico promedio (Ry) y la distribucién de tamafios de
la poblacién de particulas lipoproteicas presentes en la muestra. El analisis de Lds mostrd un perfil
polidisperso presentando 2 poblaciones mayoritarias definidas segun la intensidad, con valores
promedio de Ry=6.2 + 0.3nm y Ry=112 £ 37 nm (n=4). Sin embargo, mas del 98% del volumen de
la muestra con capacidad de dispersar luz en el rango detectado correspondié a un pico
mayoritario cuyo valor promedio fue Ry=5.8+0.3nm, indicando que la preparacion es muy
homogénea en su composicién y apoyando las observaciones previas resultantes del analisis por
SDS-PAGE. La Figura 3.2 muestra el perfil obtenido del andlisis por DLS para una preparaciéon de
Lds representativa de las 4 preparaciones analizadas.
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Figura 3.2. Analisis por DLS del tamafo de las particulas lipoproteicas presentes en Lds. Se grafica la
distribucion de las poblaciones de particulas presentes en Lds de acuerdo al tamafio estimado (Ru promedio)
determinado segun la medida de la luz dispersada por intensidad (A) y su valor ajustado por el volumen (B).
Los valores corresponden al promedio de 3 determinaciones analiticas de la muestra, realizadas en forma
consecutiva. Los graficos son representativos del analisis de la fraccion Lds obtenida a partir de 4
purificaciones independientes.

La composicién de las preparaciones QSs y Lds se analizé por electroforesis bi-dimensional (2D-
electroforesis) acoplada a espectrometria de masas (Figura 3.3). Este trabajo se desarroll6 en la
Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica del Instituto Pasteur de Montevideo, con la
colaboracién de Analia Lima, Magdalena Gil y Madelon Portela. La electroforesis se realizd en
condiciones reductoras siguiendo la metodologia previamente ajustada por nuestro grupo de
investigacion® con las modificaciones descriptas en la seccién 2.5.1.1. En la Figura 3.3 A se observa
que los componentes que se separan como bandas regularmente espaciadas de 8, 16 y 24 kDa en
el SDS-PAGE (Figura 3.1) dan origen a multiples puntos (spots) con punto isoeléctrico (pl) entre 5y
9 en la electroforesis bidimensional. Llamé la atencion que si bien se logré una buena resolucion
de la muestra, en todos los ensayos realizados las proteinas no se visualizaron como spots
perfectamente definidos, mostrando un aspecto difuso.

En una primera aproximacion, que permitiera confirmar la identidad de los principales
componentes proteicos de QS y Ldy, se analizaron por espectrometria de masa (MALDI-TOF/TOF)
los spots mas intensos obtenidos en la 2D-electroforesis (Figura 3.3, spots 1y 2) y algunos
seleccionados al azar de diferente PM aparente que podrian corresponder a las formas
oligoméricas del EgAgB. Se encontrd que en ambas fracciones, QSs (Figura 3.3 A) y Lds (Figura 3.3
B), el EgAgB fue el principal componente; sus subunidades se distribuyeron de forma escalonada,
en concordancia con la presencia de las formas monomérica, dimérica y trimérica aun en
condiciones reductoras. Se identificaron diversas subunidades del EgAgB con similar peso
molecular pero distinto pl (Figura 3.3 A, rectdngulo) y la presencia de oligémeros que correlaciond
con componentes mas acidos. Las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/4 se encontraron
en los spots 1y 2, y en el resto de los spots correspondientes a los oligbmeros se encontrd
principalmente el EQAgB8/1 (el EgAgB8/4 se identificd Unicamente en un spot del dimero y en otro
del trimero). El fraccionamiento de las proteinas mediante la aplicacion del gradiente de pH
permitié determinar la existencia de subunidades que se enfocaron en un amplio rango de pl,
variando entre 5 y 9. Si bien el polimorfismo de los genes de EgAgB podria explicar que se
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obtuvieran varios spots, el nimero de spots y la variacion en el pl no parecerian atribuibles sélo al
polimorfismo. Ademas, se identificaron las mismas isoformas polimérficas recorriendo el gradiente
de pl, en particular para EgAgB8/1. Una hipdtesis para explicar el patrén mostrado por el EGAgB en
la 2D-electroforesis es que las subunidades se encuentren modificadas a nivel post-traduccional.
Dentro de estas modificaciones seria posible que, en un ambiente inflamatorio y por diferentes
mecanismos de oxidacién, se generaran o introdujeran grupos carbonilos que podrian disminuir el
pl tedrico de las subunidades y facilitar la generacién de oligébmeros. Para examinar esta
posibilidad, el EgAgB se analizd por electroforesis bidimensional y los spots proteicos se
transfirieron a una membrana para evaluar la presencia de grupos carbonilos utilizando el kit
comercial OxyblotTM (Millipore, ver seccién 2.51.3). Los resultados mostraron una marcada
presencia de grupos carbonilo asociada principalmente a la albimina y componentes de alto PM,
mientras que la oxidacién fue muy modesta en los spots principales correspondientes al EgAgB8/1
y no se acentud hacia pl menores, ni coincidid con el patrén de oligomerizacion (Figura 3.4). Esto
indicaria que la presencia de carbonilos no explica el corrimiento en el pl observado para las
variantes apolipoproteicas subunidades del EgAgB identificadas ni la formacién de los oligdmeros.
Si bien en un analisis inicial se descarté a la fosforilacion como otra posible modificacion que
pudiera explicar este comportamiento atipico, aun resta confirmar su ausencia asi como explorar
otras modificaciones post-traduccionales posibles (ver discusion).

A QS B Ld;
MPM MPM
- — 97 - - 97
A S>> S 66 -3 " w66
Ag5
. 4 —_— =45 ., 45
Cew L ]
Apo-A
trimero ) 30 - 30
— “

|
dimero 20 20
L X L#3 .‘ . :

monémero #1 - 14.4 144
B —

3 10 3 10
gradiente lineal gradiente lineal

Figura 3.3. Anélisis por 2D-electroforesis de QS y Lds. Las fracciones QS (A) y Lds (obtenida luego de 2
ultracentrifugaciones sucesivas, B) se analizaron por 2D-electroforesis utilizando un gradiente 3-10 de pH
lineal en la primera dimensién y SDS-PAGE en 15% de poliacrilamida en la segunda dimension y realizando
tincion con azul de Coomassie coloidal para visualizar las proteinas. Se analizé la presencia de componentes
del parasito y del hospedero en los principales spots por espectrometria de masa (MALDI-TOF/TOF). En el
panel A se sefialan con flechas las regiones del gel donde se encontraron spots correspondientes al EGAgB
(regularmente especiados con PM aparente 8, 16 y 24 kDa aproximadamente). Ademas, se marcan con un
rectangulo variantes apolipoproteicas del EGAgB con similar peso molecular pero distinto pl. #1y #2 son los
principales spots correspondientes a las subunidades del EgAgB. A: albdimina del hospedero; Ag5: antigeno 5
de Echinococcus. En el panel B se sefiala el spot correspondiente a la Apo-Al co-purificada junto con el EgAgB.
MPM: marcador de peso molecular. La figura es representativa de tres purificaciones independientes.
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Ademas del EgAgB, el andlisis protedmico permitid identificar otros componentes en las
preparaciones analizadas. La fraccion QS; mostré contener el antigeno 5 del parasito (EgAQ5) y
albumina (A en la Figura 3.3 A) e inmunoglobulinas (spots solapados con las formas triméricas del
EgAgB) derivadas del hospedero, que logran minimizarse al realizar el paso de ultracentrifugacion.
Por otra parte, resulté interesante observar que la apolipoproteina Al bovina co-purificé con el
EgAgB.

El anélisis realizado mostré que el nuevo protocolo de purificacion del EgAgB a partir de LH,
combinando el intercambio anidnico sobre Q-Sefarosa con etapas sucesivas de ultracentrifugacion
en gradiente de densidad, resultd exitoso a los efectos de obtener preparaciones enriquecidas
(QSy) y con alta pureza (Ld;, ~98%) en el EgQAgB nativo, aptas para el andlisis de su composicion
proteica y lipidica por espectrometria de masa.

MPM

97
-

45
30

20

14.4

gradiente lineal

Figura 3.4. Anélisis de la presencia de grupos carbonilo en la fraccidn QS:. Se utilizd el kit comercial
Oxyblot™ (Millipore). La fraccion QS¢ se analizd por electroforesis bidimensional sumando un paso de
derivatizacion de los grupos carbonilo con dinitrofenilhidrazina luego del isoelectroenfoque de las proteinas.
Finalmente se midi¢ la dinitrofenilhidrazona generada mediante quimioluminiscencia. MPM, marcador de
peso molecular. La figura es representativa del andlisis de dos muestras independientes.

3.2. Identificacion de las variantes apolipoproteicas y los ligandos hidrofobicos del
EgAgB nativo presente en el LH de origen bovino y porcino

3.2.1. Purificacion del EgAgB a partir de distintos materiales parasitarios

Se purifico EgAgB a partir de LH bovino y porcino disponible en el laboratorio. Se partid siempre
de pooles de LH buscando contar con muestras representativas de su composicion (pooles de
entre 0.7 y 2.5 litros provenientes de entre 5 y 25 hidatides). Se evalué la existencia de variaciones
en la composicion del EGAgB segun el estado de fertilidad de la hidatide, para lo cual se utilizé LH
proveniente de hidatides fértiles y no fértiles. Para las hidatides fértiles se trabajdé con material de
origen bovino y suino. En base a la secuenciacién de la COX1 se determind, en colaboracion con la
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Dras. Mara Rosenzvit y Marcela Cucher (Instituto de Investigaciones en Microbiologia y
Parasitologia Médica, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires - Buenos Aires,
Argentina) que las muestras de LH utilizadas para la preparacion de los pooles bovinos provenian
principalmente de hidatides del genotipo G1 de E. granulosus s.s., y en menor medida de hidatides
del genotipo G3 (E. granulosus s.s.) y G5 (E. ortleppi). En el caso del LH suino, todas las hidatides
pertenecieron al genotipo G7 de Echinococcus canadensis. Las fracciones QSs y Lds obtenidas se
utilizaron para el estudio detallado de la composicion proteica y lipidica del EgAgB,
respectivamente. Adicionalmente se prepararon extracciones de pooles de (PE) pulverizados con
PBS, guanidina 2M y heparina MM con el fin de analizar su composicion proteica y compararla con
la del LH.

3.2.2. Analisis protedmico de las preparaciones conteniendo EgAgB nativo

La caracterizacion Protedmica se realizé a partir de la fraccion QS¢ por espectrometria de masa. Se
decidié utilizar esta fraccidn, y no la Ldy, porque la suma de pasos sucesivos de purificacion podria
llevar a la pérdida de componentes poco representados. Se utilizaron dos aproximaciones
experimentales:  2D-electroforesis  acoplada a  MALDI  TOF/TOF  y/o LC-MS/MS-
LTQVelos/OrbitrapVelos (en colaboracion con la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica del
Instituto Pasteur de Montevideo y el Laboratorio Especial de Toxinologia Aplicada del Instituto
Butantan, San Pablo, Brasil, respectivamente). Las busquedas para la identificacion de las proteinas
se realizaron en bases de datos de los hospederos (Bos taurus y Sus scrofa, UniProt) y Echinococcus
creada por nuestro equipo (Gene DB, incluyendo secuencias de polimorfismos del EgAgB de
interés, ver seccion 2.5.1).

3.2.2.1. Identificacion proteica por 2D-electroforesis acoplada a MALDI TOF/TOF

Las fracciones QS¢ provenientes de LH fértil de origen bovino (bQSy) y suino (sQSy) se analizaron
por 2D-electroforesis y se seleccionaron 35 y 45 spots para su identificacion proteica por MALDI
TOF/TOF, respectivamente. En la Figura 3.5 se muestran los geles bidimensionales obtenidos
indicando los spots correspondientes a las subunidades del EGQAgB (paneles a la izquierda, circulos
con borde grueso) y la forma oligomérica en la que se identificaron (paneles a la derecho, tabla).
Los resultados obtenidos por esta técnica arrojaron similitudes y diferencias en la composicion
proteica del EgAgB entre los dos origenes estudiados, bovino (genotipos G1/G3/G5) y porcino
(G7). Se encontré que EgAgB8/1y EgAgB8/4 serian las mas abundantes en ambos genotipos. Sin
embargo, EgAgB8/2 se identificd sdlo en bQS¢ (spots correspondientes al monémero) mientras que
EgAgB8/3 Unicamente en sQS¢ (spots principales #1, #2). En la Tabla 3.2 se resumen estos
resultados y se informan las isoformas polimérficas identificadas en bQSs y sQS¢ junto con los
péptidos Unicos que llevaron a la identificacién de cada una. Ademas de las subunidades del
EgAgB, se identificaron otros componentes a partir del analisis protedmico de los geles
bidimensionales (Figura 3.5, circulos con borde fino en el panel izquierdo); el antigeno 5 del
parasito, y varias proteinas del hospedero incluyendo la albimina, cadenas livianas y pesadas de
las inmunoglobulinas y la apolipoproteina A-I (ver Anexo 3.1 con proteinas identificadas en cada
spot analizado para bQSsy sQSy).
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Figura 3.5. Caracterizacidon protedmica de bQSs y sQS¢ por 2D-electroforesis y MALDI-TOF/TOF. Se
analizaron las fracciones bQSt y sQSt por 2D-electroforesis utilizando un gradiente 3-10 de pH lineal en la
primera dimensién y SDS-PAGE en 15% de acrilamida en la segunda dimension, realizando tincién con
Coomassie coloidal para visualizar las proteinas. Se presentan las imagenes correspondientes a los geles
bidimensionales obtenidos donde se marcaron todos los spots analizados por MALDI-TOF/TOF para la
identificacién proteica. Las tablas a la derecha de cada figura resumen las subunidades del EgAgB
identificadas en las formas monomérica y oligomérica y los spots correspondientes (contorno en negrita).
MPM: marcador de peso molecular. En el Anexo 3.1 se listan todas las proteinas identificadas en cada spot,
incluyendo, ademaés de las subunidades del EGQAgB, otros componentes del parasito y del hospedero.

En cuanto a como afecta la fertilidad de la hidatide la composicién proteica del EgAgB, se
encontraron también similitudes y diferencias entre las preparaciones obtenidas de hidatides
fértiles y no fértiles de origen bovino (Tabla 3.2). El EgAgB8/1 fue la principal subunidad
identificada en QS; independientemente de la fertilidad de la hidatide. Por otra parte y como ya se
comentd, las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/4 se encontraron en el EgAgB purificado de
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hidatides fértiles pero en el caso de las hidatides no fértiles se identificé AgB8/2 en uno de los
spots principales pero no AgB8/4.

Tabla 3.2. Subunidades del EgAgB y sus variantes polimérficas presentes en QS: de hidatides bovinas
(bQSy), tanto fértiles como no fértiles, y suinas (sQSy). Se listan las subunidades del EgAgB presentes en las
distintas muestras; se detallan las isoformas polimoérficas detectadas por 2D-gel electroforesis acoplada a
MALDI-TOF/TOF, su masa molecular y pl (calculados utilizando herramientas de Expasy,
http://web.expasy.org/compute_pi/), abundancia en funcién del numero de spots en el/los que se
identificaron y los péptidos Unicos/compartidos que hicieron posible su identificacién. +: proteinas
identificadas en un Unico spot; ++: proteinas identificadas en 2 a 5 spots; +++: proteinas identificadas en mas
de 5 spots. d.n.c: detecciéon no confirmada; se detectaron sefiales correspondientes a péptidos Unicos pero la
identidad de los péptidos no se pudo confirmar por fragmentacién (MALDI-MS/MS).

bQS; sQS;
Genotipo G1/G3/G5 Genotipo G7
3 Isoformas Masa Péptidos Unicos en comr::e;::jg: ::'::: das
‘c polimérficas molecular pI LH no fértil LH fértil LH fértil algunas isoformas las isoformas
H (Uniprot) (Da) polimérficas limorfi
3 polimérficas
"
Z Q86BY8° 7492.8 9.11 . )
? Q3YFQ5 7518.8 9.11 T ELVAECH] DDGLTSTSR, YFFER,
E) YFFERDPLGQK, DPLGQK,
< QS5EKQ4 7589.9 8.31 VVDLLK, ELEEVFQLLR
=] - ’
w QUA06® 7555.9 8.31 it ++t MFGEVK
Q
a QS5EKP1 7906.2 9.42 . . R R MGQVVKK, RWGELR,
g Q27275¢ 8193.5 9.37 DFFRNDPLGQR, NDPLGQR
w
a Q6VXz8® 7708.0 8.80 } . HFFQSDPLGR,
@ VXZ 7709.0  6.79 + ELASVCQUVR,
a Q6VXZ9 : : ELASVCQVVRK i
o
<
2 Q95NWe* 7858.2 8.02 } dnc : HFFQSDPLGKK,
AOA068X006-1  6712.8 6.78 S DVACVCEMVR
CLITR, KLSEVR,
Q6I0W7" R B SDPLGQR,
% Q6Q0G2 8353,7 6,15 + YVKDLLEEEEEEDDSK,
DLLEEEEEEDDSK
:.‘. DLTAICQK
o Q6UZE" 8199.6 6.78 KLGEIR, VHEVLKK ,
Q6UZD8 8252.7 7.96 - ++ - YVKDLLEEEDEDDLK,
Q6UZE3® 8171.6 6.78 DLLEEEDEDDLK

Las siguientes proteinas (cédigo de acceso en Uniprot) generan productos maduros idénticos a aquellas que se indican con las letras superindices: °
U6JQF4 y Q5S577; ® Q3YFQ4; © QSEKN4, C1KBK4, Q6QOH3 y Q6Q0I3; ¢ Q5EKQ8, QSEKR1, Q5SEKR3 y Q95W92; € Q3YFP8; f Q6GYCS5; ¢ DIMHO2; "
Q6Q0G7.

3.2.2.1. Identificacion proteica por LC-MS/MS

Para confirmar los resultados anteriores y obtener datos cuantitativos, se realizé el analisis de bQSs
y sQS; obtenidas de hidatides fértiles por LC-MS/MS. Inicialmente, se utilizé el equipo LTQ-Velos
(IPMon), pero lamentablemente estos estudios rindieron datos preliminares porque debido a
averias en el equipo sdlo se pudo realizar un Unico analisis de las muestras bQS¢ y sQSy, careciendo
de réplicas analiticas que le den solidez a los resultados. De todas maneras, a nivel cualitativo, los
resultados de este estudio coincidieron con la mayoria de los resultados descritos anteriormente,
con la salvedad de que permitieron detectar la presencia del EgAgB8/3 en bQSy, (no detectada por
2D-gel electroforesis seguido de MALDI-TOF-TOF). Por otra parte, a partir de los datos del indice
emPAl se estimd la abundancia relativa de las proteinas del parasito y del hospedero presentes en
las muestras, particularmente la correspondiente a las distintas subunidades del EgAgB. La Figura
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3.6 ilustra estos resultados. El EGAgB representd un 49,1% y 25,9% del total de las proteinas
presentes en bQS; y sQSy, respectivamente. Se identificaron EgAgB8/1, EQAgB8/3 y EgAgB8/4 en
ambas preparaciones, mientras que EgAgB8/2 solo se encontrd en bQSt. Se observd que si bien
existen diferencias en la composicion proteica de bQS: y sQS; EgAgB8/1 es la subunidad
mayoritaria en ambas fracciones (mas del 80% del total del EQAgB). En relacién a los componentes
parasitarios, el antigeno 5 fue el segundo componente en abundancia en estas fracciones.
Ademas, se identificaron péptidos correspondientes a proteinas del hospedero incluyendo la
albumina, proteinas plasmaticas relacionadas con el sistema inmune y con el citoesqueleto,
enzimas y apolipoproteinas. Sélo una pequefia proporcion de componentes no pudo ser
identificada (6.6% en bQSsy 0.9% sQSy).

Base de datos publica NCBI Base de datos de Echinococcus

bQs,

Hospedero Parasito N

= Albumina mEgAgB e

= Proteinas relacionadas con el Sistema Inmune mAntigeno 5 EgAgB8/2

= Enzimas m Calreticulina

= Citoesqueleto mTiorredoxina peroxidasa ®EgAgB8/3
Proteinas plasmaticas = Dominio yrdc (B. malayi) mEgAgBS/4

Apolipoproteinas / Proteinas de unién a Vitamina D
Otras Proteinas no identificadas

56 09

88,5

sQS:;

Figura 3.6. Composicion proteica de bQSt y sQSs: analisis preliminar por LC-MS/MS con el equipo LTQ-
Velos. Los resultados corresponden al anélisis de cada muestra por LC-MS/MS empleando un EASY-nLC I
nanoflow acoplado a un espectrémetro de masa LTQ-Orbitrap Velos. La identificacién de las proteinas se
realizé utilizando dos bases de datos, la base de datos publica NCBI (gréficos a la derecha) y la base de
Echinococcus creada por nuestro grupo (gréficos a la izquierda). Se representan graficamente los principales
componentes del parasito y del hospedero en funcidn de su abundancia relativa (emPAl). Los datos provienen
de un Unico andlisis de cada muestra.
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Como ya se comentd las averias en el equipo LTQ-Velos impidieron realizar réplicas analiticas y
obtener datos cuantitativos confiables. Por tal motivo se contactd al Dr. Leo lwai (Instituto
Butantan, San Pablo, Brasil) quien colabord en el anélisis protedémico por espectrometria de masa
utilizando, en este caso, un equipo Orbitrap-Velos que permitid realizar 5 réplicas analiticas para
cada muestra. Asimismo se logrd analizar el EgAgB purificado de hidatides no fértiles y un pool de
material proveniente de 3 extracciones de PE pulverizados. Los resultados de las subunidades
identificadas en cada muestra, incluyendo sus isoformas polimérficas, se muestran en las Tabla 3.3.

Los resultados protedmicos alcanzados apuntan a la existencia de diferencias en la expresiéon de
subunidades entre bQS; y sQSy, particularmente a nivel del EgAgB8/2 que no se detectd en sQSy
como sucedié en los analisis anteriores. Nuestro trabajo protedmico®® apoya resultados obtenidos
por otros autores que proponen que EgAgB8/2 es un pseudogen en el genotipo G7. Para las
demas subunidades se observaron variaciones entre los distintos materiales analizados en cuanto a
las isoformas polimorficas identificadas y su abundancia relativa dentro de la totalidad de las
proteinas de EgAgB identificadas (riBAQ). De todas maneras, EgAgB8/1 fue ampliamente
mayoritaria en todas las muestras, representando mas del 90% y 70% en las hidatides bovinas
(fértiles y no fértiles) y suinas, respectivamente. También se amplio¢ la descripcion inicial de las
subunidades identificadas en el LH no fértil ya que no sélo se encuentran presentes EgAgB8/1y
EgAgB8/2, sino que también se lograron detectar y cuantificar EQAgB8/3, EgAgB8/4 y EgAgB8/5.
Se procesd, ademas, un extracto derivado de un pool de PE de origen bovino (obtenido por
solubilizacion de los PE con fuertes agentes disociantes), en el cual se identificaron las subunidades
EgAgB8/1, 3 y 4. Sin embargo, no resultd sencillo comparar la composicién de este extracto con la
correspondiente a la fraccion bQS; ya que no se practicd ningun paso de purificacién que pudiera
ayudar a detectar componentes presentes en baja proporcién. De hecho, este extracto contenia
una mezcla heterogénea de componentes parasitarios, con una concentracion proteica
aproximadamente 4 veces superior a la de las muestras provenientes de LH, lo cual podria afectar
la identificacion de componentes minoritarios (como serian algunas variantes de las subunidades
del EgAgB).

Ademas, resulta interesante resaltar la presencia en bQS¢ y sQS¢ de diversas apolipoproteinas
derivadas de lipoproteinas del hospedero (LDL y HDL, ver Tabla 3.4). En particular se identifico la
apo-Al, que se habia detectado también por 2D-electroforesis tanto en la fraccién QSscomo en la
Ld¢ (aumentada en la Ultima). La existencia de estos componentes en el LH confirma la entrada de
lipoproteinas del hospedero hacia el interior de la hidatide.
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3.2.3. Identificacion de los ligandos hidrofébicos del EgAgB nativo en los distintos materiales
parasitarios

Para completar la caracterizacién de la composicién del EgAgB se analizaron sus ligandos
hidrofdbicos. Los lipidos presentes en el EgAgB se obtuvieron por extraccidon con solventes
organicos, y posteriormente se identificaron mediante cromatografia en capa fina de alta
resolucion (HPTLC, de doble desarrollo para evaluar los componentes polares y neutros). Para esta
instancia se utilizaron las fracciones de EgAgB con mayor grado de pureza (Lds) obtenidas por
ultracentrifugaciones sucesivas de QSy. De esta forma se buscé minimizar al aporte de lipidos por
parte de otros componentes del LH. Se analizaron tres pooles provenientes de hidatides bovinas y
uno de porcinas (bLds y sLds). En concordancia con resultados descritos anteriormente por nuestro
grupo™®, el EgAgB de ambos origenes contiene lipidos polares y neutros; se observa la presencia
de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esteroles (banda compatible con colesterol), acidos
grasos libres, triacilglicéridos, metil-ésteres de acidos grasos y ésteres de esteroles,
respectivamente. Si bien bLdy y sLds no se diferencian en la composicion del EgAgB a nivel de las
clases lipidicas, las abundancias relativas entre ellas parecieron diferir en algunos casos.
Particularmente la fosfatidilcolina y los triacilglicéridos parecen estar aumentados en sLd¢ con
respecto a bLds (Figura 3.7).

bLd¢ sLd; Std Figura 3.7. Caracterizacion por HPTLC de las clases

t lipidicas de bLds y sLds. Se extrajeron los componentes

hidrofobicos de las fracciones blds (tres réplicas

SE biolégicas) y sLds por extraccion con solventes

FAMEs organicos, utilizando la técnica descripta por Folch®®.

Se sembraron las muestras y el estdndar (~10 pg) en

(] TAG placas de HPTLC previamente activadas con calor. La

FA resolucion de los lipidos se realizd empleando la

técnica de doble desarrollo que permitié la

: [' CHO caracterizacion conjunta de las clases polares y neutras.

Las bandas se visualizaron utilizando vapor de iodo y

las imagenes de las placas se digitalizaron mediante un

escaner convencional. Std: estdndar conteniendo

EEP lipidos neutros y polares; PC: fosfatidilcolina; PS:

PS/PI fosfatidilserina; PI: fosfatidilinositol; CLP: cardiolipina;

' o PC PE: fosfatidiletanolamina; CHO: colesterol, FA: &cidos

grasos libres, TAG: triacilglicéridos; FAMEs: metil-esteres

Pool Pool Pool de &cidos grasos; SE: ésteres de esteroles. La figura es
1 2 3 representativa de triplicados analiticos.

Buscando profundizar en la descripcion de los ligandos hidrofdbicos que el EgAgB une
fisiolégicamente se llevd a cabo un andlisis lipiddmico por espectrometria de masa en
colaboracién con el Dr. David Watson (Strathclyde University, Glasgow-Reino Unido). Se analizaron
las extracciones lipidicas obtenidas a partir de la fraccion Lds proveniente de hidatides bovinas
fértiles y no fértiles; desafortunadamente el material disponible de hidatides suinas no fue
suficiente para realizar este analisis. En un primer estudio, se empled una columna HILIC (del
inglés, hydrophilic interaction liquid chromatography), utilizando el modo positivo para la
identificacion de lipidos polares (principalmente fosfolipidos) y el modo negativo para la de lipidos

neutros (principalmente acidos grasos), y realizando 2 réplicas analiticas por muestra. Los
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resultados referentes al contenido de los 50 lipidos neutros y polares mas abundantes se
representan esquemaéticamente como mapas de abundancia comparativa (heatmaps) en la Figura
3.8 y se listan en la Tabla S3.2.

Los resultados mostraron que la composicion lipidica de la fraccion Ldf difirié entre hidatides
fértiles y no fértiles principalmente a nivel de los lipidos neutros identificados. Los 5 principales
acidos grasos en Lds de hidatides fértiles fueron el acido docosapentaenoico, eicosatetraenoico,
octadecenoico, docosatetraenoico y oxo-octadecanoico. Diferencialmente, en Lds de hidatides no
fértiles primaron los acidos octadecanoico, oxo-nonanoico, docosapentaenoico, oxo-octanoico e
hidroxi-nonanoico. Los componentes que mostraron una abundancia relativa superior a 10 en Lds
proveniente del LH fértil (relacidon F/NF, Tabla S3.2) fueron los &cidos grasos docosapentanoico,
eicosateraenoico, docosahexaenoico, docosapentaenoico y octadecadienoico. Cabe sefialar que
las formas oxidadas de varios acidos grasos se encontraron mas representadas en el EgAgB
derivado de hidatides no fértiles. Ademas llamé la atencidon que se encontré mucho mas
representado el quinurenato (1145 veces) en la muestra de Lds derivada de LH fértil (relacion F/NF,
Tabla S3.2), pero este resultado no fue reproducible (no se detectd en una réplica bioldgica ni en
preparaciones de EgAgB de mayor pureza). La composicion de los fosfolipidos fue relativamente
similar entre Lds de hidatides fértiles y no fértiles.

Posteriormente, y para establecer posibles diferencias en la composicién lipidica de Lds asociadas
al proceso de ultracentrifugacion sucesiva, se evalud la fraccion Ld¢ (procedente de hidatides
fértiles) tras una ronda y dos rondas de ultracentrifugacién (1® UC y 2% UC, respectivamente). El
analisis se realizé mediante el uso de dos columnas, HILIC para lipidos polares y C4 para lipidos
neutros, que permitieron mejorar la calidad de los resultados. Los resultados referentes al
contenido de los 50 lipidos neutros (principalmente &cidos grasos, de triplicados analiticos) y
polares (principalmente fosfolipidos, de duplicados analiticos) mas abundantes se representan
como heatmaps en la Figura 3.9 y se listan en la Tabla S3.3. Las muestras Ld; derivadas de la 1% UC
y 2% UC mostraron una composicidn similar, sobre todo considerando los lipidos que predominan
en cada preparacion (Figura 3.9). De todas maneras, se observaron algunas diferencias en la
abundancia relativa de los lipidos recuperados, sugiriendo que hubo enriquecimiento o pérdida de
algun acido graso o fosfolipido. En la Tabla S3.3 se lista la relacion de abundancia relativa entre
muestras (1° UC/2% UC) de la cual se desprende que el enriquecimiento o pérdida de las especies
lipidicas fue como maximo de alrededor de 4 veces.
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Lipidos neutros

Fértil No feértil

Acido docosapentaencico

cido eicosatetraenoica

Acido octadecenoico —

Acido docosatetraencico —

Acido oxo-octadecanoico —|

Acido octadecanoico —

Acido hidroxi-docosapentaenaico =
Acido eicosatrienico —

Acido hidroxi-octadecadiencico —|
Acido trihidroxi-neuroprostatetraenoico —
Acido oxo-nonanoico —|

Acido hidroxi-eicosatetraencico —
Acido dihidroxi-docosapentaenoico —f
Acido trans-retinaico —

Acido docosahexaenoico —

Acido tetracosencico —

Acido hexadecanoico —|

Acido trihidroxi-docsahexaencico —
Acido hidroxi-heptanoico —

Acido dinor-trihidroxi-celancico —
Leucotrieno B4 —

Leucotrieno A4 =

Acido oxo-dihidroxi-prostadienoico =
Prostaglandina A2 —

Quinurenato —f

Acido eicosenoico —

Acido metil-oxo-pentanoico —

Acido docosapentaenoico —|

ol

l

Lipidos polares

Fértil No fértil
PC (18:0/18:1) ]
PC (16:0/16:0) —
PC (18:1/18:1) —
PC (18:1/20:3) —
PC (15:0/15:0) —
PC (16:0/18:1) =
PC (18:0/16:0
PC (18:0/22:5
PC (14:0/18:1
PC (18:0/20:2) —
PC (18:0/22:4) —
PC (18:1) —
PC (16:0/18:0) =
PC (16:1/22:2) —
PC (18:1/20:4) —
PC (18:2/18:1) —
PC (16:2) —
PC (20:4/24:1) —
PC (14:2/16:0
PC (16:0/18:2) —
PC (14:2/18:0)
PC (18:1/22:5)
PC (15:0/16:0)
PC(18:1/24:1)
SP (16:0)
PE (16:0/20:0)
PC (16:0/20:4)
PC (14:0/18:0)
PC (18:2/24:1)
PC (18:3/24:1)
PC (20:0/20:2)
PC (22:5/24:1)
PC (20:3/24:1)
PC (18:0/18:0)
PC (22:4/24:1)
Hidroxi-hexadecenoilcarnitina
PC (18:0/22:1)
PC (18:1/22:2)
PC (14:0/14:0)
PC (20:0/22:5)
PC (15:0/18:1)
PE (16:0/22:1)
PC (18:1/18:0)
Tetradecenoilcarnitina
PC (16:2/18:0)
Hexadecanoil-glicero-fosfonocolina
PC (18:1/20:4)

PC (20:0)
PC (20:0/22:6)
PC (20:5/24:1)

Ceto-prostaglandina E2

Acido hidroxi-eicosatrienoico
Acid roxi-octadecenoico

do 3-oxo-octanoico

Acido dihidroxi-octadecanoico
Acido eicosapentaencico

Acido actadecadienoico
Hidroxi-palmitato

Acido hidroperoxi-octadecadiencico
Acido dihidroxi-docosahexaencico
Acido metil-oxo-butancico

Acido hidroxi-octadecanoico
Acido dihidroxi-eicosatriencico
Acido trihidroxi-prostadiencico
Acido oxo-hidroxi-dimetil-prostadiencico
Acido oxo-ciclo-pentaneoctancico
Acido hidroxi-nonanaico

Acido docosatrienoico

Acido oxo-hexadecanoico

Acido tetracosadienoico

Acido docosencico

Acido dodecanoico

I

0 500 1000 0 500 1000

Figura 3.8. Analisis comparativo de los componentes hidrofébicos presentes en Ld: derivado de
hidatides fértiles y no fértiles. Los lipidos presentes en las preparaciones Lds provenientes de hidatides
fértiles y no fértiles (segun se indica) se extrajeron con solventes organicos utilizando el método de Folch y se
analizaron por HPLC-MS/MS utilizando una columna HILIC (duplicados analiticos). Los resultados se
representan separadamente para los lipidos neutros y polares utilizando heatmaps (GraphPad), a los efectos
de visualizar similitudes y diferencias en el perfil lipidico entre las muestras. Los paneles muestran la
abundancia relativa de las especies lipidicas normalizadas, segun la escala de colores indicada.

En conjunto, la caracterizacion protedmica realizada a partir de distintos materiales parasitarios
aportd informacion sobre la expresion de las subunidades del EGAgB y sus variantes polimorficas
en el LH derivado de hidatides con distinta fertilidad y de distinto origen. La composicién del
EgAgB fue similar entre hidatides bovinas fértiles (E. granulosus s.s., principalmente) y no fértiles,
conteniendo principalmente EgAgB8/1 pero también EgAgB8/2-5 aunque con variaciones en
proporcion. En el EgAgB derivado de hidatides suinas (E. canadensis, genotipo G7) también
predominé EgAgB8/1y se identificaron EgAgB8/3-5 pero no EgAgB8/2, lo que concuerda con que
EgAgB2 es un pseudogen en G7. En relacion a la caracterizacion lipidica, se confirmé la compleja
composicion de lipidos polares y neutros que presenta el EGAgB nativo. Pudo determinarse que en
la lipoproteina derivada de LH de hidatides bovinas predomina la PC dentro de los lipidos polares
y hay mas abundancia de algunos lipidos neutros en Lds obtenida de material fértil en relacion al
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no fértil. Finalmente, no se observaron cambios sustanciales en la composicién del EgAgB

asociados al proceso de ultracentrifugacion sucesiva que permite a su purificacion.

Acido hexadecanoico

Acido octadecenoico

Acido docosapentaenoico
Acido eicosatetraencoico
Acido octadecadienoico
Acido docosatetraenoico
Acido eicosatriencico

Acido tetradecanoico

Acido heptadecanoico

Acido metil-tetradecanoico
Acido eicosenoico

Acido eicosanoico

Acido hexadecenoico

Acido tetracosancico

Acido eicosapentaenoico
Acido tetracosenocico

Acido docosahexaenoico
Acido docosanoico

Acido hexacosancico

Acido oxo-octadecanoico
Acido dodecanoico

Acido trans-retinoico

Acido docosatrienoico
Trans-farnesal

Acido docosencico

Acido ciclohexil-undecanoico
Acido dodecanoico

Acido nonanoico

Acido metilen-octadecanoico
Acido docosadiencico

Acido hidroxi-docosanoico
Acido hidroxi-octadecadienoico
Acido oxo-octadecanoico
Acido nonadecanoico

Acido eicosanoico

Acido tricosanoico

Acido tetracosadiencico
Acido dodecanoico

Acido hexacosenoico

Acido pentacosanocico

Acido octadecatrienoico
Acido hidroxi-tetracosanoico
Acido heneicosanoico

Acido octanoico

Acido decanoico

Acido tetradecanedioico
Acido hidroxi-octadecanoico
Acido hidroxi-tetracosanoico
Acido hidroxi-hexacosanoico
Acido dihidroxi-octadecanoico

Lipidos neutros

12 uc

500

292 yc

1000

PC (18:0/18:1)
PC (16:0/16:0)
PC (18:0/16:0)
PC (18:1/18:1)
PC (16:0/18:1
PC (15:0/15:0)
PC (14:0/18:1)
PC (18:1/20:3)
PC (18:0/22:5)
Hexadecaesfingosina
PC (18:0/20:2)
PC (14:0/24:1)
PC (16:1/22:2)
1-Oleoilglicerofosfocoalina
PC (16:0/18:2)
PC (18:0/22:4)
PC (18:2/18:1)
PC (18:1/20:4)
SP (17:0)

PC (20:4/24:1)
PC (16:0)

PC (18:1/22:5)
PC (18:1/24:1)
PC (15:0/16:0)
PC (16:0/18:0)
PC (20:0/20:2)
PE (16:0/20:0)
Colina

PC (18:2/24:1)
PC (18:0/22:1)
PC (18:0)

PC (16:2)

PC (22:4/24:1)
PC (16:0/20:4)
Hidroxi-hexadecenoilcarnitina
Monooleoilglicerol
SP (18:0)

PC (14:0/18:0)
PC (15:0/18:1)
Beta-D-Glucano
PC (14:2/16:0)
PC (14:2/18:0)
PC (18:0)
PC(18:3/24:1)
PE (16:0/22:1)
PC (16:0)

PC (14:0/18:2)
PC (14:0/14:0)
PC (18:1/22:2)
PC (20:3/24:1)

Lipidos polares

1™ uc 292 yc

r

T

1000

0 500

Figura 3.9. Andlisis comparativo de los componentes hidrofobicos presentes en Ldr obtenido por una o
dos rondas de ultracentrifugaciéon en gradiente de KBr. Los lipidos presentes en las preparaciones Lds
(proveniente de hidatides fértiles) sometida a una o dos rondas de ultracentrifugacién (1° UC y da UQ) se
extrajeron con solventes organicos utilizando el método de Folch y se analizaron por HPLC-MS/MS utilizando
las columnas HILIC y C4 (duplicados vy triplicados analiticos, respectivamente). Los resultados se representan

separadamente para los

ipidos neutros y polares utilizando heatmaps (GraphPad), a los efectos de visualizar

similitudes y diferencias en el perfil lipidico entre las muestras. Los paneles muestran la abundancia relativa de
las especies lipidicas normalizadas, segun la escala de colores indicada.
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CAPITULO 4: Estudio de la interaccion del EgAgB con células del hospedero
presentes en la interfaz hospedero-parasito

En este capitulo se describen los estudios sobre la capacidad de unién del EgAgB nativo a blancos
celulares relevantes que pudieran estar presentes en la interfaz hospedero-parasito, en particular a
macréfagos y monocitos. Asimismo se estudié la contribucion del componente proteico y lipidico
a la union, y se buscod avanzar en la identificacion de los blancos moleculares ligados a las
interacciones observada (objetivo especifico 2). Para ésto se realizaron ensayos de unién, en base a
una metodologia ajustada previamente en nuestro laboratorio basada en el revelado de la unién a

, . , . 377
las células blanco por citometria de flujo®

(detallados en la seccion 2.6). Se utilizaron varias
preparaciones celulares, incluyendo la linea THP-1y células primarias de ratdn. En relacién a la
obtencion de EgAgB, se purificé mayormente de pooles de LH no fértil debido al tipo de material
parasitario disponible en ese momento en el laboratorio. Concretamente se utilizaron 6
preparaciones independientes de EgAgB, 5 derivadas de LH no fértil con las que se realizaron
todos los ensayos que se muestran en las figuras de este capitulo, y 1 de LH fértil para aquellos

ensayos en los que se indica.

4.1. Anadlisis de la capacidad de unién del EgAgB nativo a macréfagos y monocitos
THP-1

Inicialmente se utilizd como modelo celular monocitos y macréfagos diferenciados a partir de la
linea celular humana THP-1y para el revelado de la union el anticuerpo Mo-EB7 que reconoce el
EgAgB8/1, principal subunidad de la particula nativa de acuerdo con la caracterizacién proteémica
realizada. Los resultados obtenidos para estos ensayos se resumen en la Figura 4.1, donde se
observa que el EgAgB nativo se unié a ambos tipos celulares. En el panel A se muestra, a través de
un histograma representativo, la distribucion de la poblacién de monocitos THP-1 de acuerdo a su
fluorescencia. Se observd un aumento, dependiente de la dosis, de la fluorescencia de las células
incubadas con EgAgB en relacion con el nivel basal determinado con el control de vehiculo (PBSg.,
histograma en gris). Los datos compilados para cuatro experimentos independientes se
representan en el grafico de barras del panel B, ddnde se observa un aumento significativo en el
indice de unién del EgAgB nativo, que también reflejé la dependencia con la dosis utilizada en
estos ensayos. Se obtuvieron graficos similares para el caso de los macréfagos THP-1, como se
ilustra en los paneles C y D. Los resultados indican que el EgAgB nativo es capaz de unirse a los
monocitos y los macréfagos THP-1 confirmando los datos previamente obtenidos por’’”.

Estos resultados sugieren la presencia de uno o mas receptores capaces de reconocer al EGAgB en
los monocitos y macréfagos. Por otro lado, al comparar la unién entre ambos tipos celulares, se
observa que el indice de unién fue mayor en el caso de los macrdfagos para todas las
concentraciones de EgAgB utilizadas, sugiriendo que el EgAgB nativo presenta una mayor
interaccién con los macrofagos. Esto podria deberse tanto a un mayor nivel de expresién del/los
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receptor(es) que une el EGAgB o a la expresidon de receptores adicionales o diferentes en los

macréfagos.
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Figura 4.1. Union de EgAgB nativo a monocitos y macréfagos THP-1. Las células se incubaron con
cantidades crecientes de EgAgB nativo (1, 5 y 10 pg/mL) y se reveld la unidon por citometria de flujo,
empleando para el revelado el anticuerpo monoclonal anti-EgAgB8/1 (Mo-EB7) seguido de un anticuerpo
anti-IlgG/IgM-FITC. (A) y (C) Histogramas correspondientes a los monocitos y macréfagos THP-1,
respectivamente, incubados con el EGAgB o sus respectivos controles: vehiculo (PBSe-g en color gris), isotipico
(linea rayada) o sin EB7 (s/EB7, linea punteada). Los resultados son representativos de tres experimentos
independientes con triplicados analiticos. (B) y (D) Indice de unién de EgAgB para monocitos y macréfagos
THP-1. Este indice se calculé como el cociente entre la intensidad de fluorescencia de cada muestra sobre la
intensidad de fluorescencia del control correspondiente al vehiculo; por esta razdn la barra en gris del PBS
corresponde a un indice de unién=1. Los resultados se expresaron como el promedio + SEM de cuatro
experimentos independientes con duplicados analiticos. (*) sobre las barras indica diferencias significativas
respecto al control (ANOVA de una via y prueba de Dunnett, *p< 0.05, **p< 0.01) y (*) sobre corchetes indica
diferencias significativas entre datos (ANOVA de una via y prueba de Tukey, * p < 0.05; ** p < 0.01).
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Adicionalmente se realizaron ensayos utilizando un amplio rango de concentraciones de EgAgB
(20 a 350 pg/mL) y OVA como control para obtener las curvas de saturacion de la unién del EgAgB
a monocitos y macréfagos. En este caso se utilizé EgAgB purificado de LH no fértil y fértil. Debido
a la escasa disponibilidad del Mo-EB7 fue necesario buscar una nueva estrategia para revelar la
unién del EgAgB a las células. En este sentido, las preparaciones a evaluar se acoplaron
covalentemente a biotina (EgAgB-B/OVA-B) en condiciones que permitieran generar un maximo
de seis residuos de lisinas biotiniladas por molécula, intentando evitar una perturbacion
significativa de la estructura de la proteina. Se empled esteptavidina-FITC para la deteccion y
amplificacion de la sefial. El EQAgB nativo derivado de LH no fértil mostré curvas de unién a
monocitos y macrofagos similares, donde existid una respuesta dependiente de la dosis con
saturacién a los 300 y 250 ug/mL, respectivamente (Figura 4.2 Ay C). Con el objetivo de estimar la
fuerza de unién se utilizaron diversos modelos de ajuste con el software GraphPad, encontrando
que el que mejor ajusté los datos fue el de “saturacion con unidn a un sitio especifico” (R?=0,992,
Figura 4.2 By D). A partir de este modelo se determinaron las constantes de disociacion aparente
(Kd) para la interaccion con monocitos y macréfagos siendo de 83 + 5y 79 = 4 ug/ml,
respectivamente, o sea valores en el entorno de 0,3 uM, considerando una masa molecular
promedio para la lipoproteina nativa de 230 kDa®. En cambio, la interaccion de estas células con
OVA-B, mostrd un indice de uniédn significativamente menor (Figura 4.2 Ay C) con una Kd de 193
+ 22 y 323 £ 62 pg/ml en su interaccidon con monocitos y macréfagos, respectivamente, lo cual
corresponde a valores de 3,9y 7,3 uM, o sea un orden de magnitud mayor que para el EgAgB.
Cabe mencionar que las preparaciones de EgAgB nativo contienen una mezcla heterogénea de
particulas lipoproteicas, con masas moleculares que varian entre los 200 y los 400 kDa, por lo cual
la estimacion de la Kd de la unién corresponde a valores promedio. Como se muestra en la Figura
S4.1, el indice de union registrado para el EgAgB purificado de LH fértil fue similar al derivado de
LH no feértil, mostrando saturacién a 250 ug/mL y exhibiendo una Kd de 86 + 3 pg/ml (siendo 367
+ 64 pg/mL para la OVA).

Para evaluar la especificidad de la unién entre el EgAgB y los monocitos y macréfagos se
realizaron ensayos de competencia utilizando la concentracién minima necesaria de EQAgB-B para
alcanzar la saturacién (250 pug/mL) y concentraciones crecientes de EgAgB sin marcar (alcanzando
relaciones de 0,5:1 hasta 4:1 entre el EQAgB sin marcar y el EgAgB-B). En paralelo, se tested la
competencia entre el EQAgB-B/OVA-B y la OVA fria como control. El EgAgB sin marcar compitié
con el EgAgB-B por la unidn a monocitos y macréfagos (Figura 4.3 Ay B, respectivamente). Por el
contrario, no se observé competencia entre la OVA sin marcar y la OVA-B por la unién a dichas
células, ni tampoco entre la OVA sin marcar y el EGAgB-B. En conjunto, los resultados indican que
los monocitos y macréfagos son capeces de unir el EgAgB de forma especifica, sugiriendo la
presencia de al menos un receptor de superficie involucrado en la interaccién.
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Figura 4.2. Ensayos de saturacion de la union de EgAgB nativo a monocitos y macréfagos THP-1. Las
células se incubaron con cantidades crecientes de EgAgB nativo-B u OVA-B como control (20 a 350 pg/mL) y
se reveld la unién por citometria de flujo empleando estreptavidina-FITC. (A) y (C) indice de unién de EgAgB
(naranja) y OVA (gris) para monocitos y macréfagos, respectivamente, correspondiente al promedio + SEM de
triplicados analiticos; las figuras son representativas de tres experimentos independientes. (*) Indica
diferencias estadisticamente significativas respecto al control con OVA (ANOVA de dos vias y prueba de
Tukey, p < 0.05). (B) y (D) Curvas de titulacién obtenidas para la unién de EgAgB (e) y OVA (a) a monocitos y
macrofagos, respectivamente, utilizando el mejor ajuste obtenido con el modelo de “saturacion con unién a
un sitio especifico” (Graph Pad Prism). La linea sélida corresponde a la curva teorica obtenida para cada
proteina.
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Figura 4.3. Ensayos de competencia en la union del EgAgB nativo a monocitos y macréfagos. Las células
se incubaron con una concentracion fija (250 pug/mL) de EgAgB-B y se establecié la competencia mediante el
agregado de concentraciones crecientes (125, 250, 500 y 1000 pg/mL) de EgAgB sin marcar (barras naranjas) o
de OVA sin marcar (s6lo a 1000 pg/mL, barras naranjas con patrén punteado en negro) como control. Por
comparacion, se realizé la competencia entre OVA-B y OVA sin marcar (barras grises). Se reveld la unién por
citometria de flujo empleando estreptavidina-FITC. Se grafica el indice de unidn para monocitos (A) y
macrofagos (B) correspondiente al promedio + SEM de triplicados analiticos; las figuras son representativas
de tres experimentos independientes. (*) y (#) Indican diferencias estadisticamente significativas respecto al
control con OVA-B (control de unién inespecifica) y respecto al EQAgB-B  (control de maxima unién),
respectivamente (ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05).

4.2. Analisis de la capacidad de unidon del EgAgB nativo a células peritoneales de
raton

En un enfoque paralelo, que permitiera comparar la interaccion del EgAgB entre monocitos y
macréfagos y otros tipos celulares, se llevaron a cabo ensayos de unidon empleando células
primarias de raton obtenidas a partir de una respuesta inflamatoria aguda en el peritoneo (48
horas post-estimulacién con AIF, ver seccién 2.6.2.3). Como control se empleé OVA-B en las
mismas condiciones. Se analizé la unién de EgAgB nativo-B/OVA-B a poblaciones linfoides y no
linfoides. Como se observa en los paneles superiores de la Figura 4.4, se diferenciaron las
poblaciones considerando el conjunto de células seleccionado en A. Los monocitos/macréfagos se
identificaron de acuerdo a la expresion en membrana de la proteina F4/80°"%. Dentro de las células
F4/80" encontramos células con baja expresion de este marcador derivadas del reclutamiento de
monocitos al tejido (monocitos inflamatorios) y poblaciones de macréfagos con diferente
morfologia, origen y funcionalidad (SPM y LPM). En el conjunto de las células F4/80 negativas
(F4/807) se seleccionaron los linfocitos y aquellas células no linfoides de acuerdo a los valores de
dispersién frontal (FSC) y dispersion lateral (SSC) de la luz (paneles B y C, respectivamente). En
nuestra experiencia, la poblacion F4/80" no linfoide es heterogénea e incluye células inflamatorias,
principalmente neutréfilos y monocitos, y células dendriticas. En el momento de realizar estos
ensayos no se contd con un citdbmetro que permitiera el analisis de mas de dos fluorocromos ni
con anticuerpos especificos para diferenciar todas estas poblaciones.
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Figura 4.4. Unién del EgAgB nativo a células peritoneales de raton. La unién del EgAgB nativo a células
peritoneales de ratéon se evalu6 empleando células recuperadas de un infiltrado inflamatorio peritoneal
inducido por inyeccién de AIF durante 48 horas. Los monocitos inflamatorios y macréfagos se seleccionaron
mediante tincién con el anticuerpo anti-F4/80 conjugado a ficoeritrina (PE). (A) Grafico de puntos de
dispersion frontal (FSC) y dispersion lateral (SSC) de la luz. Se seleccion6 el conjunto de células a analizar,
eliminando los eventos de pequefio tamafio (FSC menor a 200). (B) Histograma de la poblacion celular en
funcién de la fluorescencia de PE. Para determinar el umbral de fluorescencia correspondiente a las células
F4/80 negativas (F4/807) se midi6 la fluorescencia producida por la incubacién con un anticuerpo isotipo
control, IgG2a kappa de ratén conjugado a PE (sombreado en gris). En negro se muestra el histograma
obtenido empleando el anti-F4/80-PE; se consideraron las células F4/80 positivas (F4/80") como aquellas que
presentaron fluorescencia mayor a la del isotipo control. (C) Grafico de puntos FSC y SSC de la poblacion de
células F4/80’; se indican los linfocitos y el conjunto de células no linfoides. (D) Indice de union del EgAgB
nativo (naranja) y OVA (gris) a monocitos inflamatorios (infl.)/macréfagos (barras sin relleno), a células no
linfoides (barras con cuadrillé negro) y a linfocitos (barras con lineas negras en diagonal). Se emplearon
EgAgB nativo-B y OVA-B (20, 50 y 100 pg/mL) y la unién se revelé por citometria de flujo empleando
estreptavidina-FITC. Los resultados se expresan como el promedio + SEM de tres experimentos
independientes con duplicados analiticos. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas respecto al
control con OVA (ANOVA de una via y prueba de Dunnett, p<0,05). (#) Indica diferencias estadisticamente
significativas entre la unidon a monocitos/macréfagos y la unién a linfocitos (ANOVA de una via y prueba de
Tukey, p < 0,05).

Como se desprende de la Figura 4.4, el EgAgB nativo fue capaz de unirse a la poblacién de
monocitos/macréfagos inflamatorios murinos a todas las concentraciones ensayadas; el indice de
union a las células F4/80" fue significativamente mayor al de la proteina control OVA para todos
los casos. En el caso de las células no linfoides F4/80" también se detectd unién del EgAgB, ya que
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el indice fue mayor que el correspondiente a la OVA (a 50 y 100 ug/mL) pero de menor magnitud
que el obtenido para los monocitos/macréfagos. En cuanto a la unién a los linfocitos, si bien las
células incubadas con mayor concentracién de EgAgB nativo muestran una tendencia a un nivel
mayor de fluorescencia, no se detectaron diferencias significativas con las células incubadas con
OVA. Estos resultados apoyan los obtenidos empleando los monocitos y macréfagos THP-1,
indicando que el EgAgB nativo es capaz de unirse de forma preferencial a los monocitos y
macréfagos. Cabe resaltar que los indices de union del EgAgB a monocitos y macrégafos
inflamatorios fueron ampliamente superiores a los obtenidos para la linea celular utilizando el
mismo método de deteccion de la union.

4.3. Estudio de la contribucion del componente proteico y lipidico del EgAgB a la
unién a monocitos y macrofagos

Los resultados hasta aqui descriptos muestran que el EGAgB nativo es capaz de unirse de forma
selectiva a monocitos y macréfagos mediante una interaccion especifica con una Kd aproximada
de 107 M. A continuacion se describen ensayos que buscaron comprender qué estructuras de la
particula lipoproteica podrian estar involucradas en la interaccion del EGAgB con dichas células.

4.3.1. Contribucion de las subunidades proteicas del EgAgB a la unién a monocitos y
macréfagos

El EgAgB nativo es una lipoproteina compleja compuesta por alrededor de una docena de
subunidades de EgAgB8, que probablemente se exponen en la superficie exterior hidrofilica de la
particula® y podrian tomar contacto con posibles blancos. En base al estudio protedémico
realizado, el EgAgB nativo de origen bovino estd conformado mayoritariamente por EgAgB8/1,

pero también presenta EgAgB8/2-4’%

. Para analizar la participacion de las subunidades proteicas
en la unién del EgAgB a monocitos y macrofagos se biotinilaron las subunidades recombinantes
EgAgB8/1-3 (rEgAgB8/1-3) libres de lipidos producidas por la Dra. Valeria Silva®®’. Dado que el
rendimiento de los procedimientos de expresion y deslipidacion de rEgAgB8/1 fue mucho menor
en comparacion con el obtenido para rEgAgB8/2 y rEgAgB8/3, algunos ensayos se realizaron sélo
con estas Ultimas subunidades. Es relevante recalcar que tal como se menciond en la introduccion,

la secuencia de aminoacidos de EgAgB8/3 es mas similar a EgAgB8/1 que al EgAgB8/2'®

, por lo
tanto ensayando al menos las subunidades EgAgB8/3 y EgAgB8/2 tendriamos al menos

representadas las dos subfamilias de apolipoproteinas presentes en el EgAgB nativo.

Se llevaron a cabo experimentos de unidn con células de ratdén obtenidas de una reaccion
inflamatoria aguda en el peritoneo (enfocandonos en las poblaciones de macréfagos y linfocitos),
y con monocitos y macréfagos derivados de la linea THP-1, siguiendo las mismas condiciones que
las utilizadas para los ensayos con el EgAgB nativo. Los resultados obtenidos para la unién de
rEgAgB8/1-3 a dichas células se resumen en la Figura 4.5.
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Figura 4.5 Unién de las subunidades recombinantes rEgAgB8/1-3 libres de lipidos a células peritoneales
murinas y a monocitos y macréfagos humanos de la linea THP-1. (A) Indice de unién de las subunidades
de rEgAgB8-B (20, 50 y 100 pg/ml) y OVA (100 pug/ml) a linfocitos y monocitos inflamatorios (infl.)/macréfagos
(F4/80") colectados del peritoneo de ratones estimulados con AlF por 48 horas. (B) y (C) Indice de unién de
las subunidades de rEgAgB8 a monocitos y macréfagos THP-1, respectivamente. Para todos los gréficos, el
indice de unién se expresa como el promedio + SEM de tres experimentos independientes reailizados con
duplicados analiticos. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control con OVA
(ANOVA de una via y prueba de Dunnett, p<0,05). (#) Indica diferencias estadisticamente significativas entre
la unién a monocitos inflamatorios/macréfagos y la unién a linfocitos (ANOVA de una via y prueba de Tukey,
p < 0,05).

En relacién a la unién a células peritoneales de raton (Figura 4.5 A), rEgAgB8/3 se comporté de
manera similar al EgAgB nativo; mostrd capacidad de unién preferencialmente a la poblacién
F4/80 (+) de monocitos inflamatorios/macréfagos y no a los linfocitos. El indice de unidén a los
monocitos inflamatorios/macréfagos aumentd significativamente en relacion al de la OVA y de
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manera dependiente de la dosis ensayada. Por otra parte, no se observd union de rEgAgB8/2 a los
monocitos inflamatorios/macréfagos; el indice de unidn mostré una tendencia a aumentar de
manera dosis-dependiente pero esta tendencia no alcanzé la significancia estadistica. El
comportamiento difererncial entre rEgAgB8/2 y rkEgAgB8/3, en cuanto a la capacidad de
interaccién con macréfagos, también se encontréd cuando se realizaron ensayos de unién en
células THP-1 (Figura 4.5 B y C). Las subunidades rEgAgB8/1 y rEgAgB8/3 se unieron de forma
dependiente de la dosis a los monocitos y macréfagos. Por el contrario, rEgAgB8/2 no se unié a
los monocitos y mostré una pobre unidn a los macréfagos. Teniendo en cuenta que todas las
subunidades contaban con un grado de biotinilacion similar (incluso un poco menor para
rEgAgB8/3, ver item 2.6.2.1 de Materiales y Métodos), estos resultados muestran que rEgAgB8/2
tiene una menor capacidad para interactuar con monocitos y macréfagos que rEgAgB8/1 y
EgAgB8/3, apoyando la existencia de diferencias en las propiedades bioldgicas de las subfamilias
del EgAgB. Sin embargo, no puede descartarse que la biotinilacion pueda haber afectado las
propiedades de unién de rEgAgB8/2 en mayor medida que las de EgAgB8/1 y EgAgB8/3. Cabe
mencionar que los resultados se reprodujeron con varios conjugados de EgAgB8/2-B preparados
en forma independiente y en paralelo con los correspondientes del EgAgB8/1y EgAgB8/3. Por otro
lado, es interesante destacar que la unién de la subunidad EgAgB8/3 también fue
significativamente mayor que la de la subunidad EgAgB8/1 para las dos concentraciones ensayadas
y en ambos tipos celulares.

La capacidad de rEgAgB8/1 de unirse a monocitos y macrofagos THP-1 se confirmd utilizando el
anticuerpo Mo-EB7. De esta forma, se obtuvieron graficos analogos a los de la Figura 4.1 con el
EgAgB nativo y que se muestran en la Figura 4.6. En este caso también se produjo un aumento de
la fluorescencia al incubar las células con concentraciones crecientes de EgAgB8/1, mientras que en
los controles no hubo aumento de fluorescencia (Figura 4.6 A y C). Los datos obtenidos a partir de
tres experimentos independientes se representan en el grafico de barras de los paneles B y D,
donde se observa un aumento significativo y dependiente de la dosis en el indice de unién del
EgAgB8/1, tanto para los monocitos como para los macrofagos THP-1. Estos datos indican que la
subunidad EgAgB8/1 libre de lipidos es capaz de unirse directamente a ambos tipos celulares. En
este caso también se observd una mayor unidn a los macrdéfagos en comparacién con los
monocitos, de forma similar a lo observado para el EAgB nativo. Sin embargo, el EgAgB nativo
pareceria unirse con mayor afinidad que el EgAgB8/1, pero no que el EgAgB8/3, ya que fue
necesario emplear mayores concentraciones de EgAgB8/1 para evidenciar la unién. Esto puede
tener multiples explicaciones, incluyendo el hecho de que el EgAgB expone probablemente un
nimero mayor de sitios para la unién (al menos se estiman del orden de la decena de
subunidades por particula) que los presentes en las subunidades recombinantes delipidadas

(oligdbmeros de entre 7 u 8 subunidades en el caso de EgAgB8/1'*®

). Ademas podrian existir
diferencias en la fuerza de union de las distintas subunidades (afinidad y grado de
oligomerizacién) a los receptores celulares y en cémo los lipidos afectan su exposicién en la

particula y la interaccion con las células.
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Figura 4.6. Unién de rEgAgB8/1 a monocitos y macréfagos THP-1. Los monocitos y macréfagos THP-1 se
incubaron con cantidades crecientes de rEgAgB8/1 (10, 20 y 50 pg/mL) y se reveld la unién por citometria de
flujo empleando el anticuerpo monoclonal anti-EgAgB8/1 (Mo-EB7) seguido de un anticuerpo anti-lgG/IgM-
FITC. (A) y (C) Histogramas correspondientes a los monocitos y macréfagos THP-1 incubados con rEgAgB8/1 o
sus respectivos controles: vehiculo (PBSg-g en color gris), sin EB7 (s/EB7, linea punteada), anticuerpo isotipo
control (linea rayada). Los histogramas son representativos de tres experimentos independientes con
duplicados analiticos. (B) y (D) Indice de unidon de rEgAgB8/1 a monocitos y macréfagos THP-1,
respectivamente. Este indice se calculd como el cociente entre la intensidad de fluorescencia de cada muestra
sobre la intensidad de fluorescencia del control correspondiente al vehiculo; por esta razén la barra en gris
del PBS corresponde a un indice de unién=1. Los resultados se expresaron como el promedio + SEM de
cuatro experimentos independientes con duplicados analiticos. (¥) sobre las barras indica diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (ANOVA de una via y prueba de Dunnett, *p<0.05,
**p<0.01) y (*) sobre corchetes indica diferencias estadisticamente significativas entre datos (ANOVA de una
via y prueba de Tukey *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001).
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En conjunto, los resultados presentados sobre la contribucién del componente proteico muestran
que las sununidadess EgAgB8/1 y EgAgB8/3, y en menor grado EgAgB8/2, contribuirian
directamente a la union de EgAgB a las células observada in vitro. Las similitudes y diferencias
observadas en la interaccion entre las subunidades del EgAgB y las células estan de acuerdo con el
grado de identidad entre los miembros de la familia EgAgB; EgAgB8/1 y EgAgB8/3 son mas
similares entre si que EgAgB8/2. Teniendo en cuenta que EgAgB8/1 fue la apolipoproteina
predominante encontrada en el EgAgB nativo presente en el LH, nuestros resultados indican que
los monocitos y los macréfagos pueden ser principalmente capaces de reconocer EgAgB nativo a
través de EgAgB8/1. EgAgB8/3 también podria contribuir a este reconocimiento, aunque se trata
de una subunidad pobremente representada en el EgAgB nativo purificado de HF. Sin embargo,
no podemos descartar que la composicién de EgAgB liberado desde el hidatide hacia los tejidos
del huésped varie durante la infeccidon, asi como también que varie en diferentes estadios o
genotipos del parasito.

4.3.2. Contribucion de la fosfatidilcolina del EgAgB a la uniéon a monocitos y macréfagos

Debido a la compleja composicién que presenta el EGAgB nativo, existe la posibilidad de que no
solo las subunidades proteicas participen en la interaccion con las células. El alto porcentaje de
lipidos que lo conforma hace logico plantear que puedan establecer uniones para contribuir
directamente a la interaccién con los receptores celulares, o que medien la exposicién de las
subunidades proteicas hacia el medio hidrofilico, contribuyendo indirectamente a la unién. En este
sentido, los lipidos polares, en particular la PC por ser el fosfolipido mas abundante, tienen mayor
importancia ya que se ubicarian en la superficie de la lipoproteina. Por tanto, para evaluar el papel
que juega la PC en la interaccion del EgAgB nativo con monocitos y macréfagos se tratd la
lipoproteina con fosfolipasa D (PLD). Esta enzima hidroliza la PC y deja en su lugar al acido
fosfatidico, liberando el grupo colina y modificando sustancialmente la cabeza polar de la PC
expuesta en el EgAgB. Posteriormente, el EgAgB tratado con PLD (EgAgBpip.) se purificd por
ultracentrifugacién para recuperar la lipoproteina libre de la PLD y la colina, evitando interferencias
en los ensayos de unién. Como control de este procedimiento se le aplicd el mismo tratamiento
sin agregado de PLD (EgAgBpp) a una fraccion de EgAgB. Para verificar la efectividad del
tratamiento, se extrajeron los componentes hidrofébicos del EgAgBpp.y del EgAgB control y las
fracciones lipidicas obtenidas se analizaron mediante HPTLC (ver seccion 2.3.2. de Materiales y
Métodos). En la Figura 4.7, panel A, se observa que el tratamiento con PLD resultd efectivo, dado
gue desaparecio la banda correspondiente a PC (flecha llena) en la fraccién lipidica del EgAgBpp. ¥
no EgAgBpp.. Ademas, el perfil de bandas correspondiente a todos los fosfolipidos muestra
alteracién, con la aparicion de una nueva banda Unica que migra mas que la PC y que exhibié un
patrén de migracion compatible con el acido fosfatidico (flecha punteada). Por tanto, el
tratamiento con PLD permitié obtener una particula de EgAgB con modificaciones en sus
fosfolipidos, principalmente la desaparicion de la PC, resultando Util para analizar la contribucion
de este fosfolipido a la union del EgAgB a monocitos y macréfagos THP-1. En este caso la union
del EgAgBpip. ¥ EgAgBpp.a las células se evalud utilizando el anticuerpo Mo-EB7 seguido del
conjugado anti-IgG/IgM-FITC para el revelado, como se muestra en los paneles B y C de la Figura
4.7.
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Figura 4.7 Contribucion de la PC en la uniéon del EQAgB a monocitos y macréfagos THP-1. El EgAgB
nativo se incubé en presencia o ausencia de PLD (control) y posteriormente, se purificd por
ultracentrifugacion en gradiente de KBr, obteniéndose las preparaciones llamadas EgAgBprio+ ¥ EgAgBriD-,
respectivamente. (A) Analisis de la composicion lipidica de EgAgBpip+ y EGAgBprip- mediante HPTLC de doble
desarrollo y visualizacion por tincion con vapores de iodo para verificar la efectividad del tratamiento con
PLD. Como control adicional (contaminantes lipidicos) se realizd el mismo procedimiento para la solucion de
PBS (PBSt-g) en la que se obtuvo el EgAgB nativo. Las especies lipidicas se identificaron por comparacion con
un estandar analizado en paralelo (STD); PC: fosfatidilcolina, C: cardiolipina, PE: fosfatidiletanolamina, DAG:
diacilglicéridos, Cho: colesterol, FA: acidos grasos, TAG: triacilglicéridos, SE: ésteres de esteroles. Se indica con
una flecha llena la banda correspondiente a PC y con una flecha punteada la banda que corresponderia al
acido fosfatidico. (B) y (C) Analisis de la union de EgAgBeo: Yy EgAgBpio- @ monocitos y macréfagos,
respectivamente. Se analizé por citometria de flujo la capacidad unién de ambas preparaciones (100 pg/mL) y
la interaccion se reveld empleando el anticuerpo Mo-EB7 seguido del anticuerpo anti-IgG/IgM-FITC. Los
resultados se expresan como el porcentaje de unién promedio (tomando como 100% la unidén del EgAgB
nativo sin tratamiento) + SEM de tres experimentos independientes con duplicados analiticos. (*) Indica
diferencias estadisticamente significativas respecto al EQAgB nativo (ANOVA de una via y prueba de Dunnett,
*p < 0.05).

El analisis de la union de EgAgBpp- y EGAgBpp. a los monocitos y macrofagos THP-1 reveld
diferencias en su capacidad de unidon a monocitos y macréfagos; el EgAgBpp. mostrd un
porcentaje de unidén a ambos tipos celulares similar al del EQAgB nativo, mientras que EgAgBp b
perdié alrededor del 80% de esta capacidad (Figura 4.7 B y C). Este resultado sugiere que la PC
influye en la union del EgAgB a estas células. Esto puede deberse tanto a una participacién directa
de la PC en la uniébn como a una participacién indirecta, en donde la PC modifique la forma en la

que se exponen las subunidades de EgAgB en la particula nativa afectando su interaccion con las
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células. Por otra parte, no se puede excluir que el tratamiento con PLD haya afectado la unién de
la lipoproteina al modificar su carga superficial, ya que la generacion del acido fosfatidico aporta
una importante carga negativa.

Como aproximacion alternativa para evaluar si los fosfolipidos participan directamente en la unién
del EgAgB a las células, se disefiaron ensayos de competencia con vesiculas unilamelares grandes
(LUVs) compuestas por PC o PC/PS (50:50 molar). Se pre-incubaron monocitos THP-1 con las
vesiculas y se evalud la union del EgAgB nativo-B, utilizando una relacién de masa de 5:1 para
LUVs/EgAgB, respectivamente. La unién se reveld con estreptavidina-FITC y los resultados se
expresaron en relacion al control del 100%, correspondiente a la unién del EgAgB nativo a las
células pre-incubadas con PBS. Como se desprende de la Figura 4.8, la pre-incubacion de los
monocitos con LUVs de PC:PS no alterd la unién del EGAgB a las células. Sin embargo, las LUVs de
PC causaron una reduccion leve pero significativa, en el entorno del 10%, contrastando con la
capacidad de unién ampliamente reducida que mostré el EgAgBpp. (80% menos que el control).
Desafortunadamente, debido a su limitada disponibilidad, en estos ensayos no pudo revelarse la
unién del EgAgB a los monocitos empleando el Mo-EB7, por lo cual las diferencias existentes a
nivel de la estrategia experimental no permiten estrictamente la comparacion de los porcentajes
con los presentados en la Figura 4.7 B. De todos modos, los datos apuntan a que los fosfolipidos
expuestos en la superficie de la particula no tienen un papel primordial en la unién del EgAgB a los
monocitos. Sin embargo, el contraste entre la fuerte reduccién en la union de la EgAgBpp. v la
modesta inhibicion causada por LUVs de PC sugiere que las fuerzas electrostaticas generadas por
el tratamiento con la PLD afectaron las interacciones entre el EQAgB y las células. Es posible que la
PC participe en la exposicion de las distintas subunidades de EgAgB en la particula nativa y en la
generacién de un entorno favorable para la interaccion con los receptores celulares, mas que en
una interaccién directa con las células.

1004 \
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Figura 4.8 Competencia con LUVs de PC y PC/PS por la unién del EQAgB a monocitos THP-1. Analisis de
la unién de EgAgB nativo-B (100 pg/mL) a monocitos THP-1 pre-incubados con LUVs de PC o PC/PS (500
pg/mL), revelando la interaccion por citometria de flujo con estreptavidina-FITC. Los resultados se expresan
como el porcentaje de unién tomando como 100% la unién del EgAgB nativo a monocitos pre-incubados con
vehiculo (PBSgg) como control. Los datos corresponden al promedio + SEM de tres experimentos
independientes con duplicados analiticos. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas respecto al
control en ausencia de LUVs (ANOVA de una via y prueba de Dunnett, * p < 0.05).
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En resumen, los resultados presentados hasta el momento en relacion a la contribucion del
componente proteico y lipidico del EGAgB a la unidén a monocitos y macréfagos sugieren que: i) las
subunidades proteicas que conforman el EgAgB nativo participan directamente de la union,
mostrando diferencias en su capacidad de interaccion con dichas células (EgAgB8/1y EgAgB8/3
>>> EgAgB8/2), y ii) la PC, principal fosfolipido posiblemente expuesto sobre la superficie del
EgAgB, participaria principalmente en forma indirecta, contribuyendo a la exposicion de las
subunidades proteicas en un entorno adecuado para la interaccién, donde la carga global puede
ser un factor importante.

4.4. Evaluar la participacion de los receptores para lipoproteinas plasmaticas (HDL y
LDL) y otros receptores en la unién

Los resultados hasta aqui desarrollados sugieren la existencia de receptores en monocitos y
macréfagos capaces de reconocer al EgAgB. Sabemos que el EgAgB nativo presenta estructura y
propiedades fisicoquimicas similares a las lipoproteinas plasmaticas (particularmente a la HDL
3% En base a esta observacion realizamos ensayos de competencia con HDL y LDL (purificadas a
partir de plasma humano) para evaluar si los receptores de lipoproteinas estan implicados en las
interacciones entre el EgAgB y las células. Los monocitos THP-1 se pre-incubaron con HDL y LDL y
posteriormente con concentraciones crecientes de EgAgB-B (u OVA-B como control). La unién se
reveld utilizando estreptavidina-FITC y los resultados se expresaron como el indice de unién
(Figura 4.9), tal como fue descripto previamente. En las condiciones ensayadas, la OVA no mostrd
unién a los monocitos THP-1 (indice de unién fue cercano a 1) y para el EGQAgB nativo el indice de
unién aumentd conforme lo hizo su concentracién. Tanto la HDL como LDL inhibieron, de forma
parcial pero significativa la unién de EgAgB a los monocitos. La inhibicién se observd para la
maxima concentracion de EgAgB utilizada, 250 pug/mL, y para el caso de la HDL también a 100
pg/mL. Estos resultados sugieren que la union de EgAgB a monocitos y macréfagos esta mediada,
al menos parcialmente, por receptores compartidos con estas lipoproteinas plasmaticas.

Adicionalmente; se explord la participacion del receptor para la lipoproteina plasmatica de baja
densidad (LDLr) en la unién del EgAgB nativo a las células. Para este fin, se tomd ventaja de la
metodologia ajustada para estudiar la unién del EgAgB a monocitos y macréfagos peritoneales, y
de la disponibilidad de ratones deficientes en el LDLr (LDLr-/-) y sus correspondientes controles
(LDLr+/+). Se utilizo como proteina control BSA-B y se analizd la union a la poblacién de
monocitos inflamatorios y macréfagos, definida como células F4/80+. Como se observa en la
Figura 4.10, la unidon del EgAgB nativo a estas células no mostrd diferencias significativas entre
células provenientes de los ratones LDLr-/- y LDLr+/+. En base a estos resultados, el LDLr no seria
directamente responsable de la unién del EgAgB a los monocitos y macréfagos.
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Figura 4.9. Competencia con HDL y LDL por la unién del EQAgB a monocitos THP-1. Anélisis de la unién
de EgAgB nativo-B (20, 50, 100 y 250 pg/mL) a monocitos THP-1 pre-incubados con PBS, HDL 6 LDL (500
pg/mL), revelando por citometria de flujo con estreptavidina-FITC. Se grafica el indice de unién, calculado
como el cociente entre la intensidad de fluorescencia de cada muestra sobre la intensidad de fluorescencia
del vehiculo (PBSg-g). Los datos corresponenden al promedio + SEM de tres experimentos independientes con
duplicados analiticos. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control de unién de
EgAgB nativo a las células en ausencia de lipoproteinas (ANOVA seguido de la prueba de Dunnett, * p <
0.05).
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Figura 4.10. Participacion de rLDL en la uniéon de EgAgB a macréfagos inflamatorios peritoneales.
Anélisis de la unién de EgAgB nativo-B (100 ug/mL) a monocitos inflamatorios/macréfagos F4/80+ obtenidos
a partir de un infiltrado inflamatorio en la cavidad peritoneal de ratones control (LDLr+/+, barras vacias) o
LDLr-/- (barras con patrén). Se grafica el indice de unién promedio + SEM de dos experimentos
independientes con duplicados analiticos. El analisis estadistico se realizd6 mediante ANOVA de una via
seguido de la prueba de Tukey.
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Las células inmunes innatas presentan una amplia gama de receptores involucrados en el
reconocimiento de lipoproteinas muchos de los cuales presentan una especificidad de ligando

385,386 P .
=% Si bien las subunidades

relativamente promiscua, como el LDLr y los receptores barrenderos
del EgAgB8 no se asemejan a nivel de su secuencia de aminoacidos a las apolipoproteinas de la
HDL y LDL, exhiben algunas caracteristicas bioquimicas similares a las apolipoproteinas

intercambiables que componen estas lipoproteinas plasmaticas™"*®

, como la exposicion de
dominios con carga positiva y negativa®. Se explord entonces si el reconocimiento del EgAgB por
los monocitos/macréfagos involucraba la participacion de otros receptores de lipoproteinas que
poseen dominios con afinidad por regiones cargadas positivamente (proteina relacionada con el
receptor de LDL, LRP-1) o negativamente (receptor barrendero de clase A, SR-A). Para esto se
realizaron ensayos de competencia por la unidon del EgAgB a monocitos THP-1 utilizando un
exceso de ligandos de alta afinidad para LRP-1y SR-A, la lactoferrina y el acido poli-inosinico,
respectivamente. Como se muestra en la Figura 4.11 la presencia de estos ligandos no alterd la
unién del EgAgB a los monocitos. Los valores del indice de unién mostraron pequefias
fluctuaciones que no alcanzaron la significancia estadistica aun utilizando una concentraciéon de los
ligandos 10 veces mayor que la del EgQAgB. Por tanto, estos resultados sugieren que los receptores

LRP-1y SR-A no estan involucrados en la interaccion EgAgB con monocitos.

Indice de union
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Figura 4.11. Andlisis de la participaciéon de los receptores LRP-1y SR-A en la unién del EgAgB nativo a
monocitos THP-1. Se realizaron ensayos de competencia por la unién a monocitos THP-1 entre el EgAgB
nativo-B y ligandos de los receptores LRP-1 (lactoferrina) y SR-A (acido poli-inosinico). Se incubd una
concentracién fija de EgAgB (100 pug/mL) con las células pre-incubadas con lactoferrina o acido poli-inosinico
(5, 100 y 1000 pg/mL), BSA (1000 pug/mL) o PBS como control. Se grafica el indice de unién promedio + SEM
de dos experimentos independientes con triplicados analiticos. El andlisis estadistico se realizd6 mediante
ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey.
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4.5. Efecto de la temperatura y participacion del citoesqueleto de actina en la unién
del EgAgB a los macréfagos
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Figura 4.12. Efecto de la temperatura y participacion del citoesqueleto de actina en la unién del EgAgB a
macréfagos THP-1. Se evalud la unién de EgAgB nativo-FITC (250 ug/mL) a monocitos THP-1 pre-incubados
con/sin citocalasina D (30 minutos a 10 uM) y en ausencia/presencia de NaN3 (0,1%). Como control se utilizo
OVA-FITC. Se grafica el indice de union promedio + SEM de dos experimentos independientes con triplicados
analiticos. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control con OVA (ANOVA de una
via y prueba de Dunnett (p < 0,05). (#) indica diferencias estadisticamente significativas con la condicion de
incubacion en presencia de NaN3y ausencia de citocalasina D utilizada en los ensayos anteriores (de ANOVA
de una via y prueba de Tukey (p< 0,05).

Los ensayos de union descriptos hasta el momento se desarrollaron bajo condiciones
experimentales que evitaron la eventual internalizacién del EGAgB por las células (incubaciones de
Thora a 4°Cy en presencia de N;Ns) ya que el revelado en dos pasos lo hizo necesario (ya sea con
el Mo-EB7 o con estreptavidina-FITC). Como una primera aproximacién para evaluar si la unién
podria conducir a internalizacién del EgAgB se introdujeron modificaciones en este protocolo
realizando experimentos con monocitos durante 1 hora a 37°C y en ausencia/presencia de N N;
(desacoplado de membrana e inhibidor de la GTPasa mitocondrial) y citocalasina D (bloqueante
del citoesqueleto de actina) (REF). Para este caso se trabajo con EgAgB nativo y OVA conjugados
directamente a FITC (EgAgB-FITC y OVA-FITC). Los resultados obtenidos se presentan en la Figura
4.12. Para todas las condiciones ensayadas, el aumento en la temperatura de incubacién provocod
una union significativamente mayor del EgAgB a los macréfagos THP-1 en relacion con la obtenida
a 4°C, situacién que se observa también para el control con OVA. Tomando como referencia la
condicién con NyN; y sin citocalasina D (aplicada en todos los ensayos anteriores), para cada
temperatura estudiada (4 y 37°C) se puede observar que la presencia de N,N3 diminuye el indice
de union de forma significativa (#) asi como la presencia de citocalasina D. El mayor indice de
unién reportado corresponde a la condicion a 37°C en ausencia de fue N,N3 y citocalasina D y el
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menor a la condicion a 4°C en presencia de ambos inhibidores). El control con OVA no mostrd
cambios en este sentido. En base a las observaciones mencionadas, es posible que el EgAgB sea
internalizado como consecuencia de su interaccion con las células, ya que el proceso de
endocitosis se favorece al aumentar la temperatura a 37°C (explicable por su efecto sobre el
equilibrio quimico entre ligando y receptor, entre otros) y al facilitar los eventos celulares que
llevan a la internalizacion (actividad del citoesqueleto de actina en ausencia de N;Ns y citocalasina
D).

4.6. Anadlisis de la capacidad de union del EgAgB nativo a hepatocitos HepG2

En relacion a la capacidad del EgAgB de interactuar con células presentes en la interfaz con el
hospedero, los hepatocitos constituyen otro tipo celular de interés dado que la mayoria de las
infecciones por el metacestodo de E. granulosus tienen localizacion hepéatica®®. Debido a que
contdbamos en el laboratorio con la linea celular de hepatocitos humanos HepG2 en
funcionamiento, se buscd evidencia acerca de la posible interaccion entre el EGQAgB con este tipo
celular. En este sentido, se realizaron ensayos de unién del EgAgB nativo (purificado de LH fértil) a
hepatocitos HepG2 utilizando la metodologia descripta en 2.6.2.2. Como se observa en la Figura
413, y de forma similar a lo reportado para monocitos y macréfagos, el EGAgB nativo se unid de
forma dependiente de la dosis a los hepatocitos (Figura 4.13 A) con una Kd aparente de 249.3 + 39
pg/ml y la interaccidon mostréd ser especifica en ensayos de competencia con EgAgB sin marcar
(Figura 4.13 B). En base a los datos obtenidos y considerando que el higado es la principal
localizacion de la hidatide, los hepatocitos constituyen un blanco celular de interés para
profundizar en el posible rol del EGAgB en la infeccién hidatica.
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Figura 4.13. Ensayos de saturacion y competencia de la unién de EgAgB nativo a hepatocitos HepG2. En
este ensayo se utilizd EgAgB purificado a partir de LH fértil. (A) Ensayo de saturacion. Las células se incubaron
con cantidades crecientes de EgAgB nativo-B u OVA-B como control (20 a 350 pg/mL) y se reveld la unién
por citometria de flujo empleando estreptavidina-FITC. Se grafica la intensidad de fluorescencia promedio +
SEM en funcidon de la concentracién de EgAgB (e) y OVA (A) utilizando el mejor ajuste, obtenido con el
modelo de “saturacion con un unidn a un sitio especifico” (linea sélida con R2=0,968, Graph Pad Prism). (B)
Ensayo de competencia. Las células se incubaron con una concentracion fija (250 pug/mL) de EgAgB nativo-B 'y
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se establecié la competencia mediante el agregado de concentraciones crecientes (125, 250, 500 y 1000
1g/mL) de EgAgB nativo sin marcar (barras naranjas). En paralelo se realizd el control con OVA-B y OVA sin
marcar (barras grises) y se evalud la competencia entre EgAgB nativo-B y OVA sin marcar (1000 ug/mL, barras
naranjas con patrén negro). Se reveld la unién por citometria de flujo empleando estreptavidina-FITC. Se
grafica el indice de unién promedio + SEM. En cada panel se muestra una figura representativa de tres
experimentos independientes con duplicados analiticos. (*) y (#) Indican diferencias estadisticamente
significativas respecto al control con OVA-B (control sin competencia) y respecto al control de méxima unién
con EgAgB-B, respectivamente (ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05).
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CAPITULO 5: Efectos moduladores del EgAgB sobre células del sistema

inmune: aproximaciones in vitro e in vivo

En este capitulo se exploraron las consecuencias a nivel funcional de la interaccion del EgAgB con
monocitos y macréfagos, células innatas con las cuales comprobamos que el EgAgB podria
interactuar en la interfaz con el hospedero. En particular, buscamos analizar el potencial
inmunomodulador del EgAgB nativo y su capacidad de remover colesterol de los macréfagos
como posible indicador del potencial para adquirir lipidos de estas células. Para estos estudios se
utilizaron distintas preparaciones de EgAgB nativo, todas purificadas a partir de LH fértil.

5.1. Evaluacién de los efectos de las preparaciones de EQAgB en macrofagos

Para examinar los efectos del EgAgB sobre células inmunes innatas como monocitos y macréfagos
resultd imprescindible disponer de preparaciones de la lipoproteina en su estado nativo y con alta
pureza, particularmente conteniendo niveles de pirégenos que no afecten las propiedades de
dichas células. Como se describi6 en el capitulo 3, desarrollé un método para purificar el EgAgB a
partir de LH, basado en un paso de cromatografia de intercambio anidnico seguido de
ultracentrifugacién en gradiente de KBr, que permitié obtener EgAgB nativo (EgAgB ) de calidad
aceptable para los estudios de caracterizacién de la composicion y unién a células innatas que se
describieron en las secciones anteriores. Para conocer si esta preparacién podria utilizarse en
estudios funcionales evaluamos si el EgAgByc reproducia los efectos inmunomoduladores del
EgAgB inmunopurificado (EgAgBes;) descriptos en estudios preliminaresggo. Los resultados
mostraron que la preparacion EgAgByc indujo la secrecion de IL-1B e IL-6 en macréfagos THP-1, y
ademas, no mostré un efecto inmunomodulador de la respuesta de citoquinas (IL-1B e IL-6)
inducida por LPS (Figura 5.1 A, B).
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Figura 5.1. Analisis de los efectos de EgAgBuyc sobre la produccion de IL-1B e IL-6 por macréfagos, en
ausencia o presencia de LPS. Se diferenciaron 0.2x10° células THP-1 con PMA (50 ng/mL) por 72 horas. Los
macréfagos obtenidos se incubaron con EgAgBuc (1'y 10 pg/mL) o PBSe.s como control de vehiculo, en
ausencia o presencia de LPS (10 ng/mL). A las 24 horas de estimulacion se colectd el sobrenadante y se midio
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la concentracion de IL-1B (A) e IL-6 (B) por ELISA de captura. Se grafican los niveles promedio de IL-1B e IL-6
(pg/mL) = SEM correspondientes a un experimento con triplicados analiticos.

Las diferencias observadas con EgAgBg; sugirieron que la composicion y/o calidad de EgAgByc
obtenida por el nuevo método de purificacion era inadecuada, planteandose la posibilidad de que
contuviera pirégenos. A partir de estos resultados extremamos aln mas los cuidados durante toda
la purificacion del EgAgB nativo utilizando, en todos los pasos del fraccionamiento, soluciones
preparadas con agua apirdgena y filtradas por 0.22 ym y trabajando en cdmara de flujo laminar en
las etapas que lo permitieron (armado de los gradientes de KBr, coleccion de las fracciones de la
ultracentrifugaciéon, pasaje por columna de desalado PD10). Corresponde mencionar que en
paralelo Sofia Lagos, en el marco de su tesina de grado, evalud la utilidad de aplicar pasos iniciales
de filtracion del LH por membranas de tamafio de poro de 0.45 y 0.22 um para reducir la
presencia de agregados, o de adicionar AbAm en las soluciones a lo largo del protocolo de
purificacidon para evitar contaminacién (especialmente durante el primer paso de fraccionamiento
sobre Q-Sefarosa que implica el manejo de un gran volumen de LH, lo cual alarga el tiempo de la
cromatografia). Sus resultados mostraron que la filtracion no modificod el tamafio de las particulas
de EgAgB ni su capacidad de inducir per se la produccién de IL-18 e IL-6 o modificar la respuesta
inducida por el LPS. Sin embargo, la adicion de AbAm contribuyd al apagado de las propiedades
pro-inflamatorias de las preparaciones de EgAgB generadas bajo el nuevo protocolo de
purificacion, aunque no disminuyd totalmente la induccion de IL-1B e IL-6 (Tesis Lic. Sofia Lagos).
Basados en este resultado, se continud utilizando AbAm en el pool de LH de partida asi como en
todas las soluciones necesarias para el proceso de purificacion del EgAgB nativo. Tomando en
cuenta esta informacion se prepard un nuevo lote de EgAgB (EgAgBapam) Y Se caracterizd en
términos del tamafio de sus particulas por DLS, de la capacidad de inducir per se la secrecion de
IL-1B e IL-6 por macrdfagos THP-1 y del contenido de endotoxinas (LPS). Los resultados se
muestran en la Tabla 5.1. Se estimaron indices de actividad pro-inflamatoria en base al cociente
entre los niveles de las citoquinas inducidos por la preparacion per se (10 ug/mL) y por el LPS (10
ng/mL), para comparar la actividad de esta preparacién de EgAgB, con anteriores y futuras
preparaciones, independizdndonos de variaciones en la magnitud de la respuesta entre
experimentos. Por otro lado, se determinaron los niveles de LPS en las preparaciones utilizando el
ensayo de determinacién de endotoxinas LAL, a través del servicio prestado por el laboratorio
Beltran Zunino, tomando como umbral aceptable en las muestras 0.001 ng de LPS/ug de proteina,
lo cual permitiria realizar ensayos hasta en concentraciones de 10 ug/ml del EgAgB. Como se
observa en la Tabla 5.1, el EQAgBapam mMostrd un menor indice de actividad pro-inflamatoria en
relacion a las preparaciones anteriores, pero se continuaron detectando niveles de LPS que
podrian interferir en el trabajo con monocitos y macréfagos (ensayo LAL positivo). El hecho que la
adicion de AbAm disminuyé la actividad pro-inflamatoria sugiri6 que ésta probablemente se
asociara con PAMPs contaminantes, incluyendo trazas de LPS de acuerdo con el resultado del
ensayo LAL.

Como complemento de esta caracterizacion, examinamos si la actividad pro-inflamatoria
detectada en el EgAgBapam Se inhibia en presencia de polimixina B (PB), un decapéptido ciclico y

catiénico que se conoce bloquea la actividad del LPS*'

. En la Figura 5.2 se observa que 10 pg/ml
de PB inhibieron fuertemente la respuesta de IL-1B inducida a una concentracién de 10 ng/ml LPS.
Sin embargo, la PB no modificd los niveles de IL-13 secretados por macréfagos en respuesta a la
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Tabla 5.1. Caracterizacion de las preparaciones EgAgBuc y EQAgBabam. Se muestran el radio hidrodindmico
determinado por DLS, los niveles promedio de IL-1B e IL-6 secretados por macréfagos THP-1 en respuesta a la
estimulacion con EgAgBuc y EgAgGBabam (10 pg/mL) o LPS (10 ng/ml) y los niveles de LPS de acuerdo al ensayo
LAL. Se informan los indices de actividad medidos en término de la produccién de las citoquinas normalizado
por la respuesta del LPS (cociente de los niveles de cada citoquina inducidos por el EgAgB y por el LPS). (*)
Concentracion estimada a partir de la minima concentracién del estandar y corregida por la dilucién ensayada
de la muestra.

Purificaciones de EgAgB
EgAgBc EgAgBpam
R, (nm) +.SD 5.77 + 0.25 5.77 + 0.21
EgAgB 10 pg/mL 1561 193
[IL-1B] pg/mL
LPS 10 ng/mL 2902 1368
Indice IL-1B EgAgB/LPS 0.538 0.141
EgAgB 10 pg/mL 3596 90 *
[IL-6] pg/mL
LPS 10 ng/mL 5377 5638
Indice IL-6 EgAgB/LPS 0.669 < 0.016
LAL + +
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Figura 5.2. Efecto de la polimixina B sobre los niveles de IL-1B inducidos por EgAgBabam per se o sobre la
respuesta de LPS en macréfagos THP-1. Se pre-incubaron 0.2x10° macréfagos con polimixina B (PB, 10
pg/mL por 30 minutos) o medio (control de vehiculo) y posteriormente se estimularon con EgAgBabam (10
Kg/mL) en ausencia o presencia de LPS (10 ng/mL). A las 24 horas se colectd el sobrenadante y se midié la
concentracién de IL-13 por ELISA de captura. Se grafican los niveles promedio de IL-18 (pg/mL) + SEM
correspondientes a dos experimentos independientes (Ensayo 1y 2) con triplicados analiticos. Los datos para
el LPS en ausencia y presencia de PB fueron muy similares entre el ensayo 1y 2 por lo que se muestran como
columnas Unicas con la dispersién correspondiente a ambos ensayos.
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estimulacion por EgAgBasam (dos ensayos independientes). Por otra parte, a diferencia de lo
observado para EgAgByc y pese al resultado positivo obtenido por el ensayo LAL, el EGAgGB apam
logré inhibir parcialmente los niveles de IL-1B inducidos por LPS, efecto modulador analogo al
reportado para EgAgBe; Este resultado mostrd la presencia de actividades antagdnicas en las
preparaciones de EgAgB: por un lado, una actividad inductora de la secrecién de citoquinas -
posiblemente atribuible a la presencia de LPS- y por otro, una actividad moduladora de dicha
producciéon inducida por LPS. Desafortunadamente, intentos por remover el LPS de las
preparaciones mediante cromatografia de afinidad negativa sobre PB-agarosa (principal
metodologia utilizada para este fin en preparaciones de proteinas recombinantes) fueron
infructuosos ya que el EgAgB se unid fuertemente a la matriz y no se eluyé al disminuir el pH
(incluso a pH=1.5).

Por otra parte, se disponia de las proteinas rEgAgB8/2 y rEgAgB8/3 libres de lipidos producidas en
bacterias (no se dispuso de rEgAgB8/1). Si bien estas muestras provenian de cultivos bacterianos, la
metodologia aplicada para la extraccion de los lipidos implicé diversas etapas en las cuales seria
esperable eliminar contaminantes derivados de las bacterias (cromatografia liquida de alta
resolucién en fase reversa®). Ademas, el protocolo de produccién y purificacién usé material
estéril y soluciones preparadas con agua apirogena, AbAm vy filtradas por 0.22 um en todas las
etapas que resultd posible. Por tanto, consideramos I6gico testear los efectos de las preparaciones
rEgAgB8/2-3 delipidadas (1y 10 ug/mL) sobre macréfagos THP-1. Como se muestra en la Figura
5.3, ambas proteinas promovieron per se la secrecion de IL-1B y su presencia aumento la secrecion
de esta citoquina pro-inflamatoria en respuesta al LPS no reproduciendo los efectos
inmunomoduladores observados para EgAgBe;. Una posibilidad seria que los lipidos fueran
esenciales para la actividad moduladora, ya sea porque actien directamente sobre las células o
porque modifiquen como se exponen las subunidades proteicas en la particula. Por otra parte, es
posible que los pasos de purificacion y delipidacién no fueran suficientes para eliminar la presencia
de PAMPs bacterianos y, de hecho, la mayoria de las preparaciones de proteinas recombinantes se
purifican por afinidad sobre PB, método que no resultd aplicable. En cualquier caso, el uso de las
proteinas recombinantes preparadas en bacterias (rEgAgB8/2-3) no ofrecié una alternativa para
estudiar los efectos biolégicos del EgAgB sobre células inmunitarias.

Los resultados descriptos anteriormente mostraron que EgAgBapam promovié una actividad pro-
inflamatoria a pesar de todos los esfuerzos por evitar contaminacion con LPS y otros PAMPs. En
comparacion, el EgAgBg; no mostrd esta actividad, lo cual indicd que el paso de inmunoafinidad
serfa muy importante para lograr preparaciones de pureza adecuada. En este punto, nos
propusimos mejorar la calidad de las preparaciones de EgAgB introduciendo este paso final de
purificacion. Ademas, buscando alternativas al modelo del EgAgB nativo, se decidid expresar la
subunidad EgAgB8/1 en células de insecto.
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Figura 5.3. Niveles de secrecién de IL-1B inducidos por las subunidades rEgAgB8/2 y rEgAgB8/3
delipidadas, per se y en presencia de LPS, en macréfagos. Se estimularon 0.2x10° macréfagos THP-1 con
rEgAgB8/2-3 (1y 10 pg/mL) o con PBSg-g (control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (10 ng/mL). A
las 24 horas se colect6 el sobrenadante y se midi6 la concentracion de IL-1B por ELISA de captura. Se grafican
los niveles promedio de IL-1B (pg/mL) + SEM correspondientes a un experimento con triplicados analiticos.

5.2. Obtencion de EgAgB nativo y EQAgB8/1 recombinante para estudios funcionales

En funcién de los antecedentes del grupo y la comprobacion de que la subunidad EgAgB8/1

382 . . .
, resultd razonable preparar anticuerpos anti-

predomina en el EgAgB nativo derivado de LH
EgAgB8/1 que permitieran sumar un paso de inmunoafinidad al final del proceso de purificacion
desarrollado, reproduciendo el paso clave de inmunoafinidad basado en el uso del Mo-EB7°**. Con
este fin se abordé la produccién de anticuerpos monodominio de llama (VHHSs, conocidos como

394). Por otro lado, como una alternativa al uso del EgAgB nativo, se planted

nanoanticuerpos
producir la forma recombinante del EgAgB8/1 en células eucariotas (Drosophila melanogaster),
evitando la contaminacion con PAMPs inherente a la produccién en bacterias. A continuacion se
describen los resultados en relacion a ambas estrategias (la descripcidon detallada de la

metodologia se incluyd en la secciones 2.4.2.1y 2.4.2.2).

5.2.1. Produccién de anticuerpos monodominio de llama (dominios VHH) anti-EgAgB y su uso
en la purificacién del EQAgB nativo por cromatografia de inmunoafinidad

Esta actividad se realizd en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Gualberto Gonzélez,
que llevd adelante las principales fases para la producciéon de los VHH; anti-EgAgB8/1 (generacién
de una biblioteca en fagos filamentosos y seleccién de aquellos que expresaban el VHH especifico

contra EgAgB8/1 tesina final de grado de Romina Alvez*®).
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Figura 5.4. Inmunopurificacion de EgAgBasam sobre Sefarosa-VHH anti-EgAgB8/1. (A) Imagen de la
columna Sefarosa-VHH anti-EgAgB8/1 obtenida. (B) Andlisis por SDS-PAGE de las fracciones colectadas a lo
largo del protocolo de inmunopurificacion del EGAgBabam sobre Sefarosa-VHH anti-EgAgB8/1. Las fracciones
se separaron en geles al 15% de acrilamida, en condiciones reductoras (6mM de DTT); las proteinas se
visualizaron por tincién con azul de Coomassie. MPM: marcador de peso molecular; FT: fraccién no retenida
por la columna; Lavados 1M: lavados con PBS conteniendo 1M de NaCl; Lavados PBS: lavados con PBS;
EgAgBp: fraccion eluida (inmunopurificada).

Luego de etapas de titulacion, amplificacion y clonado en el vector de expresion pINQ-HEHA,
participé en la expresion y purificacion de los anticuerpos con el asesoramiento del Dr. Andrés
Gonzélez y la co-participacion de Soffa Lagos (detalle experimental en secciéon 2.4.2.1). Finalmente,
se realizd una producciéon a gran escala que permitié obtener 30 mg del VHH anti-EgAgB8/1 a
partir de un litro de cultivo. El mismo se inmovilizd sobre una matriz de Sefarosa logrando un 99%
de rendimiento en el acoplamiento. La columna generada (Figura 5.4 A) se utilizo para aplicar un
paso final de cromatografia de inmunoafinidad sobre la preparacion EgAgBapam (detalle
experimental al final de la seccion 2.4.2.1.1). Luego del pasaje de EgQAgBaxam poOr la columna se
aplicaron pasos de lavado, inicialmente con alta fuerza iénica (IM NaCl) y luego con PBS, con el
objetivo de remover todo aquello que no presentara una fuerte interaccién con la matriz.
Posteriormente, se utilizd un pH acido (2.5) para la elucion de la lipoproteina, obteniendo una
fraccion coloreada, indicativa de la presencia de EgAgB, que denominamos EgAgBe. En la Figura
54 B se muestra el andlisis por SDS-PAGE de distintas fracciones recuperadas mediante la
cromatografia de inmunoafinidad. En la muestra de partida, EGAgGB apam: S€ puede observar el perfil
caracteristico del EgAgB que se preserva en la fraccién eluida o EgAgBp. La fraccion FT y la
correspondiente al lavado 1M contienen una proporcion menor de EgAgB que desaparece en el
lavado con PBS. En base a las condiciones ensayadas la capacidad de unién de la columna
conteniendo los VHH anti-EgAgB8/1 fue de ~1.75 mg/mL. El EgAgBp se conservé en PBSe g -apam
bajo atmodsfera de nitrégeno a 4°C, buscando evitar posible contaminacion y oxidacion de la
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lipoproteina. Los controles de pureza, tamafio y agregacién de la lipoproteina se describen en
5.2.3.

5.2.2. Produccion de rEgAgB8/1 en la linea celular S2 de Drosohpila melanogaster

Se desarrolld6 un método para obtener la rEgAgB8/1 en la linea celular de Drosophila
rr;e[anogaster395 (rEgAgB8/1s,). Esta actividad se realizd en el Laboratorio de Inmunovirologia del
Instituto Pasteur, en colaboracién con los Dres. Otto Pritsch y Martin FI6 y el MSc. Federico Carrion.
Se trabajé con células Schneider 2 (S2) de D. melanogaster. Las células S2 son una linea policlonal,
derivada de embriones tardios de D. melanogaster’®, que integran multiples copias de plasmidos
en el genoma por un proceso mediado por P-transposones permitiendo altos niveles de expresién
de la proteina recombinante®® %,

Primero se disefid una construccion que permitiera el clonado de EgAgB8/T en el vector
seleccionado para la expresion de la proteina. Se selecciond la secuencia nucleotidica de EgAgB8/1
(UBJQF4_ECHGR de https://www.uniprot.org, Figura 2.2 A) y se optimizd para su expresion en D.

melanogaster utilizando el programa GenScript. En los extremos de esta secuencia se adicionaron
las secuencias correspondientes a los cebadores genéricos directo y reverso que hibridizan con los
cebadores genéricos en el vector de destino. Ademés, al final de la secuencia correspondiente al
cebador genérico directo se ubicd un sitio de corte para la proteasa TEV que permite separar a la
proteina EgAgB8/1 de la proteina de fusion y/o del tag mediante el corte con esta proteasa (en
caso de ser necesario). También, en el extremo 3’ del cebador genérico reverso, se agregd el
coddn de terminacion o stop “TAA” para indicar el fin de la traduccién, inmediatamente después
de la secuencia de EgAgBS8/I. La construccién disefiada (Figura 2.2 C) se envid al laboratorio
GenScript quien se encargd de sintetizarla y proveerla. La misma se utilizé para clonar EgAgB8/1 en
el vector de expresion pMT/BiP/V5-His modificado, utilizado frecuentemente en el sistema de
expresion de D. melanogaster’®. El vector pMT/BiP/V5-His modificado permite la expresion de la
proteina de interés fusionada a un dominio Strep-Tagx2 para su purificacion, y a la secuencia de
secrecion BiP para obtenerla en el sobrenadante del cultivo (la secuencia BiP es cortada por la

371 ..
). Al momento de utilizarlo, el vector

maquinaria celular antes que la proteina sea secretada
contenia la secuencia codificante correspondiente a una proteasa del virus de leucosis bovina
(BLVp, de ~400 pb), que se estaba expresando en ese momento en la laboratorio de
Inmunovirologia. La estrategia de clonado de la secuencia de EgAgB8/1 desde la construccion
proporcionada por GenScript al vector de expresion pMT/BiP/V5-His modificado se realizé por RF-
cloning, a través de dos pasos de PCR (tal como se describid en la seccién 2.4.2.2.1). La primer PCR
utilizé cebadores genéricos para amplificar la secuencia de ADN de EgAgB8/1 acoplada a los
cebadores genéricos, a partir de la construccion proporcionada por GenScript (Figura 2.2 E, panel
izquierdo). Los productos de la PCR se corrieron en geles de agarosa a partir de los cuales se
purificaron los fragmentos de ADN amplificados. Utilizando estos fragmentos purificados como
cebadores y el vector de expresion como molde, se realizé una segunda PCR, en la cual la
secuencia de EgAgB8/1 se insertd en el vector de expresion, reemplazando la secuencia que

codificaba para BLVp (Figura 2.2 E, panel derecho).

A continuacion, se transformaron bacterias E. coli XL1 con el producto del clonado por RF-cloning
(segunda PCR) y se sembraron en medio LB agar con ampicilina. Dado que el vector de expresion
confiere resistencia a la ampicilina, en presencia de este antibidtico se esperaba que solo crecieran
bacterias transformadas. Mediante PCR de colonias Unicas y utilizando los primers genéricos, se
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determind cuales de ellas estaban transformadas con el vector de expresién conteniendo EgAgB8/1
y no el gen para BLVp (inicialmente inserto en el vector de expresion). En la Figura 5.5 A se
muestra que 8 (identificadas del 1 al 8) de las 16 colonias seleccionadas para el anélisis por PCR se
encontraban transformadas con el vector de expresion conteniendo EgAgB8/1, mostrando bandas
coincidentes con el peso molecular de la secuencia de EgAgB8/1 flanqueada de los cebadores
genéricos (258 pb). Ademas, en este andlisis se verifica también la presencia de bandas de entre
300 y 400 pb correspondientes a la secuencia de BLVp y los cebadores genéricos. Luego, las 8
colonias bacterianas transformadas con el vector conteniendo EgAgBS8/1 se expandieron y se
extrajo el ADN plasmidico mediante midiprep (Figura 5.5 B, la existencia de mas de una banda se
explica por las conformaciones que puede adoptar este vector), permitiendo la obtencién de 10
pg/mL para la expresion en D. melanogaster. La identidad de secuencia se verificO por
secuenciacion (en 5 de las 8 colonias positivas).
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Figura 5.5. Analisis por electroforesis en agarosa 1% (p/v) del producto de PCR de colonias Unicas
transformadas con el producto de RF-cloning y purificacion del vector de expresidn conteniendo
EgAgB8/1 por midiprep. (A) Cada carril corresponde al producto de la PCR de una colonia de bacterias
transformadas con el producto del clonado de EgAgB8/1 en el vector pMT/BiP/V5-His modificado por la
técnica de RF-cloning. Se observan bandas que coinciden con el tamafio de la secuencia correspondiente al
EgAgB8/1 flanqueado por cebadores genéricos (258 pb, flecha) y bandas entre 300 y 400 compatibles con la
presencia de BLVp, inicialmente presente en el vector de expresion. (B) Corresponde al vector de expresion
purificado por midiprep a partir de las 8 colonias positivas seleccionadas en A. Se observan bandas con
diferente tamafio que se asocian con las distintas conformaciones adoptadas por el vector cerrado.

Para la expresion en D. melanogaster, las células S2 se transfectaron con el vector de expresion
conteniendo EgAgB8/1 (metodologia descripta en 2.4.2.2.2). Para verificar el éxito de la
transfeccion se realizd una PCR utilizando cebadores genéricos y como molde las muestras del
cultivo de células S2 transfectadas (pellet celular y sobrenadante). El andlisis por electroforesis en
gel de agarosa del producto de esta PCR (Figura 5.6) mostré la ausencia de bandas
correspondientes a la secuencia de EgAgB8/T en el sobrenadante de cultivo y la presencia de una
banda correspondiente a EgAgB8/1 en las células S2. Esto asegurd que el resultado positivo no se
debié a restos de plasmido en el cultivo luego de la transfeccion, y que efectivamente hubo

incorporacion del plasmido a las células.
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C+ sbn cél

Figura 5.6. Gel de agarosa 1% (p/v) correspondiente al producto de PCR de células S2 transfectadas con
el vector de expresion conteniendo EgAgB8/1. Se utilizaron los cebadores genéricos y los siguientes
moldes: C+: el vector de expresidn de EgAgB8/T (control positivo y referencia), son: sobrenadante del cultivo
de células S2 transfectadas (control negativo), cél: células S2 transfectadas con el vector de expresion de
EgAgB8/T;). Se indica con una flecha la banda correspondiente a EgAgB8/1. Las bandas de menor tamafio
corresponden a los dimeros de primers.

Luego de la obtencién de las células transformadas, se comenzd a ajustar la produccion de la
proteina rEgAgB8/1s,. Inicialmente se indujo su produccion mediante la adicion de CdCl, durante
diferentes tiempos, para evaluar el rendimiento y calidad de la proteina obtenida y poder definir
las condiciones de expresién optimas. Los cultivos (Figura 5.7 A) se mantuvieron por 4, 7 o 12 dias
de induccién y se evalud la expresion de rEgAgB8/1s, en fracciones correspondientes al
sobrenadante de cultivo y al pellet de células para los distintos tiempos (Figura 5.7 B). A los 4 dias
de induccidon se hizo visible en el sobrenadante una banda de PM aparente entre 10 y 15kDa,
compatible con rEgAgB8/1s,, la cual se intensificd a los dias 7 y 12. La banda estuvo ausente en el
pellet correspondiente a los distintos tiempos ensayados. La presencia de rEgAgB8/1s, en el
sobrenadante de cultivo se verificd por Western blot (Figura 5.7 C) utilizando para el revelado el
sobrenadante de cultivo del hibridoma que permitié la produccion del Mo-EB7. A tiempo final se
realizé la purificacion de rEgAgB8/1s, por cromatografia de afinidad utilizando una columna
comercial de agarosa Strep-Tactin XT (con afinidad por Strep-Tagx2, Figura 5.7 A). En los Ultimos 4
carriles de la Figura 5.7 B se muestra, como ejemplo, la purificacion a partir del cultivo con 7 dias
de induccion; rEgAgB8/1s, es retenido por la cromatografia aplicada aunque debi¢ utilizarse una
columna de 5 mL para realizar la purificacion en un Unico paso (la menor capacidad de la columna
de 1 mL llevé a saturacion de la union y aparicion de producto en la fraccion FT, Figura 5.7 C).
Como paso final, rEgAgB8/1s, se someti¢ a cromatografia de inmunoafinidad, tomando ventaja de
la columna casera de Sefarosa conteniendo VHH; anti-EgAgB8/1 (preparada segln se menciond
anteriormente). En la Figura 5.7 D se observa que rEgAgB8/1s, interacciona con los anticuerpos
inmovilizados, quedando sélo una pequefia proporcién en la fraccion FT y en el primer lavado
realizado con alta fuerza i6nica (IM NaCl) y estando ausente en el resto de las fracciones
correspondientes al lavado. La disminucion a pH 4y 5 no tuvo efecto pero a pH=2.5 permiti6 eluir
rEgAgB8/1s, con mayor grado de pureza (desaparicion de bandas de alto PM presentes en la
fraccién inicial). El analisis de rEgAgB8/1s, por SDS-PAGE mostro principalmente una banda de

144



A . Columna comercial Columna casera
Cultivo S2 Strep-Tactin XT Vyys anti-EgAgB8/1

N
B Dia 0 Dia 4 Dia 7 Dia 12 N
PM s p s p s p s p L FT

=2
=

Eluidos

180/130
100
70

Ll

Eluidos

T LIM LPBS pHS pH4 PH25 |

180/130
100

70

55 .

40

35

25

Dia 0 Dia 4 Dia 7 Dia 12

FT
MM s p s P S P s p L Eluidos

Cromatografia de afinidad con Strep-Tactin XT
(e}
Cromatografia de inmunoafinidad con Vyus anti-EgAgB8/1

rEgAgBS/1s,

Figura 5.7. Purificacion de rEgAgB8/1s, por cromatografia de afinidad con Strep-Tactin XT seguida de
inmunoafinidad con VHH; anti-EgAgB8/1. (A) Imagenes del cultivo de células S2 inducido y de la columna
de agarosa comercial Strep-Tactin XT, utilizada para la purificacion por cromatografia de afinidad, y la
columna de Sefarosa casera conteniendo los VHH;s anti-EgAgB8/1 inmovilizados (B y C) Analisis por SDS-PAGE
y Western blot, respectivamente, del sobrenadante (S) y pellet (P) derivados del cultivo de células S2
inducidos por 4, 7 y 12 dias y de las fracciones colectadas durante la purificacién de rEgAgB8/1s, por
cromatografia de afinidad (Step-Tactin XT) del S obtenido de la expresién por 7dias. (D) Andlisis por SDS-
PAGE de las fracciones obtenidas durante la cromatografia de inmunoafinidad (VHHs anti-EgAgB8/1) del
eluido de la columna Strep-Tactin XT. En todos los casos, la electroforesis se realizd en geles de poliacrilamida
(15%) bajo condiciones reductoras (6mM de DTT) y las proteinas se visualizaron con azul de Coomassie. Para
el Western-blot, las proteinas se trasfirieron a una membrana de PVDF y se reveld la presencia de EgAgB8/1
mediante la incubacidon con el sobrenadante de cultivo del hibridoma EB7, MPM: marcador de peso
molecular; FT: fraccién no retenida por la columna; L: lavados; L TM: lavados con PBS conteniendo 1M de
NaCl; L PBS: lavados con PBS; eluidos: rEgAgB8/1s,.

entre 10 y 15 kDa, aunque la formacién de oligémeros de mayor PM no se puede descartar dado
que el analisis por Western Blot revela bandas de mayor peso molecular (Figura 5.7 C). Se
obtuvieron 097, 2.23 y 2,57 mg de rEgAgB8/1s, luego de 4, 7 y 12 dias de induccién de la
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expresion, respectivamente. El rEgAgB8/1s, se preservd en PBSgpapam Y €N Una atmodsfera de
nitrégeno a 4°C al igual que el EgAgBe. Las preparaciones obtenidas se caracterizaron tal como se
describe a continuacién.

5.2.3. Caracterizacion del EgAgBp nativo y de rEgAgB8/1s,

Se analizd la calidad de las preparaciones en términos de su tamafio molecular mediante DLS, su
tamafio molecular y carga de lipidos por electroforesis en geles nativos de poliacrilamida y su
composicion lipidica mediante el andlisis por HPLC-MS/MS para lipidos.

El analisis mediante DLS mostrd una alta homogeneidad en ambas preparaciones, basados en los
graficos ajustados por volumen que mostraron un Unico pico correspondiente a un componente
que representa aproximadamente el 99% del contenido total. El EgAgBp mostré un Ry=5.6 + 0.4
(Figura 5.8) que es compatible con el obtenido para las preparaciones de EgAgBapam purificadas
sin el paso final de inmunoafinidad (5.7 + 0.5, Figura 3.3). Por otra parte, el rEgAgB8/1s, obtenido a
partir del sobrenadante de cultivo de células S2 colectado a los 4, 7 y 12 dias p.i. mostrd valores de
Ryde 83 +0.5 7.8 £ 0.3y 13.8 + 0.7, respectivamente. Esto reveld que la apolipoproteina se armo
como una macromolécula de gran tamafio, pudiendo adoptar inclusive un tamafio mayor al
EgAgBp, probablemente como consecuencia de su oligomerizacidn y unién a lipidos presentes en
el cultivo de dichas células. Este resultado era esperable dada la naturaleza del EgAgB y el hecho
que todas las rEgAgB8/1-3 producidas en E. coli mostraron capacidad para oligomerizar y unir
lipidos bacterianos (incluyendo gran variedad de fosfolipidos y acidos grasos®*). Otra observacion
de interés fue la variacion en el Ry de las particulas obtenidas en funcién del tiempo de expresion
p.i., que se extendid hasta 12 dias buscando acumular la proteina en el sobrenadante para lograr
un mayor rendimiento. A los 4 y 7 dias el tamafio de rEgAgB8/1s, fue similar y algo mayor a lo
reportado para la particula lipoproteica nativa. Sin embargo, este valor aumentd adn mas a los 12
dias, obteniéndose una particula con casi el doble de Ry. Por otra parte, si bien el cultivo inducido
se suplementa con una proporcién de medio fresco cada 72 horas, observamos que la viabilidad
de las S2 decae con el tiempo (se hace evidente a partir del octavo dia), lo cual podria introducir
modificaciones en los componentes hidrofébicos incorporados en el rEgAgB8/1s, que influencien
las propiedades de la lipoproteina. Buscando la mayor similitud del rEgAgB8/1s, con el EgAgBr a
nivel del tamafio de las particulas, y tomando en cuenta la viabilidad de las células S2 y que la
produccién a los 4 dias tuvo menor rendimiento, consideramos 7 dias como tiempo éptimo para la
obtencion de la rEgAgB8/1s,.

El analisis del EgAgBr y rEgAgB8/1s, en geles nativos de poliacrilamida también permitié obtener
informacion sobre el tamafio molecular. Ademas, se analizd en paralelo el plasma humano vy
murino y fracciones de HDL (HDL-2, HDL-3) y LDL humanas purificadas del plasma, haciendo
posible comparar la distribucién de tamafio de las preparaciones de EgAgB con el de estas
lipoproteinas de dimensiones conocidas. Tal como se muestra en la Figura 5.9, las fracciones
lipoproteicas HDL-2 y HDL-3 humanas presentaron el rango de tamafio esperado, siendo el
promedio aproximado de 9.7 nm y 6.8 nm, respectivamente. En el EgAgBs se identificaron hasta 3
bandas principales con un didmetro promedio aproximado de 7 nm para la banda mayoritaria y
10.7 y 13.1 nm para las minoritarias (Figura 5.9 A). El rEgAgB8/1s, mostrd un didmetro de particula
promedio de 11.9 nm. Por otra parte la tincion con Negro Sudan permitié demostrar que ambas
formas del EgAgB presentaron una carga significativa de lipidos, aunque el rEgAgB8/1s, mostrd un
contenido lipidico relativamente menor al de EgAgB s (Figura 5.9 B).
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Figura 5.9. Caracterizacion de EgAgBp y rEgAgB8/1s; y su comparacion con lipoproteinas plasmaticas
por electroforesis en geles nativos de poliacrilamida. Las muestras se analizaron en geles nativos de
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Figura 5.8. Andlisis por DLS del tamaiio de EgAgBir y rEgAgB8/1sz. Se determind por DLS el Ry del EGAgBpe
y rEgAgB8/1s, obtenido a los 4, 7 y 12 dias p.i. de la expresidon en células S2. La medicién se realiz6 a una
concentracién de 1 mg/mL tomando tres medidas consecutivas a 25 °C en el equipo Zetasizer NanoS
(MALVERN). Los graficos muestran el Ry promedio de tres determinaciones consecutivas corregidas por el

poliacrilamida en gradiente de densidad (4-20%). Se muestra en (A) la tincién con azul de Coomassie para
revelar la presencia de las proteinas y en (B) la tincion con Negro Sudan para revelar la presencia de lipidos en

las diferentes sub-fracciones.

La composicion lipidica del EgAgBp y del rEgAgB8/1s, obtenido luego de 7 dias p.i se analizd por
espectrometria de masa, de forma analoga a lo que se describié para el EgAgB nativo (ver capitulo

3, seccién 3.2.3). Los resultados referentes al contenido de los 50 lipidos neutros (principalmente
acidos grasos, de triplicados analiticos) y polares (principalmente fosfolipidos, de duplicados
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Figura 5.10. Andlisis comparativo de los componentes hidrofébicos presentes en EgAgBp y rEgAgB8/1s;
en relacion a la preparacién de EgAgB nativo con dos rondas de ultracentrifugacién (2% UC). Los lipidos
presentes en las preparaciones 2% UC, EgAgBp y rEGAGB8/1s, se extrajeron con solventes organicos utilizando
el método de Folch y se analizaron por HPLC-MS/MS utilizando las columnas HILIC y C4 (duplicados y
triplicados analiticos, respectivamente). Los resultados se representan separadamente para los lipidos neutros
y polares utilizando heatmaps a los efectos de visualizar similitudes y diferencias en el perfil lipidico entre las
muestras. Los paneles muestran la abundancia relativa de las especies lipidicas normalizadas, segun la escala
de colores indicada.

analiticos) mas abundantes se representan como heatmaps en la Figura 5.10 y se listan en la Tabla
S5.1. La composicion lipidica de EgAgBe y rEgAgB8/1s, difirid en relacion al EQAgB nativo presente
en Ld; (2da UC), siendo rEgAgB8/1s, la que exhibid mayores diferencias. Al comparar la abundancia
relativa promedio entre la preparacion Lds % UQ) y el EgAgBp se registraron
incrementos/disminuciones de abundancia menores a 10 veces en los componentes neutros y
polares, siendo los primeros menos variables que los Gltimos (relacién 2% UC/EgAgBs, Tabla S5.1).
Sin embargo, rEgAgB8/1s, se diferencid claramente de la Lds (2da UQ) y de EgAgByp por carecer de
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muchos de los principales componentes lipidicos neutros y polares: se detectd principalmente
acido hexadecanoico (C16:0), seguido del los acidos octadecenoico (C18:1), hexadecenoico (C16:1) y
tetradecanoico (C14:0), en orden decreciente, y una abundancia disminuida de los acidos
docosapentaenoico (C22:5), docosatetraenoico (C22:4) y tetracosadienoico (C24:2) pero también
de otros componentes (relacion EgAgBp/ rEgAgB8/1s, mayor a 10 Tabla S5.1). A nivel de los lipidos
polares del rEgAgB8/1s, fue muy llamativa la presencia de pocas especies, careciendo de la
mayoria de las identificadas en el EgAgB nativo (Tabla S5.1 B), lo cual podria afectar el entorno en
el cual se expone la apolipoproteina.

Finalmente como parte de la caracterizacién se determind la capacidad de EgAgB,r y rEgAgB8/is,
de afectar la viabilidad e inducir per se la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias en macréfagos
THP-1. Para este fin los macréfagos se incubaron con 1, 10 y 20 ug/mL de EgAgBs, rEgAgB8/1s; ©
su respectivo vehiculo (PBSg.g.apam) ¥ con LPS (10 ng/mL, como control de la respuesta celular) por
24 horas. Se determind la viabilidad celular en forma indirecta, mediante el ensayo de MTT. Este
ensayo colorimétrico permite cuantificar el formazédn que se genera como consecuencia de la
reduccién enzimatica del MTT por la succinato deshidrogenasa mitocondrial, por lo que sélo
ocurre en celulas viables. Por tanto, se puede relacionar la cantidad de formazan generado
(determinado por absorbancia a 560 nm) con la viabilidad celular, aunque hay que tener presente
que variaciones en su nivel también podrian indicar alteraciéon del metabolismo mitocondrial o
proliferacion. Como se observa en la Figura 5.11 A, a las concentraciones ensayadas ninguna de las
preparaciones provocd cambios en la actividad mitocondrial de los macrofagos durante las 24
horas de exposicion, sugiriendo que no hubo pérdida de la viabilidad. Por otra parte, la
cuantificacién de los niveles de IL-1B e IL-6 en los sobrenadantes de cultivo de los macréfagos
(Figura 5.11 B y C), mostré que concentraciones de 1y 10 pg/ml del EgAgB, y el rEgAgB8/1s, no
indujeron la secrecion de niveles de citoquinas; a 10 pg/ml ambas preparaciones mostraron una
tendencia a la secrecion de IL-1B, pero se no alcanzé la significancia estadistica. A 20 pg/mL se
mantuvo el efecto nulo en la respuesta de IL-6, pero ambas preparaciones promovieron la
produccion de IL-1 aunque en niveles muy inferiores a los generados por la estimulacién con LPS.
Para comparar la calidad de EgAgBp y rEgAgB8/1s, con las preparaciones previas (EGQAgBapam) S€
calculd el indice de actividad normalizada (cociente entre los niveles de IL-1B o IL-6 inducidos por
las preparaciones de EgAgB a 10 pug/mL y del LPS a 10 ng/mL). Para la IL-1B, este indice fue de
0.061y 0.026 para el EgAgB;r y rEgAgB8/1s,, respectivamente, indicando un importante descenso
en relacion al valor de 0.141 reportado para EgAgBapam. En referencia a la IL-6, los indices se
mantuvieron por debajo de 0.016 (calculado en base al limite de deteccion del ELISA), al igual que
para EgAgBaxam. En concordancia con estos resultados, el analisis de las preparaciones de EgAgBe
y rEgAgB8/1s, (obtenidas en forma independiente) mediante el test de endotoxinas LAL nos
permitid determinar que las muestras contenian niveles de LPS menores a los obtenidos en las
preparaciones anteriores, y que se estimaron entre 0.09 ng y 0.02ng de LPS/ug de proteina (lotes
correspondientes a los gréaficos de la Figura 5.11).

149



150
= 100 T
o
L
8
=1
o 50+
>
0 T T T T T T T
™ 1 10 20 1 10 20 1 10 20 PS pg/mL
PBSe.paam  EQAgBr  rEgAgB8/1s
B C
20001 P 8000
e v e de
60004
1500+
TE' T 4000
= E
g 1o00-- S 2000+
=2k * & 100
- 1504 T
= =
100+ * 50
50
0—— T T T T '_.IL‘ T T '_IL‘ 0 T T T T T ¢I T —==
M 1 10 20 1 10 20 1 10 20 LPS po/mL M 1 10 20 1 10 20 1 10 20 LPS pg/mL

PBSesmm E9AGBp  rEQAQBS/ls PBSeemam EOAGBp rEQAGBB/1g

Figura 5.11. Efecto de EgAgBir y rEgAgB8/1s; sobre la viabilidad y la induccién de citoquinas pro-
inflamatorias en macréfagos THP-1. Se estimularon 0.2x10° macréfagos THP-1 con EgAgBi o rEgAgB8/1s: (1,
10 o 20 pg/mL), LPS (10 ng/mL) o PBSg-s-abam (vehiculo) por 24 horas. (A) Nivel de viabilidad determinado
indirectamente en funcién de la actividad mitocondrial medida por la reduccion del MTT a formazan. Se tomo
como 100% de viabilidad el nivel de formazan (Absseo nm) de los macréfagos cultivados en medio (M, control).
Los resultados muestran el % de viabilidad promedio relativo al control + SEM correspondiente a dos
experimentos con triplicados analiticos. (B) y (C) Niveles de IL-1B e IL-6 (pg/m)L, respectivamente, presentes
en los sobrenadantes de cultivo determinados por ELISA de captura. Se grafica el promedio + SEM de tres
experimentos independientes utilizando triplicados analiticos. Se indican con (*) los datos que mostraron
diferencias significativas con el control de vehiculo (ANOVA de dos vias y prueba de Tukey, * p < 0.05, **** p
< 0.0001).

Estos resultados mostraron que las estrategias disefiadas fueron relativamente exitosas ya que
mejoraron la calidad de las preparaciones de EgAgB. De todas maneras, se retuvo cierta actividad
pro-inflamatoria que se hizo evidente al utilizar concentraciones de 20 ug/ml (para IL-13, ya que en
el caso de IL-6 los niveles no alcanzaron la significancia estadistica), por lo cual no puede
descartarse que sea consecuencia de trazas de LPS. En cualquier caso, dada la presencia de estas
trazas aun luego de los sucesivos pasos de purificacion, los resultados sugieren que estas
moléculas de LPS no estarian libres sino asociadas a la particula de EgAgB.

De acuerdo con el conjunto de los resultados obtenidos, se prepararon varios lotes de EgAgB
nativo y dos de rEgAgB8/1s, siguiendo la metodologia descripta anteriormente. Se continuaron los
estudios solo con aquellas preparaciones que presentaban indices de actividad normalizada por la
respuesta al LPS menores o iguales a 0.1 para IL-1B y 0.02 para IL-6 (valor obtenido a partir del
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limite de deteccién del ensayo). En todos los casos que fue posible también se analizaron
mediante el test LAL constatando que la estimulacién con 10 ug/mL de aquellas preparaciones que
mostraron contener menor nivel de LPS (entre 0.01-0.02 ng de LPS/ug de proteina) genero niveles
detectables de IL-1B (entre 87 y 159 pg/mL) que tendieron a ser superiores al medio (entre 39 y 83
pg/mL), aunque no alcanzaron la significancia estadistica. Por esta razén no resulta posible
concluir si esta actividad se asocia a la presencia de LPS o es intrinseca del EgAgB. Finalmente, por
simplicidad, a partir de aqui nos referiremos a las preparaciones EgAgBp y rEgAgB8/1s, como
EgAgB y rEgAgB8/1, respectivamente.

5.3. Modulacion por el EgAgB de la activacion inflamatoria de macréfagos inducida
in vitro por agonistas de TLRs

Se evalud el efecto del EgAgB y rEgAgB8/1 sobre macréfagos realizando ensayos donde las células
se estimulan con distintos agonistas de PRRs para promover una activacién inflamatoria. El uso de
distintos agonistas resultd de interés para establecer si los eventuales efectos moduladores
resultaban similares o diferentes segun el agonista utilizado. Inicialmente se llevaron a cabo
experimentos con macréfagos THP-1 y luego, como modelo paralelo, se utilizaron macréfagos
murinos derivados de médula 6sea (BMDM). Cabe mencionar que en algunos estudios se
observaron diferencias en la intensidad de la respuesta de los macrofagos entre experimentos
independientes, posiblemente asociadas a la preparacién celular y/o a variaciones inherentes a los
reactivos (variacion en la actividad de los stock de agonista) y/o manipulacién. Para disminuir estos
efectos, cuando se indica, los resultados se normalizaron tomando como 100% la respuesta del
agonista utilizado.

5.3.1. Efectos sobre la activacién de macréfagos THP-1

Tomando en cuenta los antecedentes el primer estimulo utilizado fue el LPS, agonista del receptor
TLR4. Se realizaron ensayos preliminares para evaluar la respuesta al LPS en un amplio rango de
concentraciones, estimulando los macréfagos y cuantificando los niveles de IL-18 e IL-6 en el
sobrenadante de cultivo a las 24 horas. Los resultados (Figura 5.12 A 'y B) muestran que 1 ng/mL
fue suficiente para generar una respuesta notoria en términos de induccion de IL-1B e IL-6 (notar
que a 0.1 ng/mL de LPS no se observd produccion significativa de ninguna de las citoquinas).
Ademas, se observd un incremento sostenido de los niveles de estas citoquinas al aumentar la
concentracién de LPS sin alcanzar la saturacion. Apuntando a utilizar la menor concentracién de
LPS necesaria para generar una buena respuesta de IL-18 e IL-6 y en base a la experiencia del
grupo de investigacion, se selecciond la dosis de 10 ng/mL para analizar el efecto del EgAgB sobre
la activacion de los macréfagos (Figura 5.12 C-E). Nuevamente comprobamos que concentraciones
de 1y 10 pg/mL de las preparaciones de EgAgB y rEgAgB8/1 no indujeron per se la secrecién de IL-
6 ni IL-1B; se detectd IL-1 B en el sobrenadante de cultivo cuando se utilizé 10 pg/mL del EgAgB,
pero esta tendencia no alcanzd la significancia estadistica. Por otro lado, cuando los macréfagos se
estimularon con 10 ng/mL de LPS en presencia de EgAgB o rEgAgB8/1 se observd una disminucion
en la respuesta de IL-1B e IL-6 secretadas. En el caso de la IL-1B, el efecto del EgAgB fue dosis
dependiente y los niveles cayeron en un 49% y 80% cuando se ensayaron concentraciones 1y 10
ug/mL, respectivamente. En el caso de la IL-6 la inhibicidn provocada por ambas preparaciones fue
mas marcada aun que para IL-1B. Este resultado reproduce aquellos logrados con el EgAgBes; v
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permite evidenciar la capacidad del EgAgB nativo (como particula lipoproteica) de interferir con la
respuesta promovida por el LPS en los macréfagos, al menos en términos de la
producciéon/liberacion de citoquinas pro-inflamatorias. Ademas mostré que a pesar de las
diferencias observadas en tamafio y composicién lipidica, el rEgAgB8/1 se comporté de forma
similar a EgAgB, aunque mostré menor capacidad para modular la respuesta de IL-18 (a 1 pug/mL
no provoco una disminucién de acuerdo con el test estadistico).

Los TLRs ensamblados en la membrana plasmatica (incluyendo TLR2 y TLR4) activan la via asociada
al adaptador MyD88 mientras que los TLRs presentes en las membranas de endosomas
(incluyendo TLR3) activan la via dependiente del adaptador TRIF. El TLR4 es una excepcidn porque
si bien esta en la membrana plasmatica, ademas es endocitado y puede activar la via dependiente
de TRIF. Las vias asociadas a MyD88/TIRAP y TRIF/TRAM convergen en cierta medida, por ejemplo,
a nivel de la activacion del factor NFkB, que dirige la expresion de las citoquinas IL-163, IL-6 e IL-12,
pero también muestran diferencias ya que sélo la via dependiente de TRIF conduce a la
transcripcion de interferones de tipo | como el IFN-B. Buscando complementar los resultados, y
apuntando a la comprension de la posible modulacién a nivel de las vias de activacion intracelular
gatilladas por el EgAgB, se cuantificaron en los sobrenadantes de cultivo los niveles de IFN-B.
Como se puede observar en la Figura 5.12, el EgAgB nativo y rEgAgB8/1 inhibieron fuertemente los
niveles de IFN-B inducidos por LPS, anuldndolos por completo a una concentracion de 10 ug/mL.

Para ampliar el anélisis de los efectos del EGQAgB sobre la activacion de los macréfagos THP-1
apuntamos a evaluar efectos sobre la induccién/actividad de la NOS2 o iNOS, enzima que como
ya se comentd es relevante para la generacion de especies reactivas del nitrogeno. Con este fin, se
analizaron en el sobrenadante de cultivo, por el método de Griess, los niveles de nitrito (NO,.) ya
que el NO- eventualmente formado por la actividad de esta sintasa difunde a través de las
membranas bioldgicas y se oxida en el sobrenadante celular generando NO, entre otros
derivados. Sin embargo, en las condiciones que se ensayaron no se detecté generacion de NO,. en
respuesta al LPS invalidando este andlisis (los niveles de NO,. no se diferenciaron del control de
vehiculo y fueron 1.1 £ 19y 3.2 £ 2.9 uM para los macréfagos THP-1 incubados con el vehiculo y
con LPS, respectivamente). Cabe resaltar que en estos ensayos, las preparaciones de EgAgB
tampoco indujeron per se la produccion de NO,.; los niveles de NO,. en las células incubadas con
la lipoproteina a la concentracion de 10 pg/mL no fueron significativamente diferentes del control
(1.7 + 2.6 uM).

En conjunto, utilizando la linea celular THP-1 de origen humano, se observé que las preparaciones
del EgAgB y rEgAgB8/1 tienen la capacidad de modular la activacion inflamatoria inducida por LPS
en macroéfagos, inhibiendo la secreciéon de IL-1B e IL-6 asociadas principalmente a la activacion de
las vias dependientes de MyD88/TIRAP, y del IFN-B, asociado a la via TRIF/TRAM.
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Figura 5.12. Efecto del EgAgB sobre la secrecion de IL-1B, IL-6 y IFN-PB inducida por LPS en macréfagos
THP-1. Se estimularon 0.2x10° macroéfagos THP-1 con (A, B) LPS a distintas concentraciones (0.1-1000 ug/mL)
6 (C-E) EgAgB o rEgAgB8/1 (1y 10 pg/mL) en ausencia o presencia de LPS (10 ng/mL). En todos los ensayos se
utilizéd el tampdn de disolucion de las preparaciones de EGAgB (PBSe-g-abam) cOMo control de vehiculo. A las
24 horas se cuantificaron las citoquinas IL-1B, IL-6 e IFN-B presentes en los sobrenadantes de cultivo por
ELISA de captura. Se grafican los niveles promedio (pg/mL) + SEM correspondientes a tres experimentos (A,
B, expresado como porcentaje), cuatro experimentos (C y D) y dos experimentos (E) independientes, cada uno
utilizando triplicados analiticos. Los datos corresponden a dos lotes de EgAgB y rEgAgB8/1 (réplicas
bioldgicas). Se indican con (*) sobre las barras las diferencias significativas con el control (A'y B) o con el LPS
(C-E) y sobre corchetes las diferencias significativas entre muestras (ANOVA de dos vias y prueba de Tukey, **
p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).
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Como hipdtesis se planted que el componente lipidico del EgAgB sea responsable total o
parcialmente de los efectos moduladores observados sobre la activacion inducida por LPS en los
macréfagos; seria posible que tras la interaccidon con estas células el EGAgB liberara parte de su
contenido lipidico. En un intento por indagar esta hipotesis, se extrajeron los lipidos del EgAgB por
el método descripto por Folch®® (seccién 2.5.2.1) y se utilizaron en ensayos de inhibicién de la
activacion de macréfagos analogos a los descriptos anteriormente. Considerando que los
componentes proteico y lipidico de EGAgB nativo se encuentran en una relacién aproximada de 1:1,
las fracciones obtenidas se ensayaron a 10 y 20 pg/mL y se sumd el control del vehiculo (DMSO).
Los resultados se resumen en la Figura 5.13. Los vehiculos utilizados (PBSg.g-abam Y DMSO, para la
lipoproteina nativa y su fraccién lipidica, respectivamente) no afectaron en forma significativa los
niveles de IL-1B e IL-6 inducidos por LPS a 10 ng/mL. Por otro lado, ni el EgAgB ni los lipidos del
EgAgB per se indujeron la secrecion de estas citoquinas. Resultd interesante que las fracciones
lipidicas provocaron un descenso de los niveles de IL-1B e IL-6 inducidos por LPS, el cual fue de
menor magnitud que el producido por el EgAgB nativo a la misma concentracion (por ejemplo
para IL-1B, a 10 pg/mL el EgAgB inhibid la respuesta en un 70% y sus lipidos en un 28%). Estos
resultados sugieren que los lipidos que componen la lipoproteina nativa podrian contribuir, al
menos de forma parcial, en la modulacion ejercida por el EgAgB sobre los macrofagos.
Corresponde mencionar que resulté dificil continuar trabajando con las fracciones lipidicas porque
se debe destinar una importante cantidad de las preparaciones de EgAgB para su obtencion ya
que de lo contrario es dificil poder cuantificar la concentracién de lipidos en la muestra (se
determind por gravimetria). Ademas, se necesito obtener soluciones relativamente concentradas (2
mg/ml) ya que al ser DMSO el diluyente, sélo puede utilizarse un volumen pequefio de muestra en
relacion al volumen final en el pozo de la placa de cultivo, considerando que una relacién mayor al
0.5% de DMSO comienza a afectar la viabilidad celular*®.
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Figura 5.13. Participacion del componente lipidico del EGAgB en la modulacion de la secrecién de IL-1B
e IL-6 inducida por LPS en macréfagos THP-1. Se estimularon 0.2x10° macréfagos THP-1, en ausencia o
presencia de LPS (10 ng/mL), con EgAgB (10 pug/mL) o su componente lipidico (10 y 20 ug/mL, extraido con
solventes organicos). Se utilizaron controles de los correspondientes vehiculos (PBSg-g-abam Y DMSO). A las 24
horas se cuantificaron las citoquinas presentes en los sobrenadantes de cultivo por ELISA de captura. Se
grafican los niveles promedio de IL-1B8 (A) e IL-6 (B) (pg/mL) + SEM correspondientes a dos experimentos
independientes utilizando triplicados analiticos. Se indican con (*) sobre las barras las diferencias significativas
con el LPS y sobre corchetes las diferencias significativas entre muestras (ANOVA de dos vias y prueba de
Tukey, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).
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Para avanzar en la caracterizacion del efecto modulador del EgAgB sobre los macrofagos, se
realizaron ensayos similares con el zymosan, material que contiene principalmente B-glucanos
derivados de la levadura Saccharomyces cerevisiae y que es reconocido por el heterodimero
TLR2/TLR6. Al igual que para el LPS, en primer lugar se determind la concentracién optima de
zymosan a utilizar en los ensayos con el EgAgB, que permitiera detectar la respuesta celular asi
como el eventual efecto inmunomodulador. Para ello, se estimularon macréfagos THP-1 con
diferentes concentraciones de zymosan (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 1 mg/mL) por 24 horas y luego se
midid la concentracién de las citoquinas IL-13 e IL-6 en el sobrenadante de cultivo. El resultado de
este ensayo se muestra en la Figura 5.14 A y B, donde se observa que el zymosan indujo la
secrecion de forma dosis dependiente de IL-1B e IL-6, respectivamente, con saturaciéon de las
respuestas a una concentraciéon cercana a los 0.5 mg/mL. Tomando en cuenta esto, se eligié 0.1
mg/mL de zymosan para ensayar la capacidad moduladora del EgAgB ya que produjo una
respuesta de buena magnitud en los macréfagos y en un rango fuera de la saturacion. El EQAgB y
rEgAgB8/1 afectaron los niveles de IL-13 e IL-6 secretados por los macréfagos activados con
zymosan (Figura 5.14 C y D). En relacién a la secrecion de IL-1B, se observé inhibicion sélo cuando
se utilizod 10 pg/mL de EgAgB o rEgAgB8/1. En el caso de la secrecién de IL-6, el EGAgB causé una
reducciéon dependiente de la concentracion, alcanzando el 50% de inhibicion a 10 pg/mL, mientras
que el rEgAgB8/1 mostré menor actividad, observandose inhibicion sélo a 10 ug/mL. Estos
resultados sugirieron que el EgAgB puede interferir con la respuesta pro-inflamatoria que el
zymosan desencadena en los macréfagos. Sin embargo, se cometiod el error de no verificar en el
momento la eventual presencia de trazas de LPS en la preparacion de zymosan que pudieran
influenciar la activacion celular a la concentracion de trabajo (0.1 mg/mL); corresponde mencionar
que las especificaciones del Zymosan utilizado (Sigma) no incluyen el nivel de endotoxinas razén
por la cual fue previamente lavado varias veces con medio de cultivo. Por tanto, la modulacién del
EgAgB sobre la respuesta inflamatoria inducida por zymosan, en términos de IL-13 e IL-6, debe ser
confirmada controlando el nivel de pirégenos del agonista.

Buscando complementar este estudio y tomando en cuenta el alto contenido de mananos del
zymosan, se intentd utilizar mananos como agonista, pero las preparaciones solubles disponibles
no fueron capaces, aun en altas concentraciones (2.5 mg/mL), de inducir la secrecidon de niveles
detectables IL-1B e IL-6 por los macréfagos THP-1.

155



-—é <000 H “_I g 15000
¢ Psgam O,Im D,Ins 0,1 0,5 1 mg/mL 0 PBSE'IB—J‘-bAm D 0,;35 0,1 0,5 1 mg/mL
C D
4000+ 7 7 :
~ / ? . 15000 el
£ 30004 % i % _EI r 77 M
E{: % % E 10000 7 /
= 20001 g % Z v g sk é
= -~ % é g = 5000 g % Z
L. A 1
& ’ Q’Qﬁ;&&"% q@"\ﬁ? - " & “v\@?@\‘;@f q%‘;QP“\ _ "

EgAgB, rEgAgB8/1s, EgAgByp rEgAgB8/1s,

Zymosan Zymosan

Figura 5.14. Efecto del EgAgB sobre la secrecién de IL-1B e IL-6 inducida por zymosan en macréfagos
THP-1. Se estimularon 0.2x10° macréfagos con (A, B) zymosan a distintas concentraciones (0.01-1 mg/mL), 6
(C, D) EgAgB, rEgAgB8/1 (ambos a 1y 10 pg/mL) o PBSe-s-abam (Vehiculo) en ausencia/presencia de zymosan
(0.1 mg/mL). A las 24 horas se cuantificaron las citoquinas IL-1B e IL-6 presentes en los sobrenadantes de
cultivo por ELISA de captura. Se grafican los niveles promedio (pg/mL) + SEM correspondientes a un
experimento (A, B) y tres experimentos independientes (C y D), cada uno utilizando triplicados analiticos. Se
indican con (*) sobre las barras las diferencias significativas con el LPS y sobre corchetes las diferencias
significativas entre muestras (ANOVA de doa vias y prueba de Tukey, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0071, ****
p < 0.0001).

Finalmente, se estudio la posible interferencia del EGAgB con la secrecién de citoquinas gatillada
por el Pam3CSK4, agonista del heterodimero TLR1/TLR2, y por Poly (I:C), ligando de alta afinidad
del receptor endosomal TLR3. Para estos ensayos se trabajé Unicamente con el EgAgB nativo.
Nuevamente, a partir de las curvas de dosis-respuesta de IL-13 e IL-6 (Figura 515 A, B), se
seleccionaron para los ensayos de modulacion las dosis de 50 ng/mL y 100 pg/mL para el
Pam3CSK4 y el Poly (I:C), respectivamente. A diferencia del efecto inhibitorio sobre la respuesta
inducida por el LPS o zymosan, el EgAgB aumentd en algunos casos los niveles de IL-1B e IL-6
inducidos por estos agonistas; el efecto solo se observd a 10 ug/mL de EgAgB sobre las respuestas
de IL-1B inducida por Pam3CSK4a y de IL-6 inducida por Poly (I:C) (Figura 5.15 C y D). Estos
resultados indicaron que el mecanismo de accion del EgAgB no ocurriria en pasos comunes a las
vias de sefializacion gatilladas por TLRs, y probablemente involucre interacciones que tienen lugar
a nivel del receptor en la membrana plasmatica. Por otra parte, la potenciaciéon leve de las
respuestas inducidas por otros agonistas de TLRs podria ser consecuencia de la presencia de trazas
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de LPS probablemente asociadas al EGAgB y/o de un posible efecto pro-inflamatorio del EQAgB a

esa concentracion.
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Figura 5.15. Efecto del EgAgB sobre la secrecion de IL-1B e IL-6 inducida por Pam3CSK4 y Poly (I:C) en
macréfagos THP-1. Se estimularon 0.2x10° macréfagos THP-1 con los agonistas (A, B) Pam3CSK4 (1-500
ng/mL) & (E, F) Poly (I:C) (1-500 pg /mL), y a las 24 horas se determinaron los niveles de IL-1f (AE) e IL-6 (B,F)
en los sobrenadantes de cultivo por ELISA de captura. Similarmente, macréfagos THP-1 se estimularon con
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EgAgB (1 0 10 ug/mL) o PBSe-s-apam (vehiculo) en ausencia/presencia de Pam3CSK4 o Poly (I:C) (50 y 100
ng/mL y pg/mL, respectivamente) y a las 24 horas se cuantificaron los niveles IL-183 e IL-6 en los
sobrenadantes de cultivo. En todos los casos se grafican los niveles promedio (pg/mL) + SEM
correspondientes a un experimento (A, B, E, F) y dos experimentos (C, D, G, H) independientes, cada uno
utilizando triplicados analiticos. Se indican con (*) sobre las barras las diferencias significativas con el LPS y
sobre corchetes las diferencias significativas entre muestras (ANOVA de dos vias y prueba de Tukey, * p <

0.05).

5.3. Efectos sobre la activacion de BMDM
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Figura 5.16. Efecto del EgAgB sobre la secrecion de IL-6 e IL-12p40 inducidas por LPS en BMDM de
ratén. (A y B) Se cultivaron 0.2x10° macréfagos BMDM con LPS a distintas concentraciones (0,01-1000 ng/mL)
0 PBSe-s-abam (control de vehiculo) y a las 24hs post-estimulacién se determinaron por ELISA de captura los
niveles de IL-6 o IL-12p40 en los sobrenadantes de cultivo. (C y D) Se cultivaron 0.2x10° macréfagos BMDM
con EgAgB, rEgAgB8/1 (ambos a 1 0 10 pg/mL) o PBSe.s-abam (control de vehiculo), en ausencia/presencia de
LPS (10 ng/mL), y a las 24 horas se cuantificaron IL-6 e IL-12p40 en los sobrenadantes de cultivo. Se grafican
los niveles promedio (pg/mL) + SEM correspondientes a un experimento (A, B) y a tres experimentos (C y D)
independientes, cada uno utilizando triplicados analiticos. Se indican con (*) sobre las barras las diferencias
significativas con el LPS y sobre corchetes las diferencias significativas entre muestras (ANOVA de dos vias y
de prueba de Tukey, * p < 0.05, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).
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Para tener mayor evidencia de la capacidad moduladora del EgAgB sobre macréfagos se utilizaron
como modelo BMDM de ratén. Se diseflaron ensayos andlogos a los realizados con los
macréfagos THP-1 utilizando LPS como agonista y evaluando la secrecion de IL-6 e IL-12p40
(subunidad compartida con la IL-23); esta Ultima citoquina resulta interesante por su capacidad de
perfilar/regular las respuestas inmunes. En este modelo no fue posible analizar los efectos sobre la
IL-1B ni sobre la citoquinas anti-inflamatoria IL-10, dado que no se detectd su presencia en los
sobrenadantes (incluso analizados sin diluir). De acuerdo con las curvas de dosis respuesta (Figura
5.16 Ay B) se selecciond la concentracion 10 ng/mL del LPS para evaluar la eventual modulacion de
la activacion, porque esta concentracion indujo una respuesta intensa, pero no saturada, de ambas
citoquinas tras 24 horas de estimulacion. En primer lugar, ninguna de las formas del EQAgB -nativo
y recombinante- indujeron per se la secrecion de IL-6 o IL-12p40. Ademas, EgAgB y rEgAgB8/1
provocaron una potente y similar inhibicion de la secrecion inducida por LPS de estas citoquinas;
de hecho, a 1 ug/mL ambas lipoproteinas redujeron en aproximadamente un 85 y 80% los niveles
de IL-6 y IL-12p40, respectivamente, y la inhibicidn fue practicamente total a 10 ug/mL (Figura 5.16
CyD).

A diferencia de los macréfagos THP-1, los ensayos con BMDM permitieron analizar el efecto del
EgAgB sobre la expresiéon/actividad de la iNOS inducida por la estimulacion con LPS. Se
determinaron los niveles de NO,. mediante el método de Griess en el sobrenadante de cultivo a
las 24 horas de estimulacion. Las formas nativa y recombinante del EGAgB no indujeron per se la
generacién de NO,., mostrando valores similares a los inducidos por el vehiculo (PBSg.g-apam)- En
presencia de LPS se detectd un aumento significativo en el nivel de NO,, que disminuyd
fuertemente en presencia de EgAgB y rEgAgB8/1 (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Efecto del EQAgB sobre la generacién de NO;. inducida por LPS en BMDM de ratén. Se
cuantificaron los niveles de nitrito, mediante el método de Greiss, en los sobrenadantes de cultivo donde se
estimularon BMDM con EgAgB o rEgAgB8/1 (ambos a 1 o 10 pg/mL) o PBSgg-abam (vehiculo) en
ausencia/presencia de LPS (10 ng/mL) por 24 horas (experimentos correspondientes a la Figura 5.13), Se
grafican el promedio de la concentracidon de NO,- + SEM correspondiente a un experimento con triplicados
analiticos (A) y el promedio normalizado por la respuesta de LPS + SEM correspondiente a tres experimentos
independientes con triplicados analiticos (B). Se indican con (*) los datos que mostraron diferencias
significativas con el LPS (ANOVA de dos vias y de prueba de Tukey, * p < 0.05, ** p < 0.01).
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Ademas, se evaluaron en este modelo de macréfagos los efectos del EQAgB sobre la expresion de
la molécula presentadora de antigeno MHC-II'y las moléculas co-estimuladoras CD40 y CD86, que
cumplen un papel importante en la activacion de las células Th efectoras, capaces de potenciar las
propiedades efectoras de los macréfagos. Para este analisis, a las 24 horas de la estimulacion se
despegaron las BMDM por pipeteo (con PBS en presencia de EDTA y glucosa) y se realizé la
tincién de superficie para CD40 y CD86 utilizando anticuerpos conjugados a fluorocromos que
permitieron la cuantificacion de estas moléculas por citometria de flujo. Como se desprende de la
Figura 5.18, existid un nivel basal de expresidon de las moléculas (observada en presencia del
vehiculo y de igual magnitud para células incubadas sélo con medio) que no se modificé frente a
la presencia de EgAgB y rEgAgB8/1, si bien se observd una tendencia al alza. La estimulacion con
LPS aumentd la expresion de CD40, CD86 y MHC-II con respecto al nivel basal, pero este aumento
no se afectd cuando se co-incubd con el EgAgB o el rEgAgB8/1.
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Figura 5.18. Efecto del EgAgB sobre la expresion de CD40, CD86 y MHC-II en BMDM. Se estimularon
BMDM con EgAgB o rEgAgB8/1 (ambos a 1 o 10 pug/mL) y con PBSgs-abam (control de vehiculo) en
ausencia/presencia de LPS (10 ng/mL). A las 24 horas se despegaron de la placa de cultivo por pipeteo (con
PBS, 3mM EDTA y 0.1 % glucosa), se incubaron con anticuerpos anti-CD40-FITC, anti-CD86-PE y anti-MHC-I-
APC o sus respectivos controles (FMO) y se midié la fluorescencia por citometria de flujo. (A, B 'y C)
Histogramas representativos de la IF obtenida para CD40 (detector FL-1), CD86 (detector FL-2) y MHC-II
(detector FL-3) en un experimento con triplicados analiticos. (C, D y E) Se grafica la IF promedio (media
geométrica corregida por el control FMO) + SEM para CD40,CD86 y MHC-Il, respectivamente,
correspondiente a dos experimentos independientes con triplicados analiticos (ANOVA de dos vias y prueba
de Tukey, * p < 0.05, ** p < 0.01).

En conjunto, los resultados sobre modulacién de la activacion inflamatoria mostraron que la
lipoproteina nativa, asi como su forma recombinante armada en base a la subunidad mayoritaria
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EgAgB8/1, tienen la capacidad de interferir con la activacion gatillada por el LPS, disminuyendo la
produccién de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-6, de la citoquina perfiladora de la
respuesta inmune IL-12p40 y de especies reactivas derivadas del NO-. La informacion obtenida
sugiere que, el componente lipidico contribuiria a la inhibicién descripta. Dichos efectos podrian
ser mediados por uno o mas mecanismos, incluyendo interferencias a nivel de la interaccién del
LPS con el TLR4 en los macréfagos (por ejemplo el secuestro por el EgAgB del LPS a nivel
extracelular) o por interferencias que ocurran a nivel de la sefializacion intracelular desencadenada
por el LPS via este receptor. La idea de que la interferencia ocurra a nivel de la interaccion LPS-
TLR4 toma maés fuerza considerando que el EgAgB no moduld la respuesta inducida por
Pam3CSK4 y el Poly (I:C), asociadas a la activacion del heterodimero TLR1/TLR2 y TLR3, pero que
disparan vias de sefializacién compartidas con el TLR4. En relacién a la modulacién observada
sobre el zymosan, no nos dimos cuenta a tiempo que la preparacién de zymosan utilizada no esta
controlada para los niveles de LPS, por lo cual nos quedé la duda sobre la validez de este
resultado. Por otra parte, llama la atencién que los efectos moduladores observados in vitro no se
asociaron con modificaciones a nivel de la expresién de CD40, CD86 ni MHC-II sobre la superficie
de los macréfagos, por lo que la modulacion del EgAgB sobre las sefiales inducidas por la
interaccién LPS-TLR4 afecta la expresion génica en forma diferente, siendo importante a nivel de
los genes que codifican las citoquinas y la iNOS y despreciable sobre los que codifican estos
receptores.

5.3. Estudio de interferencia del EQAgB en la union del LPS a los macréfagos

Los resultados obtenidos mostraron que el EgAgB es potencialmente capaz de modular la
activacion de macréfagos inducida por LPS hacia fenotipos inflamatorios. El primer paso para la
activacion de los macréfagos por este agonista es su reconocimiento por PRRs, particularmente el
TLR4. Dado que las lipoproteinas plasmaticas pueden unir LPS y/o ser reconocidas por el
TLR4"% resultd posible que los efectos inhibitorios del EgAgB fueran consecuencia de la unién
EgAgB-LPS en el medio extracelular, lo cual neutralizaria o alteraria la interaccién del LPS con el
TLR4. Para indagar sobre esta hipotesis se determind la unidon del LPS a macréfagos THP-1 por
citometria de flujo utilizando LPS comercial conjugado al fluorocromo Alexa-488 (LPS*). Primero se
evalud la intensidad de la sefial correspondiente a la unidn del LPS* a macréfagos THP-1
ensayando distintas dosis del reactivo (en un amplio rango de concentraciones (entre 0.01 y 10
pg/mL). Se obtuvo una curva de dosis-respuesta (Figura 5.19) que mostré que concentraciones de
entre 0.01y 1 ug/mL generaron sefiales muy modestas de fluorescencia con respecto al control,
resultando necesario utilizar mayores concentraciones de LPS*. Se optd por emplear una
concentracién de 5 pg/mL que fue suficiente para obtener una buena intensidad de fluorescencia
sin alcanzar la saturacion.

A continuacién realizamos ensayos de competencia de la union del LPS a los macréfagos por el
EgAgB, utilizando un amplio rango de concentraciones (1, 10, 100 y 200 pug/mL de EgAgB). Se
utilizaron diferentes condiciones, pre-incubando, co-incubando y post-incubando al EQAgB con el
LPS, sin pasos de lavado y descarte de sobrenadante (solo agregando estimulos al volumen
existente). Ademas, en paralelo se realizaron ensayos de desplazamiento con LPS no marcado u
OVA con fines comparativos. En la Figura 5.20 A y B se observa que la presencia de EgAgB antes
(PRE) o durante (CO) el agregado de LPS* inhibié, en forma dependiente de la dosis, la unidon del
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Figura 5.19. Analisis de la unién de LPS* a macréfagos THP-1. Se estimularon macréfagos THP-1 (0.2x10°
células) con cantidades crecientes de LPS* (0.01-10 pyg/mL) o de medio (control de vehiculo) por 30 minutos y
posteriormente y se cuantificé la fluorescencia de las células por citometria de flujo. Todas las incubaciones se
realizaron en presencia de NaNs3 para disminuir la posible internalizacion del LPS. (A) Histogramas
representativos mostrando la IF en FL-1 emitida por las células incubadas en las diferentes condiciones seguin
el patron de colores (pintado en gris, células control; lineas en tonos de rojo, células inubadas con diferentes
concentraciones de LPS*). (B) Se grafica la IF promedio (FL-1, media geométrica) + SEM en funcién de la
concentracién de LPS* correspondiente a un experimento utilizando triplicados analiticos.

LPS* a los macrofagos, sin grandes diferencias en el grado de inhibicidn entre las dos estrategias
(salvo a la concentracion de 100 ug/mL de EgAgB donde la preincubacion genera una inhibicion
mayor en PRE que en CO). La presencia de 200 pug/mL de EgAgB disminuyd en mas de un 50% la
interaccién del LPS* con los macréfagos mientras que la OVA a igual concentraciéon no alterd la
unién, lo cual apoya la idea de una interferencia especifica del EGAgB que no se reproduce por la
presencia de una alta concentracion de una proteina en el entorno (notar que el uso de OVA es un
control razoznable ya que las albtiminas son proteinas con capacidad de unir lipidos*®). El efecto
inhibitorio del EgAgB se diluyd en gran medida cuando la incubacion del EgAgB se practico luego
del agregado de LPS* (POST), indicando que la interferencia generada por el EGAgB es mas
efectiva si esta presente al momento en que el LPS* se pone en contacto con los macréfagos. El
LPS no marcado no compitidé con el LPS* por la unidn, aun en presencia de concentraciones
iguales de ambos reactivos (la co-incubaciéon con LPS frio a 5 pug/ml mantuvo los valores de IF
promedio entre 22.3 y 22.6, similares a los reportados para el LPS*), indicando que en presencia de
10 pg/ml de LPS no se alcanza la saturacion. La introduccion de un cambio en el protocolo
experimental, que consistid en centrifugar las células y eliminar el sobrenadante luego de la
incubacion con EgAgB y previo al agregado de LPS* modificod el resultado inhibitorio descripto
(Figura 5.20 C). Bajo esta metodologia el EgAgB a baja concentracién (1y 10 ug/mL) no alterd la
unién del LPS* a los macréfagos mientras que a alta concentracién (100-300 pg/mL) alcanzé solo
un 12% de inhibicion. Los resultados indican que el EGAgB es capaz de inhibir la unién del LPS a los
macrofagos compitiendo desde la fase soluble por la union a los receptores celulares. Ademas, de
acuerdo con las condiciones usadas en la competencia surge que esta inhibicion fue més eficiente
cuando el EgAgB se pre- o co-incuba con el LPS. Es pertinente aclarar que los experimentos de
competencia mencionados se realizaron en ausencia de SFB por lo cual la presencia de niveles

suficientes de LBP para la unién del LPS podria haberse comprometido. Consideramos que esto no
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fue asi porque los cultivos fueron mantenidos con 5% de SFB hasta el momento de la competencia
y porque se reportd la asociacién de la LBP a las células en ausencia de LPS**. Ademas, se conoce
que niveles tan bajos como 1 ng/mL de LBP (1000 veces menos que su concentracion en el suero)

son suficientes para la internalizacion del TLR4**

. En concordancia con este supuesto, Sofia Lagos
i i 5 di i unic 2lu iti iv
(tesis de Maestr a406) no observd diferencias en la union del LPS* a células dendriticas derivadas de

médula 6sea de ratdon (BMDCs) trabajando en presencia y ausencia de SFB.
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Figura 5.20. Analisis de interferencia del EgJAgB con la unién del LPS a los macréfagos THP-1. Se analizd
la union del LPS* (5 ug/mL) a los macréfagos THP-1 (0,2x10° células) en presencia de EgAgB y OVA (proteina
control) por 30 minutos a 37° C con NaNs. En (A) el EgAgB o la OVA (ambos a 200 pg/mL) se pre-, co- o
post-incubaron con las células, en relacion al agregado del LPS*. Se utilizé PBSgg-abam como control de
vehiculo. En estas incubaciones no se hicieron lavados entre la adicidon de los ligandos. Se muestra el
porcentaje de unidn promedio del LPS* (relativo a la unién del LPS* en presencia del vehiculo, barras blancas)
+ SEM correspondiente a tres experimentos independientes utilizando triplicados analiticos. Se indican con (*)
sobre las columnas los datos que mostraron diferencias significativas con el LPS* en presencia de vehiculo y
con (*) sobre corchetes los datos que mostraron diferencias significativas entre muestras (ANOVA de dos vias
y prueba de Tukey, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0007). (B) Histogramas respresentativos de
la fluorescencia emitida en FL-1 por las células incubadas con LPS*, utilizando pasos de pre-, co- o post-
incubacion con el EgAgB o pre-incubacion con OVA (200 ug/mL) y su respectivo control FMO. (C) Las células
se pre-incubaron con EgAgB (1-300 pg/mL) por 30 minutos, se centrifugaron, se descarté el sobrenadante y
se incubaron con LPS* por otros 30 minutos. Se muestra el porcentaje de unién promedio del LPS* (relativo a
la unién del LPS* en presencia del vehiculo, barras blancas) + SEM correspondiente a un experimento con
triplicados analiticos.

Buscando evidencia a favor de la interaccion entre el EQAgB y el LPS, se determind por DLS si el
agregado de LPS modificaba el Ry del EgAgB. Como se observa en la Figura 5.21, ambas
preparaciones por separado mostraron graficos compatibles con la presencia de poblaciones
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homogéneas, siendo mayor la correspondiente al LPS (Ry.ps~100nm vs. Ryegage~10nm). El
agregado sucesivo de LPS (10 ng a 100 ug) al EGQAgB produjo cambios en el perfil de los gréficos de
intensidad de la luz dispersada por las particulas en la muestra; hubo aparicién de picos de mayor
tamafio tras el agregado de 10 a 40 ug y generacion de particulas muy heterogéneas con un
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Figura 5.21. Analisis por DLS del EgAgBir y del LPS solos o combinados en distintas proporciones. Se
analizaron por DLS el EgAgBp y el LPS (ambos a 1 mg/mL) separadamente o realizando agregados sucesivos
de LPS a la preparacion de EgAgBp. Notar que la concentracion de EgAgB va disminuyendo conforme
aumento el agregado de LPS. Se grafica la distribucion de las poblaciones de acuerdo al tamafio estimado (Ry
promedio) determinado seguin la medida de la luz dispersada por intensidad (graficos de la columna
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izquierda) y su valor ajustado por el volumen (graficos de la columna derecha). Los valores corresponden al
promedio de 3 determinaciones analiticas de la muestra, realizadas en forma consecutiva. Cabe destacar que
en este caso se utilizdé una preparacién de EgAgB que fue congelada en presencia de sacarosa, por lo cual el
buffer en el que se realizd la determinacion difirid del empleado para las determinaciones previas pudiendo
afectar el valor del Ry.

Ry~100nm (ensanchamiento del pico a 100 pyg de LPS). Sin embargo, llamd la atencién que al
normalizar la intensidad por el volumen, no se observaron dos picos discretos (a ~10 y 100nm) ni la
mezcla de ambos generd picos de mayor tamafo, sélo aparecié una minima sefial con el
agregado de 100 pg de LPS. Varios factores complican la interpretacion de los resultados
incluyendo: i) la capacidad del LPS de formar micelas a las concentraciones ensayadas que dificulta
estimar su relacion molar con respecto al EgAgB vy ii) la metodologia asume supuestos para el
calculo del Ry que podrian no ajustarse a todas las particulas en la muestra. Una posibilidad que
explicaria el resultado es que los mondmeros de LPS se incorporen al EgAgB sin consecuencias
notorias en el tamafio promedio de la particula (se comenta en la Discusion).

5.4. Analisis de la capacidad del EQAgB de remover colesterol de los macréfagos

Evaluamos la capacidad del EgAgB de tomar colesterol de los macréfagos en colaboracion con el
Dr. Julve (director del Laboratorio del Grupo de Bases Metabdlicas del Riesgo Cardiovascular,
Instituto de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona - Espafia, ver nota en
encabezado de pagina). Para estos experimentos se utilizaron dos modelos de macréfagos:
macréfagos humanos derivados de la linea THP-1 y macréfagos murinos de la linea J774.A1
(ambos disponibles en el laboratorio del Dr. Julve y ampliamente utilizados para ensayos de eflujo
de colesterol). Con el fin de asegurar un mayor nivel de expresién del transportador ABCA-1, en el
caso de los macréfagos murinos se realizé una estimulacion con AMP ciclico®”. El ensayo consistio
en incorporar en un primer paso colesterol tritiado a los macréfagos y luego de 48 horas remover
todo el colesterol que no se incorpord a la célula y exponerlas a los posibles aceptores de
colesterol por 4 horas: las lipoproteinas parasitarias EQAgB y rEgAgB8/1y la HDL; como control
positivo. Ademas, se realizaron controles con el vehiculo (PBSgg-apam). Al finalizar este tiempo se
cuantificd la marca radiactiva en el sobrenadante de cultivo y en el lisado celular. El eflujo de
colesterol promovido por cada preparacion se determind como la relacion entre la marca
radiactiva presente en el sobrenadante y la marca total (sobrenadante y lisado celular). La Figura
5.22 resume los resultados que se desprenden de dos experimentos independientes realizados por
duplicado o triplicado (ver nota al pie). Debido a la dispersion generada por diferencias en la
marca con colesterol entre experimentos independientes, se normalizé el eflujo de colesterol
utilizando el nivel de eflujo observado en células control (vehiculo). En los ensayos con macréfagos
J774, 1a HDL; a la menor concentracion ensayada (25 pg/mL) mostré una tendencia a promover el
eflujo de colesterol, alcanzando significancia estadistica a la mayor concentracion (50 ug/mL). El
EgAgB nativo y su forma recombinante rEgAgB8/1 también lograron captar colesterol de los
macrofagos, pero no aumentaron el eflujo de colesterol mediado por la HDLs. En concordancia
con estos resultados, el EGAgB y la rEgAgB8/1 promovieron la toma de colesterol de macréfagos
THP-1, pero no se observé un nivel significativo de eflujo para la HDL; (se observé una tendencia
que no alcanzd la significancia estadistica). Este es el primer reporte que apoya la participacion del
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EgAgB en la toma de colesterol celular, mostrando la existencia de funciones compartidas entre
esta lipoproteina y las plasmaticas’®. Ademas, da sustento a la hipétesis del EgAgB como
transportador lipidico, potencialmente capaz de adquirir aquellos lipidos que resultan
imprescindibles para la sobrevida del paréasito ya que no puede sintetizarlos. Una vez mas, la forma
recombinante del EgAgB reproduce los efectos funcionales de la particula nativa y gana fuerza

como modelo alternativo para el estudio del EGAgB.
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Figura 5.22. Andlisis de la capacidad del EgAgB de tomar colesterol de los macréfagos. Se plaquearon
0.2x10° células/pozo de macréfagos J774 (células proliferantes, A) o 1 x 10° de macréfagos THP-1
(diferenciados a partir de premonocitos THP-1 por la estimulacion con 50 ng/mL de PMA por 72 horas, B). A
las 96 horas se adiciond 1 uC de colesterol tritiado y se permitié su incorporacion a las células durante 48
horas. Se retird el sobrenadante y se equilibré por 18 horas con 0.2% de BSA libre de acidos grasos (para
remover el colesterol marcado en el medio de cultivo, que no haya sido incorporado a las células). En este
paso a los macréfagos J774 también se les adicioné 0.3 mM de AMP ciclico para inducir la expresién de la
molécula ABCA-1, transportador de colesterol en los macréfagos. Luego se incubaron las células con 25 y/o
50 pg/mL de EgAgB o rEgAgB8/1, HDLs (aceptor conocido de colesterol celular, control positivo del eflujo) y
PBSe-8-abam (control de vehiculo). A las 4 horas se colectd el sobrenadante (centrifugando para eliminar
posibles restos celulares), y se lisaron y sonicaron las células. Se adiciond al sobrenadante y al lisado celular
liquido de centelleo, agitd y se realizé el conteo de la marca radiactiva. Finalmente, se determiné el eflujo de
colesterol que promovid cada preparacidon como la relacién entre la marca en el total del sobrenadante y la
marca total (sobrenadante y células). Los gréaficos representan el eflujo de colesterol promedio + SEM
correspondiente a dos experimentos independientes realizados por duplicado o triplicado. Se indican con (¥)
los datos que mostraron diferencias significativas con el vehiculo (ANOVA de dos vias y prueba de Tukey, * p
< 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).

Nota

Como se comenté en la seccidn 2.8, estos datos experimentales fueron obtenidos por la Dra. Ana Ferreira en el
marco de una pasantia y debido a la pandemia no se pudo concretar una nueva instancia para que yo pudiera
continuar este estudio. Por restricciones de tiempo y cantidad de EgAgB o rEgAgB8/1 no fue posible realizar un
tercer experimento independiente.
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5.4. Analisis in vivo de los efectos del EQAgB per se y sobre la inflamacion innata
inducida por LPS en el peritoneo de raton

5.4.1. Justificacion del estudio y la estrategia experimental

Hasta aqui vimos que el EgAgB nativo mostrd capacidad de modular ciertos efectos inflamatorios
inducidos por el LPS en los macréfagos, reduciendo de forma fuerte y efectiva los niveles de IL-1B,
IL-6, IL-12p40 y NO- generados. Estos efectos podrian explicarse, segin analizamos, por una
interferencia del EgAgB con la unién del LPS a los receptores blanco en las células, probablemente
evitando la uniéon al TLR4, aunque no puede descartarse que exista también una sefializacion por
parte del EQAgB. Ademas, estos efectos parecen vincularse con la apolipoproteina que compone el
EgAgB nativo, ya que fueron reproducidos por la forma recombinante, rEgAgB8/1. Como el uso de
aproximaciones in vitro tiene limitaciones, no asegura que los efectos observados ocurran en el
contexto in vivo, y podrian perderse efectos ligados a la accion de otros componentes celulares o
solubles no presentes en los cultivos, buscamos ahondar en los efectos del EGQAgB sobre las células
innatas a través de experimentos in vivo y utilizando al LPS como estimulo inflamatorio. En estos
estudios, se buscod determinar el efecto global del EgAgB sobre las poblaciones celulares
residentes e inflamatorias, se examinaron ademas algunos marcadores de activacion en los
monocitos y macréfagos, por ser centrales en el presente trabajo, y los niveles de algunas las
principales citoquinas inflamatorias y anti-inflamatorias. Los experimentos utilizaron hembras de la
cepa Balb/c, administradas con EgAgB nativo o rEgAgB8/1 en cavidad peritoneal, en ausencia o
presencia de LPS (15 pg/raton). Se eligid como modelo la cavidad peritoneal ya que este trabajo
estd centrado en el estudio de los efectos del EGAgB sobre los macréfagos y esta cavidad es un
lugar anatoémico ampliamente utilizado para el estudio de las poblaciones de células innatas,
incluyendo a los macréfagos. De hecho, en estado basal dicha cavidad presenta mayormente
linfocitos y macréfagos, aproximadamente en iguales cantidades. Para las preparaciones de EgAgB
se escogid la dosis apuntando a mantener la relacién mas alta de pg EgAgB (proteina)/célula
utilizada in vitro (~5 pg totales para 0.5x10° macréfagos) y considerando ademas que en estado
basal la cavidad peritoneal puede contener entre 2 y 4x10° células, y que localmente la dosis
podria serda menor ya que es probable que una proporcion del EgAgB inyectado difunda
rapidamente pasando a la sangre (el peritoneo es un sitio ampliamente vascularizado). Por tanto,
se inyectaron 50 pug de EgAgB nativo o rEgAgB8/1 por ratdn. Las inyecciones de EGAgB y de LPS se
realizaron en forma secuencial y en este orden, sin mezclar las preparaciones, para evitar
interacciones previas entre los estimulos. Se utilizaron preparaciones de EgAgB con indices de
actividad normalizada menores o iguales a 0.1 para IL-18 y a 0.03 para IL-6, los cuales se tomaron
como indicadores de concentraciones de LPS menores de 0.09 ng/mL segun el ensayo LAL.
Ademas, como estos indicadores también se verian aumentados por la presencia de otros PAMPs
o DAMPs, se los considerd mas adecuados para controlar las preparaciones a inyectar. Se
analizaron las poblaciones presentes en la cavidad peritoneal y las citoquinas producidas a las 4 y
24 horas post-estimulacion (p.e.). La evaluacion de los efectos inducidos se realizé a las 4 y 24
horas luego de la administracion de los estimulos, tiempos de la respuesta inmune innata aguda.
Se eligi6 el tiempo de 4 horas p.e. apuntando a evaluar los efectos sobre las células residentes,
antes de que adquiriera magnitud la eventual infiltracion celular. En particular, a este tiempo es
posible estudiar la poblacion de macréfagos residentes, ya que la estimulacion con LPS (u otros
estimulos inflamatorios) induce una rapida migracion hacia el omento que conduce a una
disminucién casi total de los macréfagos a tiempos mas largos (18-24 horas®). Por otra parte, el
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analisis a las 24 horas p.e., buscé evaluar los fenotipos adquiridos por las poblaciones residentes y
reclutadas. Para la caracterizacion celular, se realizaron tres tinciones independientes que
permitieron identificar las poblaciones presentes y los niveles de expresion de las moléculas de
MHC-Il y los receptores co-estimulatorios CD40 y CD86 por citometria de flujo (ver seccién 2.10
por detalles de la metodologia). Complementando este anélisis, a ambos tiempos se analizaron en
el lavado peritoneal los niveles de las citoquinas inflamatorias IL-13 e IL-6, de la citoquina
reguladora del perfil de la respuesta inmune IL-12p40 y de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 por
ELISA de captura. La eleccién del tiempo final de 4 horas también asegurd poder evaluar los
efectos de algunas citoquinas secretadas en la cavidad (al menos IL-6), que se conoce no se logran
detectar a tiempos mayores (comunicacion personal Cecilia Casaravilla, Catedra de Inmunologia).
En funcién de la disponibilidad de EgAgB»/rEgAgB8/1s, y de ratones se llevaron a cabo entre 2 y 3
experimentos independientes para cada preparacion y cada tiempo.

5.4.2. Efectos a nivel de las citoquinas

Los resultados obtenidos mostraron que en concordancia con la experiencia previa del grupo, sélo
fue posible detectar las citoquinas en el lavado peritoneal colectado a las 4 horas p.e.. A este
tiempo se cuantificaron IL-6, IL-12p40 e IL-10 mientras que no se detectd IL-1B. Los niveles de IL-6
fueron ampliamente superiores que los de IL-12p40 e IL-10; éstos Ultimos arrojaron absorbancias
medibles pero pequefias por lo cual su determinacion puede contar con mayor error. En la Figura
5.23 se presentan los resultados de los mediadores solubles, discriminando segun se haya utilizado
EgAgB nativo o rEgAgB8/1 en la estimulacion. En comparacion con el vehiculo utilizado como
control, ninguna de las preparaciones de EgAgB indujo per se la produccion de IL-6, IL-12p40 o IL-
10. En contraste, el LPS indujo un aumento en los niveles de IL-6 e IL-12p40. En el caso de la IL-10,
se observd una tendencia al aumento luego de la administracion de LPS, pero esta tendencia sélo
alcanzd la significancia estadistica en los experimentos donde se ensayd el rEgAgB8/1.
Considerando los niveles de citoquinas promovidos por el LPS, la presencia de EgAgB nativo
redujo la concentracion de IL-6 (p 0.001, n=3) y mostré una tendencia a disminuir los niveles de IL-
12p40 a nivel de la cavidad peritoneal. Por otra parte, el rEgAgB8/1 mostré efectos similares, ya
que tendié a reducir la produccién de IL-6 (p=0.1, n=2) e inhibi6 la de IL-12p40 (p=0.05, n=3).
Finalmente, a nivel de la IL-10 los resultados sugirieron que la estimulacién conjunta con LPS y
EgAgB nativo provocd un aumento en comparacién con la estimulacion con cada uno de ellos por
separado, potenciacidon que se observd como una tendencia en los ensayos con LPS y rEgAgB8/1.
Por tanto, la administracion del EgAgB afectd la respuesta de citoquinas inducida por LPS en la
cavidad peritoneal de raton, modulando los niveles de IL-6 y de IL-12p40. Los efectos observados a
nivel de los mediadores solubles estan en sintonia con la capacidad del EgAgB de interferir in vitro
con la activacion celular inducida por el LPS sobre monocitos/macréfagos. Adicionalmente se
constatd que el EgAgB potencid los niveles de IL-10 inducidos en respuesta al LPS, informacién
que no habia surgido de los ensayos in vitro por limitaciones en la deteccién de IL-10 en las
condiciones del ensayo.
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Figura 5.23. Efecto del EgAgB sobre la respuesta de citoquinas inducidas por LPS en la cavidad
peritoneal de raton. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con EgAgB nativo/rEgAgB8/1 (50
g/ratén) o PBSee-abam (control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratdn). Las inyecciones de
EgAgB y de LPS se realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 4 horas
p.e. se obtuvo una muestra de los mediadores solubles presentes en la cavidad realizando un lavado
peritoneal con 1 mL de solucién de lavado y se cuantificaron en el sobrenadante las citoquinas IL-6 e IL-12p40
y de IL-10 por ELISA de captura, siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccion 2.10. Los
graficos muestran los niveles de cada citoquina (segun se indica para los ensayos) con EgAgB (paneles de la
izquierda, correspondientes a 3 experimentos independientes con 5 individuos por lote) o con rEgAgB8/1
(paneles de la derecha, correspondientes a 2 experimentos independientes con 5 individuos por lote). Cada
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punto en los graficos representa un individuo y se indica la mediana por grupo correspondiente a cada
experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal
gruesa y larga). Se aplico la prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la prueba
basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la correccion de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p
< 0.01, *** p < 0.001).

5.4.3. Efectos a nivel de la composicion celular del peritoneo

En relacion a los efectos sobre la composicion celular, primero se determiné el total de células
viables colectadas de la cavidad peritoneal a las 4 y 24 horas p.e.. La viabilidad de las suspensiones
obtenidas se ubicd entre 87% y 95%, y los valores se distribuyeron de forma azarosa entre los
grupos experimentales. Por tanto, los estimulos a las dosis ensayadas no tuvieron efecto sobre la
viabilidad celular. Como se puede observar en la Figura 5.24, en relaciéon al grupo control, la
estimulaciéon con EgAgB tendid a aumentar el nimero de células totales a las 4 horas y esta
tendencia alcanzé la significancia estadistica solo para rEgAgB8/1. Ademas, el aumento inducido
por EgAgB8/1 se sostuvo hasta las 24 horas. En contraste, el LPS no indujo aumento sobre el total
de células a ninguno de los tiempos analizados en relacién al control, por el contrario, disminuyé
el nimero a las 24 horas p.e.. Mas aun, el total de células en los ratones administrados con LPS fue
menor en comparacion a los que recibieron EgAgB (nativo o recombinante) a ambos tiempos de
andlisis y la administracion del LPS junto con las preparaciones de EgAgB interfirié con el aumento
en el total de células inducido por el EgAgB nativo/rEgAgB8/1. Este resultado muestra nuevamente
que existe una interferencia entre las sefiales inducidas por estas macromoléculas.

A continuacion, y siguiendo la estrategia de seleccion que se describid en la seccion 2.10.3, se
caracterizd la composicion celular de la cavidad peritoneal incluyendo algunos marcadores
fenotipicos de activacion celular como MHC-Il, CD86 y CD40. Primero se analizaron las
poblaciones residentes, que incluyen principalmente a los macréfagos y linfocitos B, y en menor
proporcion a las DCs.

Los macréfagos residentes de gran tamaiio, llamados LPM, se identificaron como células CD19°
Ly6C F4/80"" (Figura 2.5) y mostraron expresion baja de MHC-II (similar o apenas superior al
respectivo control FMO). En comparacién con el control, la administracion de LPS disminuyé el
numero total de LPMs a las 4 horas, siendo casi total su desaparicion a las 24 horas p.e. (Figuras
525 y 526 A y E, respectivamente). La estimulacién con el EgAgB, tanto nativo como
recombinante, tendid a disminuir el nimero de LPMs a las 4 horas p.e. en relacion al control y este
efecto alcanz¢ la significancia estadistica a las 24 horas p.e.. Sin embargo, la disminucién de LPM
generada por el EgAgB nativo fue mas moderada y significativamente menor al LPS mientras que
el rEgAgB8/1 se comportd de forma similar al LPS. Esta reduccion en el total de los macrdfagos en
el peritoneo se asemeja a la provocada por otros estimulos inflamatorios y podria estar asociada,
como ya se comentd, a la activaciéon y migracion de LPM al omento. En el caso del LPS, se
comprobd un incremento en el nivel de expresién en superficie de las moléculas de MHC-II a las 4
y 24 horas p.e. (Figuras 5.25y 5.26 By F) y de las moléculas co-estimuladoras CD86 y CD40 (muy
modesto) a las 24 horas p.e. en comparacion con el control (Figuras 5.25y 5.26 G y H, Figura S5.2).
Al igual que ocurrié para el nimero, el analisis de los efectos del EGAgB sobre las moléculas de
superficie de los LPMs mostrd algunas similitudes con los registrados para el LPS, pero més
modestas en magnitud. En particular, el EQAgB nativo provocd un aumento en MHC-II a las 4
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horas p.e. (Figura 5.25 B) y de CD86 y CD40 a las 24 horas p.e. (Figura 5.25 G, H y Figura S5.2). De
estos efectos, la estimulacion con el rEgAgB8/1 reprodujo el aumento de MHC-II (que se mantuvo
hasta las 24 horas) y de CD86 pero no de CD40. Méas aun el rEgAgB8/1 mostré una modulacién de
los niveles de CD40 basales a las 4 horas (Figura 5.26 D). En cuanto a la modulacién de la
respuesta al LPS, la presencia del EGQAgB nativo parece aumentar los niveles de CD86 a las 4 horas
p.e. (Figura 5.25 C y Figura S5.3 A), pero reducir la expresion de MHC-II a las 24 horas (Figura 5.25
F y Figura S5.3 B). Cabe sefialar que a las 24 horas de estimulacidon con rEgAgB8/1, LPS o
LPS+EgAgB/rEgAgB8/1 la poblacién de LPM que persistié en la cavidad fue pequefia por lo cual
los datos pueden tener menor exactitud.
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Figura 5.24. Efecto del EgAgB sobre el total de células viables de la cavidad peritoneal tras la
estimulacion en ausencia y presencia de LPS. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con
EgAgB nativo/rEgAgB8/1 (50 ug/ratén) o PBSe-z-abam (control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15
g/ratéon). Las inyecciones de EgAgB y de LPS se realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar
las preparaciones. A las 4 y 24 horas p.e. se recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se calculo el
numero total en funcidn de la concentracién de la suspension celular y el volumen de lavado obtenido,
siguiendo el disefio experimental que se describié en la seccién 2.10. Los graficos muestran el nimero total de
células para experimentos con EgAgB (paneles de la izquierda, correspondientes a 3 experimentos
independientes con 5 individuos por lote) o con rEgAgB8/1 (paneles de la derecha, correspondientes a 2
experimentos independientes con 5 individuos por lote) a los dos tiempos finales. Cada punto en los gréficos
representa un individuo y se indica la mediana por lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal
fina y corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal gruesa y larga). Se aplicé la
prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de
Student, sobre la cual se realizé la correccion de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figura 5.25. Efectos in vivo de EgAgB sobre la poblaciéon de LPM. Se estimularon hembras Balb/c por via
intraperitoneal con EgAgB (50 pg/ratdn) o PBSe-g-abam (control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15
pg/ratén). Las inyecciones de EgAgB y de LPS se realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar
las preparaciones. A las 4 y 24 horas p.e. se recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se marcaron
con anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos para su analisis por citometria de flujo, siguiendo el
disefio experimental que se describi6 en la seccién 2.10. Utilizando el programa FlowJo se definieron los LPM
como aquellas células CD19Ly6CF4/80"" y se determind sobre esta poblacion el nivel de expresion de las
moléculas MHC-II, CD86 y CD40. Los graficos muestran el nUmero total de LPM (A y E) y los niveles de
expresion de MHC-II (B 'y F), CD86 (Cy G) y CD40 (D y H) determinados como la media geométrica de la IF
normalizada por el nivel del lote control, a las 4 (A-D) y 24 (E-H) horas p.e.. Cada punto del gréfico representa
un individuo y se indica la mediana por lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y
corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO
se representa con una linea punteada. Los graficos corresponden a dos experimentos independientes para 4
horas y a tres experimentos independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplicod la prueba
exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student,
sobre la cual se realizé la correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figura 5.26. Efectos in vivo de rEgAgB8/1 sobre la poblacidon de LPM. Se estimularon hembras Balb/c por
via intraperitoneal con rEgAgB8/1 (50 ug/raton) o PBSe-s-abam (control de vehiculo) en ausencia o presencia de
LPS (15 pg/ratdn). Las inyecciones de EgAgB y de LPS se realizaron en forma secuencial y en este orden sin
mezclar las preparaciones. A las 4 y 24 horas p.e. se recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se
marcaron con anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos para su analisis por citometria de flujo,
siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccién 2.10. Utilizando el programa Flowlo se
definieron los LPM como aquellas células CD19'Ly6C F4/80™" y se determiné sobre esta poblacién el nivel de
expresion de las moléculas MHC-II, CD86 y CD40. Los graficos muestran el nimero total de LPM (A 'y E) y los
niveles de expresién de MHC-II (B y F), CD86 (C y G) y CD40 (D y H) determinados como la media geométrica
de la IF normalizada por el nivel del lote control, a las 4 (A-D) y 24 (E-H) horas p.e.. Cada punto del gréfico
representa un individuo y se indica la mediana por lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal
fina y corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control
FMO se representa con una linea punteada. Los graficos corresponden a dos experimentos independientes
con 5 individuos por lote. Se aplicd la prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de
la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizé la correccién de Benjamini y Hochberg (* p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

Como ya se menciond, en el peritoneo de los ratones reside ademas una poblacién minoritaria de
macréfagos de tamano pequeiio, llamados SPM, que se identificaron como células CD19°Ly6C
F4/807*MHC-II"" (Figura 2.5 F). Tal como se explicé en 2.10.3.1, los eosindfilos, que pudieran
haberse reclutado como consecuencia de la estimulacion y que expresan niveles bajos de F4/80, se
eliminaron de la poblacién CD19'Ly6CF4/807" (EOS-) en base al menor tamafio y mayor
granularidad/complejidad celular que los monocitos, identificAndolos en un grafico FSC vs. SSC
(Figura 2.5 E). Se observd que la administraciéon del LPS provocd un descenso en el nimero de
SPM a las 24 horas y que el EgAgB nativo, pero no el rEgAgB8/1, indujo un descenso similar. En
este caso la co-administracién del LPS y el EgAgB, tanto nativo como recombinante, no alteré la
desaparicion de esta poblacién inducida por el LPS. Por otra parte, a nivel del fenotipo celular, la
estimulacién con LPS no provocéd cambios en la expresion de MHC-II a las 4 horas pero disminuy6
los niveles a las 24 horas p.e.. Este efecto no fue modificado por la presencia del EgAgB; mas aun,
el EgAgB nativo y el rEgAgB8/1 provocaron una disminucién similar (Figuras 5.27 y 5.28 A, B, Ey F).
Respecto a las moléculas co-estimuladoras, la presencia de LPS en la cavidad peritoneal condujo a
un aumento en la expresion de las moléculas CD86 y CD40 sobre la superficie de los SPM a las 4y
24 horas p.e., que fue de mayor magnitud que para los LPM; observar por ejemplo que a las 24
horas fue de aproximadamente 3 y 1.5 veces para CD86 en SPM y LPM, respectivamente (la
respuesta diferencial esta de acuerdo con lo reportado por®> donde los SPM presentan un perfil
pro-inflamatorio y los LPM parecen tener un papel en el mantenimiento de homeostasis). Estos
efectos se contrarrestaron levemente por la presencia del EgAgB nativo (Figura 527 C, D, Gy Hy
Figura S5.4 y Figura S5.5 para 4 y 24 horas, respectivamente). En este caso el rEgAgB8/1 modulé la
expresion de CD86, pero no de CD40, inducida por LPS a las 4 horas p.e. (Figura 528 Cy Dy
Figura S5.6 A y B, respectivamente). En relacion al efecto mediado por las preparaciones de EgAgB
per se, el EgAgB nativo indujo la expresion de CD86 y CD40, a las 4 y 24 horas p.e.,
respectivamente (Figura 527 C y H), mientras que rEgAgB8/1 indujo la expresion de ambas
moléculas a los dos tiempos (Figura 5.28 C, D, Gy H y Figura S5.6 y S5.7), siendo todos los valores
inferiores a los promovidos por el LPS (salvo para la expresién de CD40 inducida por rEgAgB8/1
que alcanzé valores similares a los del LPS a las 24 horas p.e., Figura 5.28 Hy Figura S5.7).

175



EgAgB nativo

5 § 5 5
= Z Z S
+ | L .-—. e == * . e
L S IS .
. &, &, s re € [ - Fre @
_.._ 3 o ow.o, o o,vo. 3 Lo QWQ 508 aa | B oWa.
> > » B »
er * :6 x% xh,
Y R . ik e, @ # . @ bk . @
F R ) 1 e ™ e e LA P
EEET I Lo oo te i -4 e dF 0 ire
. &, 3 &, H Fe & H . re &
| A S [ e, b B e : o ey
E4 > : > . 4
s y G N e Fe
. i %, N Fe 4 = re 4%,
' ._ . ..* T4 e Fe e Fo
, , T T T T T - *y , , T % ; : T ®y
o wn =} n © < ~ o &, [=] W ] o &, [t} <+ o~ [=} &,
N - - =1 Qo‘ o - =1 IS} ec‘ 90‘
(epezijewuou) (epezijewJsou) (epezijjewou) (epezijew.ou)
o0 II-DHIW ®p ugisaidx3 (a] 0+QD op ugisaidx3 s II-DHW @p ugisaidx3 T 0¥aD @p ugisaidx3
g g g
o o v
= Z Z
..“_.. Fe uﬁ re .+: re .
¥, [ PR ) b Fre 9
LB L1 B T P 'S s ®, Lo %,
0.@ . ? & o‘v ) .v OV
x% e xﬁ. 39
e _ . < . A : _, (€ > : ..-..ﬁ. B b
5 _. . Fe Ve D E PSS ) b re %
. . 1] Fe " LY J PN i = Fe
& i H SR | I PN 3 * Fe &
- - < & B C P 3 i b
% | : % %
v - Fe 00 00 re re
%, - 0 -t Fe % Fe &
. ._.__. . e _. 8 o o M PN
r T T T T ,e,,o r T T T I r T T T T ,w,,v r T T r ,c.@
w m m W W o ,OQ @ o L4 ~ o 90 w m m m m o 6,@ 0 o <+ o~ o 90
AR v v 2§ 8 7 8 ” %
(epezi|ew.ou) (epezijew.ou)
WdS 98@D op uoisaidx3 WdS 9g80aD op uolsaudx3y
&  II-DHW,08/d sobejoioel o W | II-DHW,08/¥d sobejoioen o

seldoy ¢ seloy



Figura 5.27. Efectos in vivo de EgAgB sobre la poblacion de SPM. Anélisis de los cambios en el nimero y la
expresion de marcadores de superficie en los SPM (identificados como células CD19'F4/807*Ly6C MHC-11"")
provenientes de ratones Balb/c estimulados con EgAgB en presencia o ausencia de LPS, siguiendo el disefio
experimental que se describié en la seccién 2.10. Los graficos muestran el nimero total de SPM (Ay E) y los
niveles de expresién de MHC-II (B y F), CD86 (C y G) y CD40 (D y H) determinados como la media geométrica
de la IF normalizada por el nivel del lote control, a las 4 (A-D) y 24 (E-H) horas p.e.. Cada punto del gréafico
representa un individuo y se indica la mediana por lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal
fina y corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control
FMO se representa con una linea punteada. Los gréficos corresponden a dos experimentos independientes
para 4 horas y a tres experimentos independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplicé la
prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de
Student, sobre la cual se realizé la correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, *** p < 0.001).
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Figura 5.28. Efectos in vivo de rEgAgB8/1 sobre la poblaciéon de SPM. Andlisis de los cambios en el
numero y la expresidon de marcadores de superficie en los SPM (identificados como células CD19F4/80
*Ly6C MHC-II"") provenientes de ratones Balb/c estimulados con rEgAgB8/1 en presencia o ausencia de LPS,
siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccion 2.10. Los graficos muestran el nimero total de
SPM (A 'y E) y los niveles de expresién de MHC-II (B y F), CD86 (C y G) y CD40 (D y H) determinados como la
media geométrica de la IF normalizada por el nivel del lote control, a las 4 (A-D) y 24 (E-H) horas p.e.. Cada
punto del grafico representa un individuo y se indica la mediana por lote correspondiente a cada
experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal
gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una linea punteada. Los gréficos corresponden a dos
experimentos independientes con 5 individuos por lote. Se aplicé la prueba exacta no paramétrica de dos vias
de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la correccién
de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

Otra poblacién mayoritaria de la cavidad peritoneal son los linfocitos B, que se identificaron como
células F4/80°CD19". Se ha descripto que los linfocitos B constituyen alrededor del 50% de las
células residentes y en el grupo control de nuestros experimentos constituyeron entre el 44 y el
57%. Por comparacion con el control se observé que la estimulacidon con el EgAgB (nativo o
recombinante), LPS o la combinacién de ambos no provoco cambios en el nimero de linfocitos B
peritoneales a las 4 horas p.e., pero a las 24 horas p.e. el LPS indujo una disminucién que no fue
revertida por la presencia de EgAgB nativo o rEgAgB8/1 (Figuras 5.29 D y 5.30 D, respectivamente).
En este caso, la disminucion de linfocitos de la cavidad peritoneal no fue tan notoria (~30% de
reduccién) como la de los macrofagos (~90% de reduccion). Como se ha reportado que el
marcador fenotipico utilizando para identificar a los linfocitos B, CD19, podria disminuir durante su

. . . . .7 410,411
activacién/diferenciacion®®

) examinamos si su expresion se afectd en las diferentes condiciones
de estimulacién, observando una leve disminucion en el caso del LPS a las 24 horas p.e. (Figura
S5.8 A). Por otra parte, la reduccion inducida por el LPS en el nimero de los linfocitos B coincidid
con un aumento en los niveles de CD86 a las 4 horas p.e. y de MHC-Il y CD86 a las 24 horas p.e..
Estos resultados plantean la posibilidad de que la reduccién en el nimero de linfocitos B F4/80°
CD19"sea producto de su activacioén y no de su migracion hacia otros tejidos. A diferencia del LPS y
en concordancia con la ausencia de efecto sobre el nimero de células F4/80°CD19", ni el EgAgB
nativo o el rEgAgB8/1 aumentaron los niveles de MHC-Il y CD86 a las 24 horas p.e., aunque se
observé que produjeron algunas alteraciones; ambos indujeron per se la expresion de CD86 a las 4
horas y solo el rEgAgB8/1 indujo la expresion de MHC-II a las 24 horas p.e. (menor a la inducida
por el LPS, Figura 530 E). Por otra parte, la presencia del EGAgB no moduld los aumentos
inducidos por el LPS en la expresion de estas moléculas, aunque el EgAgB nativo tendié a
revertirlos (Figura 5.29 Ey F).

En el panel de tincidn que permitio el estudio de los linfocitos B se incluyd la marca para CD11b y
CD5, que permitiera discriminar las subpoblaciones B1 (F4/80°CD19°CD11b") y Bla (F4/80°
CD19"CD11b"CD5"). Resultéd interesante el analisis, particularmente de la poblacién de linfocitos
Bla, ya que es capaz de reconocer especificamente a la fosfatidilcolina y es responsable de la
producciéon de anticuerpos naturales IgM con funcidén neutralizante para este componente y
proteccion contra las infecciones bacterianas™”. En las condiciones experimentales analizadas, la
subpoblacién Bla fue muy minoritaria dentro del total de los linfocitos B (alcanzando sélo entre un
0.5 y un 3%), lo que impidid avanzar en la descripcién de sus marcadores de superficie ya que
representd un nimero total de células muy bajo para un andlisis comparativo confiable. En cuanto
a la subpoblacién B1, el analisis del nimero de células y los niveles de expresion de MHC-II, CD86 y
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CD40 no difirié del presentado para la poblacion total de linfocitos B (ver ejemplo para EgAgB
nativo y 24 horas p.e. en Figura S5.8 B). Esto sugiere que esta subpoblacion responderia de forma
similar respecto a la totalidad de los linfocitos B.
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Figura 5.29. Efectos in vivo de EgAgB sobre la poblacién de linfocitos B peritoneales. Andlisis de los
cambios en el nUmero y la expresion de marcadores de superficie de linfocitos B peritoneales (identificados
como células CD19" F4/80") provenientes de ratones Balb/c estimulados con EgAgB en presencia o ausencia
de LPS, siguiendo el disefio experimental que se describi6 en la seccién 2.10. Los graficos muestran el nimero
total de linfocitos B (A 'y D) y los niveles de expresién de MHC-II (By E) y CD86 (C y F), determinados como la
media geométrica de la IF normalizada por el nivel del lote control, a las 4 (A-C) y 24 (D-F) horas p.e.. Cada
punto del grafico representa un individuo y se indica la mediana por lote correspondiente a cada
experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal
gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una linea punteada. Los gréficos corresponden a dos
experimentos independientes para 4 horas y a tres experimentos independientes para 24 horas, con 5
individuos por lote. Se aplicd la prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la
prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizé la correccién de Benjamini y Hochberg (* p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

182



rEgAgB8/1

<

e
&

(40TX) @ soudoun

Q

ire

ite

ks

(epezijewuou)
98D @p uglIsaldxz

[ <

N° exp.

Fe

<

e
s

r T T T T

w0 w9 u»

o~ o~ - - o
(epezijewniou)

1I-DHW @p ugisaldx3

o
*

(a]

(401X) 9 soydo4un

4

a
]
4
1 Fe
[ rs
..__— re \«.0
QVQ
§ e -
= o r x
: u_ . L > ,vo.v ..vav
S | LI
i 2
) ._.ﬁ. (¢ Ty,
bs.
2
L : e .
1 [ %
.
wn <+ ) ~ — o M,QO.
(epezijewou)
984D °p ugIsaldx3
I
3
=
4.. e
. H &
.L. ks \%0
H m,?&.
I o e
o |l L "
w ou b L~ 90.» ,m'o.v
S re
i 2
’ T Te 3
i s
@(
N s
%,
I I Y
o [ - - S o e

(epezijewuou)

1I-DHW 3P ugissadx3

183



Figura 5.30. Efectos in vivo de rEgAgB8/1 sobre la poblacion de linfocitos B peritoneales. Analisis de los
cambios en el nUmero y la expresion de marcadores de superficie de linfocitos B peritoneales (identificados
como células CD19" F4/80") provenientes de ratones Balb/c estimulados con rEgAgB8/1 en presencia o
ausencia de LPS, siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccidn 2.10. Los graficos muestran
el numero total de linfocitos B (A y D) y los niveles de expresion de MHC-II (B y E) y CD86 (C y F),
determinados como la media geométrica de la IF normalizada por el nivel del lote control, a las 4 (A-C) y 24
(D-F) horas p.e. Cada punto del gréfico representa un individuo y se indica la mediana por lote
correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos
independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una linea punteada.
Los gréaficos corresponden a dos experimentos independientes para 4 horas y a tres experimentos
independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplicod la prueba exacta no paramétrica de dos
vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la
correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.007).

Finalmente, las DCs (identificadas como células CD11c”"MHC-II"") constituyen otra poblacion
residente en el peritoneo sobre la cual se evaluaron los efectos del EgAgB en presencia o ausencia
del LPS. Si bien constituyen una poblacién minoritaria en la cavidad peritoneal de los ratones, se
acepta que son células clave en la comunicaciéon a los ganglios de los mensajes de alerta que
llegan a los tejidos, influenciando el encendido y orquestado de respuestas adaptadas para
combatir las agresiones. De acuerdo con lo esperado, en el grupo control de nuestros
experimentos constituyeron sélo entre el 0.1y 0.24 %. En cuanto al analisis de su fenotipo, se
determiné el nivel de expresion de las moléculas de superficie MHC-II y CD86 porque
lamentablemente, no se contd con anticuerpos que permitieran incluir el marcado para CD40
dentro del panel de tincién. Como se puede observar en las Figuras 5.31y 5.32, el nimero de DCs
no se vio afectado a las 4 horas p.e. bajo ningun estimulo. Sin embargo, a las 24 horas p.e. la
presencia tanto del EgAgB (nativo o su forma recombinante) como del LPS condujo a una
disminucién de las DCs en comparacion con el control; esta disminucion fue de menor magnitud
para el EgAgB que para el LPS (~35% y ~60% de reduccion, respectivamente). Por otra parte, la
disminucién en el total de DCs provocada por el LPS coincidid con aumento en los niveles de
expresion de CD86 a las 4 horas p.e. (Figuras 5.31y 5.32 C) y de MHC-Il y CD86 a las 24 horas p.e.
(Figuras 5.31y 5.32 E y F), sugiriendo que estas células se activaron y migraron a tejidos linfoides
secundarios incluyendo al omento. Asimismo, la disminucion del nimero de DCs provocada por el
EgAgB/rEgAgB8/1 coincididé con una mayor expresion de CD86 a las 4 y 24 horas p.e. (Figuras 5.31
y 5.32 Cy F, respectivamente), que fue de menor magnitud que la inducida por el LPS. Si bien la
co-estimulacion con LPS y EgAgB o rEgAgB8/1 no revirtié el descenso en el total de DCs presentes
en el peritoneo, resultd interesante que el EgAgB moduld levemente la expresiéon de CD86
inducida por LPS (Figura 5.31 F y Figura S5.9), en forma similar a lo observado sobre las SPM. Sin
embargo, nuevamente este efecto no fue reproducido por rEgAgB8/1 (Figura 5.32 F).
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Figura 5.31. Efectos in vivo de EgAgB sobre la poblacién de DCs. Analisis de los cambios en el nimero y la
expresion de marcadores de superficie de las DCs peritoneales (identificadas como células CD11c” "MHC-II"™)
provenientes de ratones Balb/c estimulados con EGAgB en presencia o ausencia de LPS siguiendo el disefio
experimental que se describié en la seccidn 2.10. Los graficos muestran el nimero total de células dendriticas
(A y D)y los niveles de expresién de MHC-II (B y E) y CD86 (C y F), determinados como la media geométrica
de la IF normalizada por el nivel del lote control, a las 4 (A-C) y 24 (D-F) horas p.e.. Cada punto del grafico
representa un individuo y se indica la mediana por lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal
fina y corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control
FMO se representa con una linea punteada. Los graficos corresponden a dos experimentos independientes
para 4 horas y a tres experimentos independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplico la
prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de
Student, sobre la cual se realizd la correccion de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figura 5.32. Efectos in vivo de rEgAgB8/1 sobre la poblacion de DCs. Andlisis de los cambios en el niUmero
y la expresién de marcadores de superficie de las DCs peritoneales (identificadas como células CD11¢" *"MHC-
II"")provenientes de ratones Balb/c estimulados con rEgAgB8/1 en presencia o ausencia de LPS, siguiendo el
disefio experimental que se describid en la seccidn 2.10. Los graficos muestranel nimero total de DCs (A y D)
y los niveles de expresién de MHC-II (B'y E) y CD86 (C y F), determinados como la media geométrica de la IF
normalizada por el nivel del lote control, a las 4 (A-C) y 24 (D-F) horas p.e.. Cada punto del gréfico representa
un individuo y se indica la mediana por lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y
corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO
se representa con una linea punteada. Los gréficos corresponden a dos experimentos independientes para 4
horas y a tres experimentos independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplico la prueba
exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student,
sobre la cual se realizo la correccion de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

Con respecto a las células reclutadas a la cavidad peritoneal como consecuencia de la
administracién de los estimulos, en primer lugar se analizaron las poblaciones derivadas de
monocitos, agrupadas dentro de las células CD19°F4/80" que no son eosindfilos (eliminados en
funcién de su morfologia, que se distingue como eventos con FSC bajo y SSC alto, ver Figura 2.5
E). Dentro de las células derivadas de monocitos inflamatorios se distinguieron 3 poblaciones, en
base a la expresion de los marcadores Ly6C, MHC-II y F4/80 (para simplificar su denominacion
todas se nombran como monocitos/poblaciones y sus caracteristicas en cuanto a la expresion de
dichos marcadores)

Los monocitos recientemente reclutados se caracterizan por una alta expresion de Ly6C en su
superficie y por la ausencia de MHC-II. Los resultados obtenidos para los monocitos Ly6C ™ *"MHC-II"
se muestran en las Figuras 5.33 para experimentos con EgAgB nativo y 5.34 para experimentos con
rEgAgB8/1. En primer lugar, como era esperable se observd un bajo nimero de monocitos
presentes en el control. A diferencia del LPS, el EgAgB nativo y rEgAgB8/1 indujeron aumento de
esta poblacion a las 4 horas p.e. en comparacién con el control (Figuras 533 Ay 534 A). Sin
embargo, en presencia de LPS este aumento se vio anulado, lo cual sugiere una interferencia del
LPS con las interacciones que establece el EQAgB y que promueven este reclutamiento de
monocitos. Ademas, este reclutamiento inducido por el EgAgB, tanto nativo como recombinante,
se sostuvo a las 24 horas p.e.. Resultd interesante que los monocitos reclutados por el EGAgB no
mostraron niveles de MHC-Il o de CD86 y CD40 significativamente mayores que los observados en
el control, aunque se observaron tendencias al aumento de las mencionadas moléculas
coestimuladoras que no alcanzaron la significancia estadistica (principalmente a las 4 horas para el
EgAgB nativo Figura 5.33, y sélo para el CD86 en el caso del rEgAgB8/1, Figura 5.34). En contraste,
la estimulacién con el LPS provocd un reclutamiento mas lento de monocitos, que se hizo evidente
recién a las 24 horas p.e. y, en este caso, coincidié con aumentos en la expresién de CD40 a las 4
horas y de MHC-Il y CD86 a las 24 horas p.e. en comparacion con el control. Ademaés la expresion
de MHC-Il y CD86 a las 24hs fue mayor en los monocitos reclutados por el LPS que en lo
reclutados por el EgAgB. Por otro lado, la co-estimulacion con EgAgB mostré efectos contrastantes
sobre la respuesta inducida por el LPS: mientras que a las 4 horas tendid a aumentar los niveles de
MHC-II y coestimuladores inducidos por dicho agonista, a las 24 horas este efecto potenciador
desaparecio. Ademas, se observd una modesta modulacion del EgAgB nativo sobre el aumento
inducido por el LPS a las 24 horas en la expresion de MHC-II (Figura 5.33 F y Figura S5.10 A) y de
CD86 (proxima a la significancia estadistica, p=0.08, Figura 5.33 G). Sin embargo, estos efectos
moduladores no se reprodujeron cuando se utilizé el rEgAgB8/1 (Figura 5.34 Fy G).
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Figura 5.33. Efectos in vivo de EgAgB sobre la poblacién de monocitos inflamatorios Ly6C*"MHC-II".
Anélisis de los cambios en el nimero y la expresion de marcadores de superficie en los monocitos
Ly6C""MHC-II" reclutados en el peritoneo de ratones Balb/c estimulados con EgAgB en presencia o ausencia
de LPS, siguiendo el disefio experimental que se describi6 en la seccién 2.10. Los graficos muestran el nimero
total de monocitos Ly6C*"MHC-II" (A y E) y los niveles de expresion de MHC-II (B y F), CD86 (Cy G) y CD40 (D
y H) determinados como la media geométrica de la IF normalizada por el nivel del lote control, a las 4 (A-D) y
24 (E-H) horas p.e. Cada punto del gréfico representa un individuo y se indica la mediana por lote
correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos
independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una linea punteada.
Los gréaficos corresponden a dos experimentos independientes para 4 horas y a tres experimentos
independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplicod la prueba exacta no paramétrica de dos
vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la
correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figura 5.34. Efectos in vivo de rEgAgB8/1 sobre la poblacién de monocitos inflamatorios Ly6C**MHC-II".
Anélisis de los cambios en el nimero y la expresion de marcadores de superficie en los monocitos
Ly6C""MHC-II" reclutados en el peritoneo de ratones Balb/c estimulados con rEgAgB8/1 en presencia o
ausencia de LPS, siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccién 2.10. Los graficos muestranel
numero total de monocitos Ly6C*"MHC-II" (A y E) y los niveles de expresion de MHC-Il (B y F), CD86 (Cy G) y
CD40 (D y H) determinados como la media geométrica de la IF normalizada por el nivel del lote control, a las
4 (A-D) y 24 (E-H) horas p.e.. Cada punto del gréfico representa un individuo y se indica la mediana por lote
correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos
independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una linea punteada.
Los gréaficos corresponden a dos experimentos independientes para 4 horas y a tres experimentos
independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplicod la prueba exacta no paramétrica de dos
vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la
correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.007).

Por otra parte, se conoce que los monocitos reclutados reciben estimulos del ambiente
inflamatorio del peritoneo lo cual conduce a su diferenciacién a macréfagos, perdiendo la
expresion de Ly6C y ganando la expresion de MHC-Il 'y F4/80 en superficie. Por tanto, sobre las
células CD19°F4/80"" libres de eosindfilos, se identificaron otras dos poblaciones inflamatorias
derivadas de monocitos reclutados en vias de diferenciacién, con fenotipo Ly6C*MHC-II" o
Ly6C'MHC-II" (Figura 2.5). Nuevamente, los niveles de ambas poblaciones fueron muy bajos en
los ratones control.

Al igual que lo observado para los monocitos Ly6C*""MHC-II', la estimulacién con el EgAgB, tanto
nativo como recombinante, provocé un incremento temprano (4 horas p.e.) en la poblacion
Ly6C"MHC-II" (Figuras 5.35 A y 5.36 A). La misma también se observd aumentada luego de 24
horas p.e. con el rEgAgB8/1, pero no con el EgAgB nativo (Figuras 536 E y 5.35 E,
respectivamente). En los casos de aumento inducido por el EgAgB, la co-estimulacion con el LPS
inhibid esta respuesta, subrayando la interferencia en las sefiales que desencadenan el EGAgB v el
LPS (Figuras 535 A y 536 A y E). Ademas los monocitos Ly6C "MHC-II" reclutados por la
estimulacion con el EgAgB nativo no mostraron niveles aumentados de las moléculas
coestimuladoras CD86 y CD40, y exhibié a las 24 horas niveles menores de MHC-II que el grupo
control. En el caso del rEgAgB8/1, hubo aumento en la expresién de CD86 en estas células, sin
evidencias de interferencia por la co-estimulacién con LPS. Por otra parte, la administracion de LPS
condujo a un modesto aumento en el niumero de células Ly6C "MHC-II" a las 24 horas p.e. (Figuras
535 Ay 536 A). Sobre las mismas se detectaron niveles de MHC-II menores que los controles
(tanto a las 4 como 24 horas p.e.), y aumento en CD86 sélo a las 4 horas p.e., pero no en CD40
respecto al control. La co-estimulacién con LPS y EgAgB no modificéd los niveles de MHC-Il o CD86
regulados negativa o positivamente por el LPS.
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Figura 5.35. Efectos in vivo de EgAgB sobre la poblacion Ly6C*MHC-II" derivada de monocitos
inflamatorios. Andlisis de los cambios en el nimero y la expresién de marcadores de superficie en la
poblacién Ly6C"MHC-II" reclutada en el peritoneo de ratones Balb/c estimulados con EgAgB en presencia o
ausencia de LPS, siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccién 2.10. Los gréaficos muestran
el nimero total de monocitos Ly6C"MHC-II" (A 'y E) y los niveles de expresion de MHC-II (B y F), CD86 (C y G)
y CD40 (D y H) determinados como la media geométrica de la IF normalizada por el nivel del lote control, a
las 4 (A-D) y 24 (E-H) horas p.e.. Cada punto del grafico representa un individuo y se indica la mediana por
lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos
independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una linea punteada.
Los gréaficos corresponden a dos experimentos independientes para 4 horas y a tres experimentos
independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplicod la prueba exacta no paramétrica de dos
vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la
correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.007).
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Figura 5.36. Efectos in vivo de rEgAgB8/1 sobre la poblacién Ly6C*MHC-II" derivada de monocitos
inflamatorios. Andlisis de los cambios en el nimero y la expresién de marcadores de superficie en la
poblacién Ly6C*MHC-II" reclutada en el peritoneo de ratones Balb/c estimulados con rEgAgB8/1 en presencia
o ausencia de LPS., siguiendo el disefio experimental que se describié en la seccion 2.10. Los graficos
muestranel nimero total de monocitos Ly6C " MHC-II" (A y E) y los niveles de expresién de MHC-II (B y F),
CD86 (Cy G) y CD40 (D y H) determinados como la media geométrica de la IF normalizada por el nivel del
lote control, a las 4 (A-D) y 24 (E-H) horas p.e.. Cada punto del grafico representa un individuo y se indica la
mediana por lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de
experimentos independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una
linea punteada. Los gréficos corresponden a dos experimentos independientes para 4 horas y a tres
experimentos independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplicé la prueba exacta no
paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual
se realizé la correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

Finalmente, respecto a los monocitos Ly6C MHC-II*, no se observo alteracion en su niimero como
consecuencia de la administracion del EgAgB (tanto nativo como recombinante), el LPS o ambos
estimulos, a ninguno de los tiempos analizados. Eventualmente, pareceria que la estimulacién con
las preparaciones de EgAgB tendié a aumentar el nimero a las 24 horas p.e. en relacion al control
(Figuras 5.37 E y 5.38 E). Esto podria reflejar la evolucion de la diferenciacion de los monocitos
LyC6""MHC-II" que el EgAgB recluté a las 4 horas p.e.. En concordancia con esta posibilidad, los
ratones administrados con LPS exhibieron un reclutamiento mas tardio de monocitos LyC6" *"MHC-
II” y no mostraron tendencia al aumento de la poblacién Ly6C' MHC-II". En forma similar a lo
observado para la poblacién Ly6C"MHC-II", hubo un descenso moderado en los niveles de
expresion de MHC-II asociado a la administracién de LPS, sélo o junto con EgAgB nativo, a las 4
horas p.e.. Este efecto se observd también a las 24 horas p.e. para el EgAgB nativo, LPS o la
combinacion de estimulos. En contraste, el rEgAgB8/1 promovié un descenso de MHC-II sélo a las
4 horas p.e. (Figura 5.38 B). Por otra parte, a nivel de las moléculas co-estimuladoras se observd
que el LPS indujo aumento de la expresion de CD86 a las 4 y 24 horas. No hubo induccidon de
CD86 en estas células como consecuencia de la administracion del EgAgB nativo o rEgAgB8/1 a
ninguno de los tiempos analizados (Figuras 5.37 C, Gy 5.38 C, G). No obstante, la co-estimulacion
con el EgAgB (nativo o recombinante) y el LPS indujo niveles de CD86 mayores que los presentes
en estas células estimuladas solo con el LPS o el EgAgB a las 4 horas p.e. (Figuras 5.37 Cy 5.38 C).
Para CD40 se registro expresion aumentada frente a la estimulacion con LPS sélo a las 4 horas p.e.
(Figuras 5.37 D y H), que fue de similar magnitud a la inducida por el EgAgB nativo y por la
combinacion de estimulos. Nuevamente, el rEgAgB8/1 mostrd leves diferencias respecto al EgAgB
nativo ya que tendié a aumentar los niveles de expresion de CD86 y CD40 respecto al control a las
4 horas p.e (no alcanzé significancia estadistica, Figuras 5.38 C y D). Sin embargo, a este tiempo,
también, potencio la expresién de CD86 inducida por el LPS (Figura 5.38 C).
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Figura 5.37. Efectos in vivo de EgAgB sobre la poblacion Ly6C'MHC-II* derivada de monocitos
inflamatorios. Andlisis de los cambios en el nimero y la expresidon de marcadores de superficie en la
poblacién Ly6C MHC-II" reclutada en el peritoneo de ratones Balb/c estimulados con EgAgB en presencia o
ausencia de LPS, siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccién 2.10. Los gréaficos muestran
el nimero total de monocitos Ly6C MHC-II" (A 'y E) y los niveles de expresion de MHC-II (B y F), CD86 (C y G)
y CD40 (D y H) determinados como la media geométrica de la IF normalizada por el nivel del lote control, a
las 4 (A-D) y 24 (E-H) horas p.e.. Cada punto del gréafico representa un individuo y se indica la mediana por
lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos
independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una linea punteada.
Los gréaficos corresponden a dos experimentos independientes para 4 horas y a tres experimentos
independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplicod la prueba exacta no paramétrica de dos
vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la
correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.007).
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Figura 5.38. Efectos in vivo de rEgAgB8/1 sobre la poblacién Ly6C'MHC-II* derivada de monocitos
inflamatorios. Andlisis de los cambios en el nimero y la expresién de marcadores de superficie en la
poblacién Ly6C MHC-II* reclutada en el peritoneo de ratones Balb/c estimulados con rEgAgB8/1 en presencia
0 ausencia de LPS, siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccién 2.10. Los graficos muestran
el nimero total de monocitos Ly6C MHC-II" (A 'y E) y los niveles de expresion de MHC-II (B y F), CD86 (C y G)
y CD40 (D y H) determinados como la media geométrica de la IF normalizada por el nivel del lote control, a
las 4 (A-D) y 24 (E-H) horas p.e.. Cada punto del grafico representa un individuo y se indica la mediana por
lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos
independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una linea punteada.
Los gréaficos corresponden a dos experimentos independientes para 4 horas y a tres experimentos
independientes para 24 horas, con 5 individuos por lote. Se aplicod la prueba exacta no paramétrica de dos
vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la
correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.007).

Finalmente se evaluaron los efectos in vivo sobre las poblaciones de granulocitos, neutréfilos y
eosindfilos, células CD19°F4/80 CD11c MHCII™ identificadas como SiglecF Gr-1"" y Gr-1SiglecF”,
respectivamente. En este caso en el peritoneo de los ratones control practicamente no se
detectaron neutrdfilos, pero si un muy bajo nimero de eosindfilos lo cual estd de acuerdo con la
composicion celular descripta para el peritoneo de raton®>>.

Los neutréfilos, de manera similar a lo reportado para los monocitos Ly6C " "MHC-II, se reclutaron
a la cavidad peritoneal a las 4 horas p.e. sélo por la estimulacion con el EgAgB (Figura 539 Ay By
Figura S5.11 A para EgAgB nativo y S5.11 B para rEgAgB8/1). La magnitud de este reclutamiento fue
mayor que la de los monocitos, alcanzando alrededor de 1x10° células. Nuevamente, en presencia
de LPS esta capacidad se vio anulada, reforzando la existencia de una interferencia por parte del
LPS con el reclutamiento inducido por el EGAgB. A las 24 horas p.e. las preparaciones de EgAgB
mostraron un reclutamiento similar al inducido por el LPS sdlo o en conjunto con EgAgB, todos
significativamente superiores al control (Figura 539 C y D). Para el caso de los neutrofilos, los
experimentos con EgAgB nativo y rEgAgB8/1 arrojaron resultados similares. Corresponde
mencionar que dentro de esta poblacion CD19°F4/80 CD11c MHCII SiglecF Gr-1"" no se puede
descartar la presencia de células mieloides supresoras, para las cuales no se cuenta con
marcadores fenotipicos especificos y que se identifican por su funcionalidad. En cuanto a los
eosindfilos, el nimero no se modificd a las 4 ni 24 horas p.e., salvo cuando se estimuld con el
EgAgB nativo, condicidn en la que se observd un reclutamiento moderado a las 24 horas p.e., que
fue nuevamente inhibido por la co-estimulacion con LPS (Figura 5.40).
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Figura 5.39. Efectos in vivo del EgAgB sobre la poblacion de neutréfilos. Se estimularon hembras Balb/c
por via intraperitoneal con EgAgB nativo/rEgAgB8/1 (50 pg/ratdn) o PBSe-s-abam (control de vehiculo) en
ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratéon). Las inyecciones de EgAgB y de LPS se realizaron en forma
secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 4 y 24 horas p.e. se recuperaron las células
mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos para su
andlisis por citometria de flujo, siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccion 2.10.
Utilizando el programa FlowJo se definieron los neutréfilos como aquellas células CD19°F4/80 CD11c MHCII™
SiglecF Gr-1"". Los graficos muestran el nimero total de neutréfilos para experimentos con EgAgB (paneles A
y C) o con rEgAgB8/1 (paneles B y D) a los dos tiempos finales. Cada punto en los gréaficos representa un
individuo y se indica la mediana por lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y
al conjunto de experimentos independientes (linea horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO se
representa con una linea punteada. Los graficos corresponden a dos experimentos independientes con 5
individuos por lote, salvo para el caso de EgAgB a 24 horas que derivan de tres experimentos independientes.
Se aplicd la prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el
test T de Student, sobre la cual se realizé la correccién de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p
< 0.0071).
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Figura 5.40. Efectos in vivo del EQAgB sobre la poblacién de eosindfilos. Se estimularon hembras Balb/c
por via intraperitoneal con EgAgB nativo/rEgAgB8/1 (50 pg/ratdn) o PBSe-g-abam (control de vehiculo) en
ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratéon). Las inyecciones de EgAgB y de LPS se realizaron en forma
secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 4 y 24 horas p.e. se recuperaron las células
mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos para su
analisis por citometria de flujo, siguiendo el disefio experimental que se describid en la seccion 2.10.
Utilizando el programa FlowJo se definieron los eosindfilos como aquellas células CD19°F4/80 CD11c MHCII
Gr-1SiglecF". Los graficos muestran el nimero total de eosindfilos para experimentos con EgAgB (paneles Ay
C) o con rEgAgB8/1 (paneles B y D) a los dos tiempos finales. Cada punto del gréafico representa un individuo
y se indica la mediana por grupo correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) asi como
a los experimentos en su conjunto (linea horizontal gruesa y larga). Los graficos corresponden a dos
experimentos independientes con 5 individuos por lote, salvo para el caso de EgAgB a 24 horas que derivan
de tres experimentos independientes. Se aplicd la prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings
seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la correccion de Benjamini y
Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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5.4.4. Integracion de los resultados de los ensayos in vivo

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos de estimulacion intraperitoneal con el EgAgB
y el LPS, solos o administrados conjuntamente, mostraron que el EQAgB indujo una respuesta a
nivel celular, y con repercusiéon en la produccion de citoquinas, que fue diferente a la inducida por
el LPS. Ademas, en los efectos sobre varios parametros se observé que las respuestas inducidas
por el EgAgB fueron interferidas por el LPS y viceversa. Globalmente, esto apoya los resultados
observados en los ensayos basados en el uso de cultivos celulares de monocitos humanos y de
macréfagos humanos y murinos.

A nivel de la dinamica de las poblaciones inmunes residentes y reclutadas al peritoneo, se resumen
todos los cambios observados para los distintos grupos experimentales a las 4 y 24 horas p.e. en la
Figura 5.41. Esta representacion buscé visualizar posibles cambios en las poblaciones peritoneales
a lo largo del tiempo. Sin embargo, como los experimentos se realizaron estimulando con distintas
preparaciones de EgAgB a distintos lotes de ratones no se realizdé una comparacion entre los dos
tiempos utilizando herramientas estadisticas. Las diferencias significativas que se indican refieren a
diferencias con el grupo control a un tiempo dado (4 o 24 horas). Ademas en estos graficos se
consideraron en conjunto las poblaciones de monocitos inflamatorios, ya que todas ellas derivarian
de la entrada de monocitos de la sangre. Los graficos muestran la existencia de un perfil diferencial
entre el LPS y el EgAgB en relacion al grupo control. Observamos que la estimulacién con LPS
condujo a un recambio importante en la composicion celular de la cavidad peritoneal con una
clara disminucién de los macréfagos residentes, que en el caso de los LPM fue evidente desde las
4 horas p.e. agudizandose a las 24 horas p.e., mientras que para los SPM se registré sélo a las 24
horas p.e.. Las otras poblaciones residentes analizadas, los linfocitos B y DCs, no se afectaron a las
4 horas pero también decrecieron en nimero a las 24 horas p.e. con respecto al control. El LPS es

. . . . 413,414
un activador policlonal de los linfocitos B*™

, lo que podria explicar la leve disminucién en la
expresion de CD19 y el aumento en la expresién de MHC-II y CD86 observado a las 24 horas p.e.
con esta endotoxina (Figura S5.7). Por otro lado, el recambio incluyo el reclutamiento a las 24
horas p.e. de gran cantidad de neutréfilos en comparacion con la de monocitos inflamatorios, no
observandose aumento en la poblacién de eosindfilos. Las principales diferencias con los efectos
provocados por el EgAgB (nativo o rEgAgB8/1) radican en aspectos relacionados con la cinética
con la que ocurrié el recambio de las poblaciones inmunes, la entrada de eosindfilos, y en los
fenotipos mostrados por las poblaciones reclutadas. En cuanto al recambio celular, a nivel de las
poblaciones residentes, la estimulacién por el EGAgB provocd un descenso en los macréfagos LPM
y SPM relativamente similar al inducido por el LPS aunque de menor magnitud en el caso del
EgAgB nativo. Sin embargo, en contraste con el LPS, el EgAgB no indujo una disminucién en el
total de linfocitos B, lo que podria ser consecuencia de una nula o menor capacidad para activar
esta poblacion celular, en concordancia con los menores niveles de MHC-II y CD86 observados
con respecto al LPS. Por otra parte, a nivel de las poblaciones reclutadas, el EQAgB provocé un
ingreso mas rapido (4 horas p.e.) de neutrdfilos (en alto nimero) y monocitos inflamatorios (en
bajo nimero) que el LPS y promovié también la entrada de eosindfilos a las 24 horas p.e., lo cual
no se observo en el caso del LPS. Respecto a posibles efectos del EgAgB sobre el recambio de las
poblaciones celulares en respuesta al LPS, de la Figura 5.41 se desprende que no existieron
diferencias notorias cuando el LPS se administrd solo o en conjunto con el EQAgB. Por el contrario,
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si se registraron interferencias del LPS sobre respuestas celulares inducidas por el EGAgB, como el
reclutamiento rapido de neutrofilos y monocitos Ly6C*™"MHC-II" asi como también eosinéfilos a las
24 horas p.e..

Por otra parte, se observé alteracion en el fenotipo celular adquirido por varias poblaciones
peritoneales. Primeramente, en las poblaciones de monocitos y macréfagos se encontraron
diferencias en la expresién de moléculas asociadas a activaciéon celular inducida por el LPS o el
EgAgB; estas diferencias pueden ser modestas en magnitud, pero no puede descartarse que
repercutan a nivel funcional. En el caso del LPS, los efectos sobre los LPM, SPM y el reclutamiento
de algunas poblaciones se asociaron con la activacién celular, medida en términos de aumento en
la expresion de las moléculas MHC-II, CD86 y CD40. Estos aumentos fueron en general maés
notorios a las 24 horas, particularmente sobre las poblaciones de LPM, SPM y Ly6C *"MHC-II". En
comparacion, la estimulacion con EgAgB indujo per se aumentos menores de MHC-II y/o
moléculas coestimuladoras en LPM, SPM y Ly6C""MHC-II" sugiriendo que estas poblaciones
adquiririan un perfil pobremente activado a las 24 horas p.e. (similar expresién de MHC-II'y CD86
al control y menor que para el LPS). Mas aun, el EgQAgB nativo mostré capacidad de modular la
activacion inducida por el LPS en dichas células, al menos en términos de la expresion de MHC-II
en LPM y monocitos inflamatorios Ly6C""MHC-II, y de CD86 y CD40 en SPM. Respecto a la
capacidad del EgAgB de modular la activacién de los monocitos inflamatorios (Ly6C "MHC-II" y
Ly6C'MHC-II"), debe tenerse presente que en los tiempos del ensayo el reclutamiento de estas
poblaciones derivadas de monocitos fue pobre y su activacion fue modesta en comparacion con la
observada en SPM. Esto seguramente influye en la posibilidad de evaluar el efecto del EgAgB
sobre el reclutamiento y activacion de dichos monocitos. Se observd que estas poblaciones vieron
descendidos sus valores de MHC-Il en presencia de LPS, EgAgB (principalmente nativo) o la
combinaciéon de ambos estimulos, condicion que coincide con la observada para los SPM y
concuerda con lo observado por*®. En este sentido, los monocitos Ly6C " MHC-II"y Ly6C MHC-II*
podrian ser fuente de un refuerzo de la poblacion SPM en un plazo mayor a 24 horas, como

255,409 . . .y P .,
. Finalmente, a nivel de las DCs también se observd modulacion en los

también reportaron
niveles de expresion de CD86, lo que podria disminuir su capacidad de activacién T. Por tanto, mas
alla de que el EgAgB promueva una reaccién que pareceria ser inflamatoria, con reclutamiento
celular, el fenotipo que adquieren las células reclutadas parece tener menor capacidad

coestimuladora y presentadora.

La modulacién de la activacion celular observada coincide con la modulacién de los mediadores
solubles que pudieron ser cuantificados en el lavado peritoneal (esto fue solo para algunas
citoquinas y Unicamente a las 4 horas p.e.). El EgAgB (nativo o recombinante) modulé los niveles
de IL-6 e IL-12p40 inducidos por LPS, lo cual se asociaria con una disminucién del ambiente
inflamatorio. Sin embargo, llamé la atencién el rapido reclutamiento que indujo, principalmente de
neutrofilos pero también de monocitos en comparacion con el LPS. En este sentido, seria necesario
contar con un andlisis mas completo de las citoquinas presentes en cavidad peritoneal, que
permitiera determinar niveles de aquellas con mayor relacién con la entrada de poblaciones desde
la sangre (permeabilidad del endotelio), como IL-18 y TNF-a, y el guiado de las mismas hacia el
sitio de infeccion, como IL-8 para neutréfilos y MCP-1 para monocitos (ver Discusion). Esta
informacion podria ayudar a comprender la dinamica de las poblaciones reclutadas en presencia
del EGAgB.
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Figura 5.41. Integracién de resultados: cambios en las poblaciones celulares residentes y reclutadas a
cavidad peritoneal tras la inoculacién del EQAgB nativo o rEgAgB8/1 en ausencia y presencia de LPS por
4y 24 horas. Los graficos muestran la mediana y el rango (a partir de la mediana de cada experimento) del
numero total de cada poblacién celular para el conjunto de experimentos con EgAgB o rEgAgB8/1 a los dos
tiempos finales ensayados (4 y 24 horas). Notar que la escala es logaritmica. Los puntos a 4 y 24 horas se
unen con una linea recta buscando visualizar la dinamica de cada poblacién en el tiempo (tendencias a
aumentar o disminuir). Se incluye del nimero total de células viables recuperadas para cada lote en el total de
los experimentos (mediana) y se representa con un asterisco aquellos valores que mostraron diferencias
significativas con el lote control a su respectivo tiempo p.e..
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CAPITULO 6: Discusidon

Esta tesis de doctorado buscd ahondar en el papel que juega el EQAgB del parasito E. granulosus
en la adaptacion a su hospedero, particularmente a través de su interaccion con los monocitos y
macréfagos, células residentes de los tejidos que son claves en el desarrollo de la respuesta
inmune innata, y a través de ésta, en el perfilamiento de la respuesta inmune adaptativa. Para este
estudio se eligié trabajar con la lipoproteina en su estado nativo, a diferencia de estudios
realizados por otros grupos de investigacion, apostando a reproducir, dentro de lo posible, las
interacciones que pueda establecer en condiciones fisiolégicas durante la infeccion. Esto implico
primeramente desarrollar una serie de herramientas metodoldgicas para su obtencién en forma
pura y caracterizar la preparaciéon obtenida. Ademés, los obstaculos que encontramos para
purificar en cantidad y calidad adecuada el EgAgB nativo, y la informacion obtenida sobre su
composicién proteica, nos llevaron a buscar un modelo alternativo expresando la forma
recombinante EgAgB8/1 en células de insecto.

Se discuten primeramente los resultados referentes a las herramientas metodolégicas
desarrolladas.

6.1. Avances y dificultades en la obtencion de preparaciones de EgAgB nativo para
estudios funcionales

La obtencion de las preparaciones de EgAgB nativo proveniente de LH cumplié con varios
objetivos importantes y complementarios. El principal proposito fue obtener preparaciones de alto
grado de pureza para los ensayos biologicos, pero a la vez se buscd caracterizarlas para
profundizar en nuestro conocimiento sobre su composicién y aproximarnos a su posible funcion.
Se utilizé la fraccion QS para el analisis protedomico, dado que contd con la ventaja de: i) ser
producto de un Unico paso de procesamiento, evitando la suma de pasos sucesivos de purificaciéon
que podrian llevar a la pérdida de componentes poco representados, ii) ser una fraccidon
enriquecida en el EgAgB y contener una minima proporcion de la albdmina e inmunoglobulinas
del hospedero en relacion al LH, cuya abundancia podria dificultar la deteccion de péptidos poco
representados por espectrometria de masas. Por otro lado, inicialmente para obtener el EgAgB
puro para ensayos funcionales, se realizd un fraccionamiento en gradiente de densidad a partir del
QSy, por ser un método utilizado para la obtencion de las lipoproteinas plasmaticas humanas. Asi
obtuvimos la fraccién lipoproteica llamada Lds (derivada de ultracentrifugaciones sucesivas), que
como se demostré del andlisis por HPLC-MS/MS y su posterior fraccionamiento sobre anti-
EgAgB8/1-Sefarosa, mostrd una muy buena pureza aunque aun se detectaron algunos
contaminantes del hospedero, principalmente Apo-Al. Lds fue adecuada para la caracterizacion de
la composicion proteica y lipidica evadiendo el sesgo introducido por el uso del Mo-EB7. Sin
embargo, esta metodologia mostrd algunas limitaciones. Por un lado, la recuperacién de la
fraccién coloreada en el gradiente de KBr podria ser parcial afectando el rendimiento. Por otro
lado, Ld¢ no resultd apta para los estudios funcionales del EgAgB principalmente por la presencia
de componentes tipo pirdgeno, que activaron las poblaciones de macréfagos, no reproduciendo
los efectos moduladores de preparaciones de EgAgB inmunopurificado descriptos previamente
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por nuestro grupo’". Esto mostré la necesidad de incluir/adicionar el paso final de cromatografia
de inmunoafinidad a la estrategia de purificacion.

La escasa disponibilidad del Mo-EB7 sumada a la pérdida del hibridoma correspondiente, llevé a
buscar caminos alternativos para este fin. Como la apolipoproteina EGAgB8/1 resultd ser por lejos
la més abundante en las preparaciones del EQAgB nativo, resolvimos obtener para este propdsito
un nanoanticuerpo (VHH) anti-EgAgB8/1, con el cual se prepard la matriz para la cromatografia de
afinidad. La inclusién del paso de purificacién utilizando el anti-EgAgB-Sefarosa contribuyo
sin duda a mejorar la calidad de la preparacion, disminuyendo los niveles de LPS por debajo
de 0.1 ng/ug de proteina y permitiendo observar el efecto inmunomodulador del EgAgB
nativo sobre monocitos y macréfagos. De todos modos no puede descartarse que el sesgo en la
composicion del antigeno debido al uso del nanoanticuerpo anti-EgAgB8/1 haya contribuido a
reproducir los resultados observados. Por otra parte, como ya se comentd la estimacion de los
niveles de LPS no fue exacta y es un punto que se deberd mejorar en el futuro, en base al uso de
métodos mas modernos para su determinacion (kits que permiten cuantificar concentracién en
lugar de un umbral).

La columna de inmunoafinidad tuvo una muy baja capacidad de unién considerando la cantidad
de VHH inmovilizado. Tal como se detallé en los resultados, se inmovilizaron casi 10 mg del VHH
anti-EgAgB8/1 por mL de matriz de Sefarosa, lo cual, asumiendo el tamafio molecular del VHH
(~20 kDa), del EgAgB (230 kDa) y una relacién 1:1 para la interaccion VHH-EgAgB, deberia haber
permitido purificar alrededor de 115 mg de EgAgB por mL, o sea aproximadamente 57.5 mg de
EgAgB en término de proteina. Sin embargo la capacidad de la columna fue muy baja, de ~1.75
mg/mL, lo cual significa sélo el 2.3% de lo esperado tedricamente. Esta gran pérdida en la
capacidad de la columna también fue reportada por Alvez’® a una escala menor, quien en forma
preliminar ensay6 la inmovilizacién del VHH anti-EgAgB8/1 y la inmunopurificacién del EgAgB
nativo directamente a partir de LH. Sin embargo, aun a pesar de este bajo rendimiento, Alvez
afirma que la columna generada permitia alcanzar, en un Unico paso, rendimientos similares a los
obtenidos a través del método de purificacion por cromatografia de intercambio anidnico y
ultracentrifugaciéon y con una pureza similar, destacando esta herramienta para la obtencién de
EgAgB de una manera mas practica. El bajo rendimiento de la columna evidencid que la relacién
de interacciéon tedrica entre el VHH y el EgAgB fue drasticamente menor que 1:1. Esto podria
deberse a cierta desnaturalizacion del VHH al inmovilizarlo, o, mas probablemente, a que la
inmovilizacién a través de lisinas cercanas a los CDRs interfiriera en la interaccion con el antigeno,
dado el pequefio tamafio del VHH. De hecho, a pesar de que no hay lisinas en los CDRs, las
regiones FR2 y FR3 (del inglés frame work region), préoximas a CDR1y CDR2, presentan 1y 3 lisinas,
respectivamente (Figura S2.1 B). La localizacion de estas lisinas en regiones FRs, que son mas
conservadas dentro de la secuencia codificante, podria representar una limitacién de los VHHs en
general frente a la inmovilizacion. Existen reportes sobre el uso de VHHs inmovilizados con fines
de remocidén de componentes/toxinas, y aunque no todos informan el rendimiento alcanzado
algunos obtienen entre 9 y 13.5 mg del ligando correspondiente por mL de resina, representando

entre un 18 y 27% del rendimiento tedrico*”

. En base al pobre rendimiento obtenido para la
columna de VHH anti-EgAgB8/1-Sefarosa y a la experiencia generada, una alternativa que podria
mejorar la obtencion de EgAgB nativo seria expresar el VHH fusionado a un linker o a una proteina

416,417
, d

grande, que sea mayormente responsable de la inmovilizacion del complejo a la Sefarosa e

forma de mejorar la disponibilidad del VHH para el reconocimiento especifico.
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Si bien este trabajo fue exitoso en relacién a la obtencion de preparaciones aptas para estudiar los
efectos del EgAgB sobre los macréfagos, cabe destacar que el proceso de obtencion del EgAgB
nativo conlleva varias dificultades, que podrian explicar la complejidad de obtener preparaciones
de alta pureza. Primero, el material parasitario es seleccionado y colectado en mataderos, siendo
dificil el control riguroso de la temperatura y el tiempo previo a su procesamiento. De hecho, la
mayoria de las veces se colectan visceras durante varios dias previos a su envio a nuestro
laboratorio, afectando su calidad microbiolégica y por tanto su utilidad, aun cuando se conserve a
baja temperatura. En segundo lugar, pese a que el EQAgB es una de las proteinas parasitarias méas
abundante del LH, su abundancia relativa es baja al considerar el contenido de albimina e
inmunoglobulinas del hospedero. Por tal motivo se deben emplear grandes volimenes de LH
(minimo 1L) para obtener cantidades Utiles de EgAgB. De hecho, para realizar la puesta a punto del
nuevo método de purificacion del EgAgB y todos los ensayos que describimos en la tesis fueron
necesarias mas de 20 rondas de purificacion, lo que significa que se procesaron no menos de 35
litros de LH en buen estado. Se trata de una gran cantidad de material parasitario considerando
que normalmente se obtienen entre 25y 150 mL de un QH fértil. Tercero, la necesidad de partir de
un gran volumen de LH crudo y la complejidad de la metodologia de purificacion del EgAgB
(requiere varios tipos de fraccionamiento que implican pasos intermedios de concentracién y/o
cambio de solucién amortiguadora) contribuye al bajo rendimiento final, hace maés largo el
proceso (se extendid por 8-10 dias para cada produccion, aproximadamente) y aumenta el riesgo
de contaminacién. Ademas, no resulta posible realizar pasos sencillos de concentracién del LH (por
ejemplo, precipitacion) que faciliten el trabajo practico ya que provocarian agregacion de las
lipoproteinas.

En este escenario, como forma de independizarse del trabajo con preparaciones nativas y
buscando evitar contaminacion derivada del material parasitario, se decidié producir como
alternativa la forma recombinante de la subunidad mayoritaria EQAgB8/1 en células de D.
melanogaster, un sistema no convencional que evita los posibles aportes de pirégenos inherentes
a los sistemas de expresidn en bacterias. El método es relativamente sencillo de ejecutar
disponiendo ahora de las células S2 transformadas para la expresion del EgAgB8/1, aunque todo el
proceso requiere un tiempo de mas de 15 dias (cultivo y amplificacion de células S2 transformadas,
expresion del rEgAgB8/1 durante 7 dias y pasos de purificacién). Para la purificacion también
resultd vital el paso de cromatografia de inmunoafinidad, por lo cual tiene sin duda importancia
generar una matriz con alto rendimiento. Corresponde mencionar que el rEgAgB8/1 purificado por
inmunoafinidad empleando elanti-EgAgB8/1-Sefarosa, no se obtuvo libre de LPS pero sus niveles
fueron inferiores a 0.1 ng/ug de proteina, permitiendo llevar adelante los estudios en macréfagos.
La presencia de trazas de LPS en todas las preparaciones de EgAgB, tanto nativas como
recombinantes, sugiere la existencia de una interaccién entre ambas macromoléculas. De
hecho, esta interaccién parece resistir los pasos en la purificacién que utilizan condiciones
disociativas relacionadas al aumento de la concentracion salina (elucion en la cromatografia de
intercambio i6nico) y descenso de pH (elucidon durante la cromatografia de inmunoafinidad), lo
cual podria explicarse si fuera mediada por el lipido A. El rEgAgB8/1 producido adquirié un
tamafio y composiciéon similar al EgAgB nativo, armandose como una lipoproteina.
Adicionalmente, reprodujo varios de sus efectos inmunomoduladores y fue capaz de
promover el eflujo de colesterol de los macréfagos, por lo cual resulta promisorio como
modelo para avanzar en el conocimiento de la funcion del EgAgB. Contar con esta particula

modelo es una ventaja para el trabajo experimental porque permite independizarse de la
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disponibilidad de material parasitario, sobre todo para aquellos experimentos que requieren
algunas decenas de mg de EgAgB (como los ensayos in vivo). De todos modos, los resultados que
se obtengan con esta lipoproteina modelo deberdn confirmarse con la lipoproteina nativa, ya
carece difiere en la composicién proteica (carece de otras subunidades) y lipidica, mostré mayor
tamarfio molecular y no reprodujo algunas actividades funcionales.

La vida Util de las preparaciones de EgAgB, como la de la mayoria de las lipoproteinas®, es limitada
ya que la naturaleza lipoproteica favorece su oxidacion y consecuente agregacion, llevando al
deterioro de la preparacion conforme avanza el tiempo. Por esta razén, el almacenamiento del
EgAgB se realizd a 4°C en frascos de vidrio estériles y en condiciones que inhibieran la oxidacién,
incluyendo atmosfera de N, y la presencia de antioxidantes como el EDTA y el BHT. Aun tomando
estos cuidados se observé formacién de agregados visibles a partir de aproximadamente 3 meses
de almacenamiento de las preparaciones, por lo que se fijé este tiempo como méximo para su uso
en los ensayos que se describieron. Ademas, no se optd por congelar las muestras ya que el
proceso de congelado y descongelado también podria introducir alteraciones en la organizacién
de la particula, llevando a la pérdida de su estructura nativa. Méas recientemente, a partir de la
colaboracién con el Dr. Josep Julve (Instituto de Investigacion del Hospital de Santa Cruz y San
Pablo, Barcelona), nuestro grupo verificé que es posible congelar el EgAgB y el rEgAgB8/1 en
sacarosa (40%), tal como se practica para lipoproteinas humanas, sin pérdida de la actividad
moduladora (Sofia Lagos, tesis de maestria). Este método de preservacion asegura la calidad y
utilidad de las preparaciones lipoproteicas por mas tiempo, lo cual facilitard los estudios futuros
con el EgAgB.

En conjunto, esta tesis aportdé conocimientos y herramientas metodoldgicas en lo que refiere a la
obtencion del EgAgB, en forma nativa y recombinante, contribuyendo al estudio de sus
propiedades bioquimicas y bioldgicas. Fue un logro que las preparaciones de EgAgB purificadas a
homogeneidad, mediante cromatografia de afinidad basada en el uso de un anticuerpo
monoclonal (VHH anti-EgAgB8/1), retuvieron niveles traza de LPS posibilitando analizar in vitro e in
vivo los efectos de este antigeno sobre las poblaciones de monocitos y macréfagos.

6.2. Avances en la composiciéon del EQAgB nativo y comparacion con el rEgAgB8/1

Los estudios protedmico y lipidémico permitieron ahondar en la composicién del EQAgB nativo
presente en el LH, lo cual contribuyd, entre otras cosas, a verificar la relevancia de la subunidad
EgAgB8/1, resultado que influyd en el desarrollo metodoldgico discutido anteriormente. El analisis
del EgAgB proveniente de hidatides de distintos genotipos o estados de fertilidad fue un tema que
surgié mientras se practicaba y afinaba el método de purificacion, dado que en el laboratorio se
contaba con material parasitario de origen bovino fértil y no fértil, pero también con LH porcino
donado desde Argentina. Se considerd que esta comparacion era valiosa en términos de la
informacion que podria aportar, aunque no formé parte de los objetivos centrales de esta tesis.

6.2.1. Sobre el componente proteico

El analisis protedmico se realizé por electroforesis bidimensional acoplada a MALDI-TOF/TOF y se
complementd mediante el andlisis por LC-MS/MS para posibilitar una descripcion mas completa
de la composicion del EgAgB. En relacion al uso de estas metodologias, primero es importante
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destacar que se trabajé de forma rigurosa, para tener certeza en la identificacién de las variantes,
buscando determinar qué subunidades del EgAgB, pero también cudles de sus isoformas
polimérficas, estaban presentes. Esta determinacion fue alcanzada en aquellos casos en que
existieron péptidos Unicos diferenciales entre las isoformas, pero en muchos casos solo se
detectaron péptidos compartidos dentro de regiones conservadas que impidieron la
discriminacion. Las estrategias protedmicas utilizadas permitieron consolidar la informacién
existente y aportar datos complementarios. La electroforesis bidimensional sumada a la
identificaciéon por MS/MS aporté informacion sobre las familias de apolipoproteinas presentes y
también permitié evidenciar su capacidad de oligomerizar, sugiriendo la existencia de
modificaciones post-traduccionales. Por otro lado, el andlisis por LC-MS/MS tuvo mayor
sensibilidad, lo cual fue una ventaja cuando se buscd discriminar entre diferentes isoformas y
permitié la identificacion de componentes muy poco representados (por ejemplo el EQAgB8/3 en
bQSsy el EGAgB8/5 en bQSsy sQSy que no se detectaron mediante MALDI-TOF/TOF. Ademas, los
datos cuantitativos aportados por el analisis por LC-MS/MS revelan la abundancia de las diferentes
subunidades del EgAgB nativo derivado del LH en los materiales de los genotipos de Echinococcus
granulosus s.l. analizados (pool de los genotipos G1/G3/G5 y G7).

El andlisis por electroforesis bidimensional acoplada a MALDI-TOF/TOF fue la primer herramienta
utilizada para abordar la caracterizacién protedmica del EgAgB, para el cual se utilizaron las
fracciones QS; y Ld: Estudios anteriores de nuestro grupo, aplicando esta metodologia se
centraron en el EgAgB inmunopurificado en base al uso del Mo-EB7?. Utilizando 25 ug de muestra
en la electroforesis bidimensional observaron spots enfocados a la altura de la forma monomérica;
dos spots principales ubicados a pH 8.8 y 9.6 y uno minoritario a pH 7.7, todos conteniendo la
subunidad EgAgB8/1. La identificacion se debid principalmente a la presencia de dos sefiales
peptidicas que se encuentran en regiones conservadas de la secuencia aminoacidica de EgAgB8/1,
haciendo imposible discriminar cuales de las isoformas descritas para EGAgB8/1 estaba presente en
cada spot. Estas isoformas incluyen moléculas que tienen diferente pl tedrico, y que podrian
explicar la aparicion del spot a pH 9.6 y 8.8, aunque no el componente con pl en el entorno de 7.7.
Este andlisis cualitativo apoyaria la idea de que el EgAgB8/1 es la principal subunidad presente en
el EgAgB de LH de origen bovino. Sin embargo, para caracterizar la composicion proteica los datos
obtenidos de este EgAgB inmunopurificado no son concluyentes, ya que podria estar enriquecido
en particulas que contengan el EgAgB8/1 como consecuencia de que el Mo-EB7 no reconoce las
otras subunidades del EgAgB™. Asi, el andlisis de las fracciones QS o Lds por electroforesis
bidimensional combinada con MALDI-TOF/TOF permitié conocer con mas exactitud la
composicion del EgAgB derivado de LH. Para estos estudios se partid de una mayor cantidad de
muestra (150 pg de QS¢ o Ldy) y se observé un perfil complejo para el EgAgB, donde las formas
monomérica y oligoméricas mostraron un amplio rango de valores de pl (Figura 3.3). En
concordancia con las observaciones previas, el EQAgB8/1 fue predominante ya que se identificé en
todos los spots correspondientes al EGAgB y los péptidos identificados fueron compatibles con al
menos 2 isoformas. Ademas, en algunos spots se identificaron las subunidades EgAgB/2 vy
EgAgB8/4, siendo posible la presencia de variantes polimorficas (Tabla 3.2). Del anélisis del pl
tedrico de las variantes observadas (varian entre 6.15 y 9.42 en base a su secuencia proteica, Tabla
3.2), no parece posible que el polimorfismo por si solo genere componentes con pl tan variado
(entre 5y 9). Esto sugiere la presencia de modificaciones post-traduccionales (PTM, por sus siglas
en inglés) que podrian incluir fosforilacion y/o oxidacion, dentro de las méas habituales. Utilizando

herramientas in silico se observé que las variantes de las subunidades del EgAgB identificadas por
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MALDI-TOF/TOF en los spots enfocados en la electroforesis bidimensional (Q5EKQ4, Q9UAQS,
Q6UZE2, Q6UZE3 y Q6UZDS, Tabla 3.2) poseen sitios potenciales de fosforilacion que provocarian
cambios notorios en el pl, contribuyendo al patrdn proteico observado en dicha electroforesis (ver
Material Suplementario 6.1). Sin embargo, cuando se buscé evidencias de fosforilacion en base a
las masas de los péptidos tripticos detectados por MALDI-TOF/TOF, no se tuvo éxito. Cabe
mencionar que la deteccion de fosforilacion en proteinas no es sencilla principalmente porque el
fosfato es una modificacion muy labil. Para abordar esta caracterizacién seria necesario utilizar
soluciones conteniendo inhibidores de fosfatasas que permitan evaluar cuidadosamente la
presencia de fosforilacion. De todas maneras, la deteccidon por MS/MS enfrenta la dificultad de que
el fosfato suele perderse durante el proceso de fragmentacion de los péptidos, necesario para
confirmar su identidad. El resultado obtenido no permite descartar la fosforilacion como una PTM
que contribuya al amplio rango del pl observado para los componentes del EgAgB. Respecto a la
posible oxidacion, no se evidencié utilizando el kit Oxyblot (Figura 3.4) por lo cual descartamos
mecanismos oxidativos que generen grupos carbonilo. De todos modos, cabe sefialar que, a pesar
de tratarse de un método optimizado para la evaluacién de la carbonilacion de proteinas, el
procedimiento utilizado por el kit Oxyblot ha sido criticado por falta de especificidad y por
proporcionar una estimacion poco fiable de la extensién oxidativa real de una proteina®®. En
relacion a la capacidad de las subunidades de contribuir a la formacién de oligémeros, a partir del
analisis del EgAgB nativo se observo la presencia de EgAgB8/1y EgAgB8/4 en los spots de 16 y 24
kDa, lo cual coincide con la capacidad de oligomerizacién observada en general para las
subunidades recombinantes®®***. En contraste, el EgAgB8/2 y EgAgB8/3 (para el pool G1/G3/G5 o
G7, respectivamente) se encontraron Unicamente en forma monomérica por lo cual no parecerian
formar oligbmeros estables como las otras subunidades. Esto discrepa con los antecedentes
mencionados del trabajo con las formas recombinantes que evidencian que la estructura anfipatica
del componente proteico delipidado define un perfil electrostatico compatible con la interaccién
entre ellas (Figura 1.5). De todas maneras no debe descartarse que esta diferencia se asocie con
dificultades en su deteccidon (menor abundancia y/o péptidos mas dificiles de detectar). Por otro
lado, los spots presentes en la electroforesis bidimensional que correspondieron al EgAgB no
lograron un enfoque tan preciso (se observan difusos) como otros componentes de la muestra. No
se descarta que esta particularidad se relacione con la presencia de lipidos, que permanecerian
asociados al componente proteico y pudieran afectar el enfoque/migracion de las proteinas,
incluso contribuyendo a su capacidad de oligomerizacion, coincidiendo con lo postulado por™®.

En relacion a rEgAgB8/1, su analisis por SDS-PAGE y tincidon con Coomassie (Figura 5.7 B'y D) no
permitié evidenciar de forma clara la presencia de oligdmeros aunque no podria descartarse que
esto ocurriera en base al resultado del western blot (Figura 5.7 C). Si bien no se evalud el
comportamiento del rEgAgB8/1 por electroforesis bidimensional, la comparaciéon con el EgAgB
nativo podria aportar pistas sobre como esta subunidad contribuye al complejo perfil observado
por esta técnica.

En cuanto al conjunto de resultados protedmicos logrados, este trabajo contribuyé a ampliar
la informacioén disponible sobre E. granulosus s.l. y las subfamilias del EgAgB. La mayoria de la
informacion que estaba disponible al inicio de esta tesis derivaba de estudios protedmicos de tipo

cualitativo del LH total****®

. en los que no se reportd el genotipo correspondiente al material
parasitario analizado (s6lo indican la especie del hospedero). Dada la complejidad del LH y la baja

abundancia del EgAgB en él, estos estudios no describen su composicidon con exactitud, pero
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mostraron la presencia del EgAgB8/1-5°%, EgAgB8/2 y 4™ y EgAgB8/2-4". Existe un Unico
trabajo’® que realizd una caracterizacién protedmica cuantitativa del EgAgB purificado de
hidatides pulmonares fértiles de origen bovino y humano, pertenecientes al genotipo G1. En dicho
trabajo, el EgAgB inmunopurificado a partir de hidatides individuales se analiz6 mediante LC-
MS/MS (en solucién o a partir de bandas obtenidas mediante separaciéon en geles SDS-PAGE o
nativos), estimando la abundancia relativa de las subunidades mediante el indice emPAl. Tanto
para hidatides bovinas (n=2) como para humanas (n=1), y en forma concordante para las distintas
aproximaciones experimentales alcanzadas, la subunidad mayoritaria fue el EQAgB8/1 seguida del
EgAgB8/4, EgAgB8/2 y EgAgB8/3, en orden de abundancia relativa decreciente. A diferencia, en
esta tesis el anélisis protedmico del EgAgB se realizd a partir de un pool de LH (n=23), sacrificando
la caracterizacion individual para alcanzar la caracterizacion de una muestra representativa. Asi, el
conjunto de los datos obtenidos en esta tesis estd globalmente de acuerdo con este antecedente
ya que mostro la presencia de las subunidades EgAgB81-4, siendo el EgAgB8/1 la mayoritaria en el
pool proveniente de los genotipos G1/3/5. Las subunidades EgAgB8/2-4 representaron una
fraccibn menor del total ordenandose, segun la abundancia estimada por iBAQ, primero
EgAgB8/3, luego EgAgB8/4 y finalmente EgAgB8/2. Adicionalmente, logramos detectar EQAgB8/5
con la menor representacion dentro del total de las subunidades, aportando nueva informacién al
estudio realizado por Monteiro y colaboradores®®. Lamentablemente la necesidad de purificar el
EgAgB a partir de pooles de LH y nuestra impericia/limitaciones para realizar el genotipado del
material impidieron generar pooles derivados de un Unico genotipo de E. granulosus s.I.. De todas
maneras, independientemente del origen del EgAgB nativo, la subunidad EgAgB8/1 fue
ampliamente mayoritaria en las especies comprendidas dentro de E. granulosus s.l., lo cual es
respaldado también por otros autores’®*®. La abundancia y el hecho de que el EgAgB8/1

1703% & interactuar con células innatas modulando

recombinante mostré capacidad para unir lipidos
la activacion inflamatoria y contribuyendo al eflujo de colesterol (esta tesis), indican que esta
isoforma es un componente clave en la funcién del EgAgB en la hidatide. En relacién con las otras
subunidades, los resultados obtenidos indicaron que todas las variantes son sintetizadas por la
hidatide de E. granulosus s.l. pero en niveles muy inferiores al EQAgB8/1, avalando datos previos de

ARNmM'® y niveles de proteina®® para la expresion de EgAgBI-5.

Resulto particularmente novedosa la descripciéon, a nivel de la presencia y abundancia, de los
productos proteicos del EgAgB en la hidatide de E. canadensis, genotipo G7. Esta tesis aporto
evidencias que apoyan la expresidn diferencial de EgAgB2 entre las subespecies presentes en
E. granulosus s.l. ya que la subunidad EgAgB8/2 no se detectd en el antigeno proveniente del LH
del genotipo G7 de E. canadensis contrastando con los resultados en el material bovino obtenidos
en esta tesis para los genotipos G1/G3/G5 y para el genotipo G1°**. La falta de EgAgB8/2 en E.
canadensis se explicaria a nivel molecular por la ocurrencia de una transversién A/T (en la posicidn
126 de la secuencia) que probablemente interfiere con el mecanismo candnico de corte y empalme
(splicing) impidiendo la sintesis de un producto proteico funcional®®. A partir de la secuencia

publicada por Kamenetzky y colaboradores™®

(EgB2G5v14) no se pudo detectar la presencia de
péptidos de EgAgB8/2 especificos de E. ortleppi. Esto pudo ser consecuencia de la baja proporcion
en la que se encontraban los componentes de E. ortleppi en el LH bovino (alrededor del 10-15% del
volumen total) o posiblemente a la falta de funcionalidad de EgAgB2 también en esta especie'®.
De hecho, en E. ortleppi el EgAgB2 podria también funcionar como un pseudogen, ya que el
alineamiento nucleotidico reveld la existencia de similitudes con las secuencias provenientes de los

genotipos G6 y G7 (E. canadensis) y diferencias con las correspondientes a los genotipos de E.
214



granulosus s.s., incluyendo la presencia de la transversién A/T en el sitio de splicing'®. A la fecha no
se encuentran disponibles en bases de datos publicas otras secuencias de £EgAgB2 de E. ortleppi
que permitan ampliar el andlisis de estos datos. Como el EgAgB8/2 presentd una baja abundancia
relativa en los genotipos G1/G3/G5 en comparacién con EgAgB8/1, su ausencia podria no tener
repercusiones relevantes a nivel funcional. Por un lado no se han observado diferencias entre las
propiedades de union a lipidos de EgAgB8/1y EgAgB8/2 en ensayos in vitro™™. Por otro, EgAgB8/2
fue la subunidad que mostré6 menor capacidad de unién a los monocitos/macréfagos. En relacion
al EgAgB5, detectamos en sQS¢ dos péptidos Unicos que hacen confiable la identificacion del
EgAgB8/5 en la hidatide de E. canadensis, en contraste con hallazgos previos a nivel de ARN'’.
Esta diferencia podria explicarse si EgAgB5 se expresara pobremente en la hidatide y/o si los
estudios previos de expresion de ARNm se realizaron utilizando cebadores que no fueron

disefiados especificamente para E. canadensis.

Teniendo en cuenta que el EGAgB es un componente parasitario valioso para el diagndstico de la
CE humana por ser especifico de cestodos, las diferencias en la composicion de las subunidades
entre los genotipos G1/G3/G5 y G7 son informativos a nivel del diagnéstico y los estudios
epidemioldgicos sobre esta zoonosis. En particular, las subunidades rEgAgB8/1 y rEgAgB8/2
producidas en bacterias, asi como los péptidos derivados de ellas, han alcanzado un rendimiento
razonable en inmunoensayos con fines diagndsticos utilizando paneles de sueros de pacientes con

CE y otras infecciones por helmintos (revisado por*®)

. En la mayoria de estos estudios, las
subunidades recombinantes se evaluaron como antigenos Unicos, aunque la combinacién entre
ellos (coctel de subunidades de EgAgB) o con otros antigenos del LH resultarian Utiles para
alcanzar pruebas mas sensibles y especificas*"*?°. En este sentido, las preparaciones de rEgAgB8/1
generadas en esta tesis podrian resultar de utilidad para el inmunodiagndstico. Ademas, los
resultados indican que el uso de EgAgB8/2 como antigeno en inmunoensayos podria contribuir a
resultados falsos negativos en pacientes infectados por E. canadensis, al menos del genotipo G7.
Probablemente lo mismo se aplica a las infecciones por el genotipo G6, aunque no se ha
confirmado aun la falta de EgAgB8/2 a nivel de proteina. Como se mencioné en la Introduccion, E.
canadensis representa entre el 1% y el 21% de los casos de CE en humanos a nivel mundial,
alcanzando una mayor prevalencia en algunos paises. Por lo tanto, los resultados de esta tesis
denotan la importancia de adaptar las herramientas diagnosticas a la situacion epidemiolégica de
cada regién geogréafica. Teniendo en cuenta la distribucion mundial de E. canadensis, las
observaciones realizadas pueden ser de gran importancia para las regiones donde se han
notificado casos de infeccién humana (incluidos paises de todos los continentes, como Argentina,

Egipto, Iran, Kenia, Mauritania, Mongolia, Polonia, Sudéafrica y ex—YugoesIaviaw'20

). Sin embargo,
debido a la escasa informacion sobre las especies/genotipos de E. granulosus s.I. asociadas con la
CE humana en muchos paises y regiones, la informacién que aporta esta tesis resultaria de interés
para cualquier regién donde circule E. canadensis (por ejemplo, el sur de Brasil y la region

. . 21,22
mediterranea” )

. Ademas, es importante recordar que la determinacion del genotipo/especie de
E. granulosus s.. responsable de los casos de CE en humanos es un tema relevante porque las
especies pertenecientes a este complejo difieren en sus caracteristicas bioldgicas (es decir,
infectividad y patogenicidad en humanos), lo que deberia influir en el disefio de programas de
control, asi como de seguimiento y tratamiento de la enfermedad [54]. Sin embargo, hoy en dia,
solo se puede realizar el genotipado a partir de muestras parasitarias después de la cirugia y
utilizando herramientas de biologia molecular. Dado que E. granulosus s.s. y E. canadensis son la

causa mas comun de CE humana, valdria la pena desarrollar herramientas simples para diferenciar
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las infecciones causadas por ellos. En este sentido, podria ser valioso contar con inmunoensayos
sensibles para la deteccion de anticuerpos contra EGAgB8/2 en el suero de pacientes (basados en
el uso de rEgAgB8/2, o sus péptidos derivados, como antigeno). La deteccidon de anticuerpos
especificos contra EgAgB8/2 podria descartar la infeccion por E. canadensis. De todas maneras
resulta esencial examinar su valor para diferenciar las infecciones por E. granulosus s.s. y E.
canadensis, considerando que la respuesta de anticuerpos anti-EgAgB8/2 podria ser débil en base

a la baja abundancia de esta subunidad en el EgAgB nativo derivado de los genotipos G1/G3/G5
204
)

(al menos a partir del anélisis de muestras bovinas y humana

También corresponde mencionar que, en concordancia con los antecedentes sobre la diversidad
de isoformas expresadas en E. granulosus s.., se detectaron diferentes isoformas de las
subunidades de EgAgB8/1y EgAgB8/3-5 en los genotipos G1/G3/G5, que ademas difirieron de las
identificadas en el genotipo G7. La riqueza de isoformas podria relacionarse con el estado de
fertilidad de la hidatide; se detectaron 2 y 3 isoformas de EgAgB8/3 y EgAgB8/4 en bQSs de origen
fértil, respectivamente, contra 1 de cada una en bQS; de origen no fértil. Una vez que se definan
con mayor precision las propiedades biologicas del EGAgB nativo sera interesante compararlas
entre las diferentes subunidades proteicas y sus isoformas, lo cual sumado a las diferencias en su
expresion en diferentes estructuras del parasito y/o genotipos podria contribuir a comprender la
funcién que cumple este antigeno. También, vale la pena aclarar que como se dispuso de
cantidades limitadas de hidatides suinas que se utilizaron al inicio de la tesis, el EQAgB nativo de
G7 no tuvo la calidad adecuada para realizar ensayos funcionales sobre las células y que
permitieran compararlo con el EgAgB purificado de los genotipos G1/3/5. Este tipo de
comparacioén también podria aportar sobre la posible participacion de EgAgB8/2 en la interaccion
del EgAgB nativo con blancos moleculares o celulares y los efectos que deriven de estos contactos.
En principio, no seria esperable observar un comportamiento tan distinto entre el EgAgB nativo
derivado de los genotipos G1 y G7, ya que, como mencionamos anteriormente, la subunidad
rEgAgB8/2 no ha mostrado ser eficiente en la interaccidn/unién a monocitos y macréfagos.

Finalmente, el andlisis protedmico sobre las fracciones QS¢ reveld la presencia de una gran
cantidad de componentes del hospedero. Esto estd de acuerdo con numerosos antecedentes

. L s 42,43,380
provenientes del anélisis del LH

y podria ser consecuencia de la permeabilidad de la CL y CG
de la hidatide y/o del transporte activo por parte del parasito. Cabe destacar que por LC-MS/MS
se identificaron diversas apolipoproteinas en bQSsy sQSs (Tabla 3.4), incluyendo Apo-Al (reportado

inicialmente por427)

, Apo-M y Apo D, todas presentes en la HDL de mamiferos. Adicionalmente se
encontré Apo-E y Apo-B100 que se relacionan con la LDL. En base a estos resultados tanto HDL
como LDL del hospedero, o al menos sus apolipoproteinas, serian capaces de ingresar a la
hidatide. Esto las convierte en buenos candidatos como donantes de lipidos esenciales para el
parasito, que podrian ceder directamente estos lipidos a las estructuras del parasito, o
intercambiarlos con el EgAgB como transportador intermediario. Asi la entrada de estas
apolipoproteinas a la hidatide podria ser parte de un mecanismo de adaptacion del parasito que le
permitiria adquirir lipidos esenciales del hospedero. A la fecha no existen estudios que hayan
abordado la interaccion del EgAgB con las lipoproteinas plasmaticas como fuente de lipidos,
aspecto que consideramos importante abordar en nuestro grupo de investigacion. Ejemplo de este
tipo de interaccion entre proteinas del parasito y lipoproteinas del hospedero se ha reportado para
una proteina secretada por el metacestodo de E. multilocularis, llamada EmABP, capaz de
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interactuar con la Apo-Al*?’; esta interaccién podria cumplir un papel en la toma y transporte de

lipidos y colesterol a partir de la HDL del hospedero para satisfacer las demandas del parasito.

6.2.2. Sobre el componente lipidico

Respecto a la caracterizacion de las especies lipidicas nativas del EQAgB los resultados de esta tesis
comprueban la compleja composiciéon examinada previamente por HPTLC y cromatografia de
gases’, ampliando su descripcién mediante el empleo de herramientas mas potentes para el
analisis, como lo es la cromatografia acoplada a espectrometria de masas. En este estudio, gracias
a la disponibilidad de las columnas C4 y HILIC, se logré una detallada descripcion de los acidos
grasos (ampliando los datos obtenidos utilizando cromatografia gaseosa’) y de los
fosfolipidos (sobre todo para la fraccion Ldf). De todas maneras este analisis por HPLC-MS/MS
debe considerarse preliminar e incompleto. Por un lado, si bien siempre se utilizaron pooles de LH
representativos de un gran nimero de hidatides (entre 5 y 25), en el marco de esta tesis sélo se
logré analizar un Unico pool de EgAgBp y rEgAgBs, con triplicados analiticos; seria deseable
completar estos estudios analizando al menos 2 lotes mas para contar con un minimo de 3 réplicas
biologicas, ya que, como se desprende del analisis por HPTLC de 3 lotes independientes de bLdy,
existieron diferencias en la proporcién en que se encuentran representadas algunas clases lipidicas.
Es justo aclarar que no fue sencilla la repeticion del estudio ya que se realizd en el Reino Unido
gracias a la colaboracion del Dr. D. Watson, pero no contamos con financiacién que permitiera
consolidar esta colaboraciéon e intervenir directamente en el andlisis. En una primera etapa se
analizaron las muestras en base en al uso de una columna HILIC solamente, y los resultados
obtenidos fueron una guia para en una segunda etapa emplear columnas HILIC y C4 para analizar
EgAgB nativo y recombinante. Cada analisis implicé la preparacion y envio de varios mg de lipido,
lo cual representd destinar un porcentaje considerable del lote de EgAgB nativo producido
(recordar que el lipido representa aproximadamente la mitad de la masa de la lipoproteina). Por
otro lado, el estudio es incompleto porque mediante HPLC-MS/MS no fue posible determinar la
composicion de los esteroles, componente de la lipoproteina de gran importancia por ser un lipido
esencial para el parasito y por las evidencias obtenidas sobre la capacidad del EgQAgB de adquirir
colesterol de los macréfagos. Lamentablemente, este estudio no se concretd en el Reino Unido. El
andlisis de los esteroles puede realizarse por cromatografia gaseosa y es uno de los aspectos
importantes que quedé pendiente del analisis de la composicion del EAgB.

En relacién a la composicion lipidica descrita para el EgAgB de las distintas muestras analizadas
surgen algunas observaciones. Primero, el anélisis por HPTLC del EgAgB nativo proveniente de
hidatides bovinas o suinas mostré en ambos casos la presencia de lipidos polares y neutros (Figura
3.7). Este analisis se realizé con la fraccion Ldy, muy enriquecida en el EGQAgB pero conteniendo
algunos contaminantes, particularmente la apolipoproteina Apo-Al del hospedero en el caso del
bLd¢ por lo cual la descripcién podria incluir lipidos contaminantes. Considerando esta limitacion,
igual puede observarse que la fosfatidilcolina resulté ser el fosfolipido méas abundante, y este
resultado se verificd en el andlisis por HPLC-MS/MS tanto en las muestras de Ld¢ como de EgAgB
nativo. Ademas, la composicién de los fosfolipidos en general fue muy similar independientemente
de la fertilidad de la hidatide. En contraste, a nivel de los lipidos neutros, se observd una mayor
proporcion de TAGs en sLds que en los tres lotes de bLd¢ (Figura 3.7). Hubiera sido Util analizar por
DLS las fracciones de sLd¢ para evaluar si el mayor contenido de TAGs se refleja en diferencias en el
tamario de la particula lipoproteica, ya que seria posible que los TAGs se acumularan en el centro

de la particula incrementando su volumen. En el caso del bLd la variacion en la proporcién de las
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clases lipidicas observada en los diferentes lotes (Figura 3.7), no afectd el tamafio de las particulas
analizadas por DLS, las que mostraron Ry similares (~5.7 nm). Las diferencia en la proporcién de
TAG entre las fracciones Ld¢ de origen bovino y suino no se relaciona necesariamente con la
especie del parasito/hospedero, ya que como se comentd el andlisis de réplicas bioldgicas del bLd¢
muestra diferencias en la proporcidn en que se encuentran representadas algunas clases lipidicas,
a pesar de que cada lote se prepard a partir de varias hidatides individuales. Es necesario examinar
un numero mayor de muestras provenientes de hidatides suinas del genotipo G7 de E. canadensis
para establecer si se verifica esta mayor proporcion de TAGs en relacion al antigeno derivado de
hidatides bovinas (genotipos G1/G3/G5 de E. granulosus). De todas maneras, variaciones en el
contenido de lipidos neutros, como los TAG, en el EgAgB nativo entre subespecies/especies de E.
granulosus s.I. o dentro de una misma subespecie podrian ser consecuencia de la edad, estado de
vitalidad y/o grado de fertilidad (generacion de protoescélices) de la hidatide. Por un lado, el
mayor contenido de TAGs en sLds vs. bLds podria ser consecuencia de la mayor vitalidad/fertilidad
de la hidatide de E. canadensis del genotipo G7, proveniente de su hospedero natural. En
comparaciéon como el bovino no es el hospedero natural del genotipo G1 (predominante en los
pooles analizados), el parasito podria no encontrarse dptimamente adaptado, repercutiendo en su
vitalidad/fertilidad y afectando, por tanto, el metabolismo lipidico. Por otra parte, la idea de que
diferencias en el contenido lipidico estén ligadas a la vitalidad/fertilidad encuentra sustento en la
comparacion de la composicién lipidica de bLds proveniente de hidatides fértiles y no fértiles,
aungue el analisis de mayor nimero de lotes también es necesario para alcanzar una conclusion.
En relacion al EgAgB derivado de hidatides fértiles, en aquel de hidatides no fértiles se observd una
menor abundancia relativa de los principales acidos grasos y una mayor abundancia relativa de
formas oxidadas (Figura 3.8). Basados en esto, y en la idea del EQAgB como transportador, su
composicion lipidica podria reflejar el estado de la hidatide; menor vitalidad podria ligarse con
procesos oxidativos aumentados mientras que la generaciéon de PE requeriria mayor adquisicion y
transporte de lipidos esenciales para la construccién de los componentes estructurales del
parasito.

Por otro lado, respecto a la composiciéon lipidica del EgAgB, fue evidente que las fracciones
obtenidas durante el proceso de purificacién mostraron diferencias (comparacién del perfil lipidico
del Lds obtenido luego de una o dos ultracentrifugaciones y del EgAgByp), pero a pesar de ellas, la
composicién no varié notoriamente en los lipidos que predominaron en la muestra, tanto neutros
como polares (observar las abundancias relativas dentro de cada muestra, Figuras 3.9 y 510 y
Tablas S3.3 y S5.1). Es l6gico pensar que durante el protocolo de purificacién se hayan perdido
especies lipidicas débilmente asociadas al EgAgB o asociadas a proteinas contaminantes (por
ejemplo Apo-Al o a trazas de albumina). En este sentido el proceso de purificacién permitiria
obtener muestras enriquecidas en los lipidos que principalmente conforman el EgAgB. En cuanto
al contenido de acidos grasos del EgQAgB nativo, se logré ampliar la descripcion inicial realizada
por nuestro grupo utilizando cromatografia gaseosa®’, donde se documenté que el contenido de
acidos grasos del EgAgB inmunopurificado (utilizando el Mo-EB7) fue muy similar al del LH de
origen, sugiriendo que el EgAgB8/1 une los acidos grasos mas abundantes del LH de forma no
selectiva. En dicho trabajo se observd que, al igual que en el LH, en el EgAgB derivado de hidatides
bovinas y humanas predominaron los acidos grasos 18:1 (oleico), 16:0 (palmitico) y 18:0 (estearico),
seguido de 18:2 (linoleico) y 20:4 (araquiddénico) en menor proporcidon (el resto representaron
menos del 5% del total). El &cido oleico fue el mayoritario en la lipoproteina de origen bovino y

para el cual existio cierto grado de selectividad por su union. Los resultados de esta tesis coinciden
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en la predominancia en el EgAgB inmunopurificado de los acidos 18:1 (posiblemente oleico), 16:0
(palmitico), 18:2 (posiblemente linoleico) y 20:4 (posiblemente araquiddnico); no puede asegurarse
la identidad de los acidos grasos insaturados porque la identificacién por masa no permitid
distinguir la posicion de las insaturaciones en la cadena carbonada. En contraste con los resultados
previos™, no se identificé el acido graso 18:0. Esto podria ser consecuencia de variaciones en el
contenido de la hidatide proveniente de distintos individuos y/o alteraciones en los acidos grasos
como consecuencia de la manipulacion de la muestra (oxidacion, degradacion, entre otras). Vale la
pena destacar que se intentd evitar la accidon de procesos oxidativos durante la preservacion del LH
y su posterior uso para el proceso de purificacién del EgAgB, mediante el agregado de EDTA y
BHT. De todas formas, se detectaron especies lipidicas compatibles con la ocurrencia de procesos
de oxidacion sobre acidos grasos mayoritarios (16:1) y sobre el 18:0, aunque resulta imposible
discernir si son consecuencia de alteracion de la muestra. Finalmente, el uso de esta metodologia
permitid identificar una mayor cantidad de acidos grasos en comparacion a la cromatografia
gaseosa y describir los principales lipidos polares presentes en el EGAgB nativo.

Respecto a la composicion lipidica del rEgAgB8/1s, se observaron diferencias con el EQAgBp
tanto a nivel de los lipidos neutros como polares (Figura 5.10). Si bien los fosfolipidos mas
abundantes en rEgAgB8/1s, y en el EgAgB nativo o Ld¢ no son exactamente los mismos, en todas
las muestras predominan los del grupo de la PC, exhibiendo diferencias en los acidos grasos que
se encuentran en las posiciones 1y 2 del glicerol (puede relacionarse también con la diferente
abundancia de acidos grasos, tal como se discute mas adelante). Esto significaria que a pesar de
estas diferencias en la composicién de la PC, los grupos polares que el rEgAgB8/1s, estaria
mostrando sobre la superficie de la particula podrian asemejarse a los expuestos en el EgAgB
nativo. Las diferencias observadas son esperables teniendo en cuenta que el rEgAgB8/1s, deriva de
células de insecto en cultivo, por lo cual los principales acidos grasos disponibles quedaran
determinados por los nutrientes y el metabolismo de esta célula, que seguramente difieran de los
disponibles fisiolégicamente para la sintesis del EQAgB a nivel de la hidatide. Lamentablemente,
existe muy poca informacion (composicién del medio de cultivo XPress y lipidica celular) que
permita establecer qué lipidos podria estar sintetizando la célula S2 en las condiciones de cultivo.
Dado que el cultivo de S2 se practica en ausencia de suero, los lipidos disponibles para el
ensamblado del rEgAgB8/1s, derivarian Unicamente de la sintesis celular. La ausencia de
bibliografia sobre los lipidos de las células S2, llevé a buscar informacién sobre la composicion
lipidica de la hemolinfa de D. melanogaster. En este sentido, encontramos que mas del 95% de los
lipidos presentes en la hemolinfa son transportados por la lipoforina®®. Esta lipoproteina contiene
principalmente los acidos grasos 14:0, 16:0, 14:1, 16:1 y 18:1 mientras que 18:0 y 18:2 se encuentran

429 , . ,
. Ademés, en este estudio no se detectd la

en menor proporcion (un orden de magnitud)
presencia del C20:4. El hecho de que rEgAgB8/1s, contenga C14:0 y C16:1 en mayor proporcion en
comparacion con el EgAgB nativo concuerda con la abundancia de estos acidos grasos en la
hemolinfa, pero no en el LH derivado de hidatides bovinas®. Ademas la abundancia de C16:0 y

C18:1 en el rEgAgB8/1s, esta de acuerdo con su predominancia en la hemolinfa.

De todos modos, si bien existen diferencias en el tamaio y la composicion proteica y lipidica
del rEgAgB8/1s, respecto al EgAgB nativo, la posibilidad de considerarlo una lipoproteina
modelo depende principalmente de su comportamiento en los estudios funcionales, lo cual se
discute més adelante.

219



6.3. Capacidad de union del EJAgB a monocitos y macréfagos

Uno de los objetivos especificos para abordar la hipotesis de este trabajo fue estudiar la capacidad
de unién del EgAgB nativo a los monocitos y macréfagos; para esto se realizaron ensayos de union
utilizando tanto el EgAgB marcado como el Mo-EB7 para revelar la interaccién y monocitos y
macréfagos humanos (derivados de la linea THP-1) y murinos (derivados de una inflamacion
peritoneal). Los resultados mostraron que los monocitos y macrofagos representan una
potencial célula blanco del EgAgB y aportaron algunos aspectos claves de esta interaccion. La
interaccién quedd demostrada porque: i) el EgAgB, pero no la OVA, se unié a monocitos y
macréfagos en forma dosis dependiente, con una Kd del orden 107 M (Figura 4.2); ii) la unién
especifica del EQAgB marcado fue desplazada por el EgAgB sin marcar, pero no por OVA (Figura
4.3); iii) el EQAgB nativo se unid a células que poseen el marcador fenotipico caracteristico de
monocitos inflamatorios/macréfagos F4/80 (F4/80%) en su superficie, pero no a los linfocitos
presentes en las células murinas de la cavidad peritoneal (Figura 4.4). Ademas, se observd unién
del EgAgB nativo a una poblacion de células inflamatorias peritoneales F4/80°, que incluye
probablemente poblaciones de monocitos recientemente infiltrados y neutrdfilos. Esto resulta
consistente con la observada capacidad de unién a monocitos THP-1y con los efectos descriptos
del EgAgB sobre neutréfilos™.

Por otra parte, se encontré que las apolipoproteinas presentes en el EgAgB probablemente
contribuyen a la union a los monocitos y macréfagos ya que las subunidades de rEgAgB libres
de lipidos, particularmente rEgAgB8/1 y rEgAgB8/3, se unieron a estas células y a macrofagos
peritoneales de raton (Figura 4.5). En contraste, en las condiciones de los ensayos realizados, la
subunidad rEgAgB8/2 mostrd una débil unién a los macréfagos (Figura 4.5). Estas propiedades de
unién a los monocitos y macréfagos estan de acuerdo con el hecho de que las subunidades
rEgAgB8/1 y rEgAgB8/3 presentan mayor similitud a nivel de su secuencia aminoacidica entre si

2% Estos resultados junto a la comprobacion de que el EgAgB8/1

que con la subunidad rEgAgB8/2
es la subunidad mas abundante en el EgAgB nativo presente en el LH, sugieren un importante
papel de esta apolipoproteina en su eventual reconocimiento por monocitos y macrdfagos.
Ademas, teniendo en cuenta la relacion proteina:lipido, es altamente probable que una
particula lipoproteica contenga varias moléculas de EgAgB8/1, lo cual facilitaria la interaccion
con las células a través del fendmeno de avidez. El EgAgB8/3 también podria contribuir a una
mayor fuerza de unidén aunque esta subunidad pareceria estar pobremente representado en el
EgAgB nativo derivado de LH bovino, procedente de parasitos del genotipo G1, G3 y G5. De todas
manerass, no se puede descartar su participacién ya que mostré una unién fuerte, mayor a la
mostrada por el rEgAgB8/1 particularmente en los macréfagos, y podrian existir variaciones entre
diferentes hospederos intermediarios y/o en la composicion del EGAgB que es liberado hacia los
tejidos del hospedero a lo largo de la infeccion (fase de pre-enquistamiento vs. fase de post-
enquistamiento). Finalmente, los resultados obtenidos también podria sugerir que los fosfolipidos,
particularmente la PC, juegan un papel en la interaccion del EgAgB con los
monocitos/macréfagos ya que el tratamiento con fosfolipasa D, hidrolizd la PC y afectd su
capacidad de unién (Figura 4.7). Ademas, los estudios de competencia con vesiculas de
fosfolipidos sugirieron que la PC contribuye a la interacciéon en forma indirecta, influyendo en
cdmo las apolipoproteinas del EGQAgB se presentan en la superficie de la particula lipoproteica, méas
que mediando por si misma enlaces con blancos moleculares en las células. En este sentido, la
presencia de regiones con carga negativa y positiva prevista para todas las subunidades por
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modelado de su estructura in silico®® (Figura 1.4), sugiere que las interacciones electrostaticas
entre las apolipoproteinas del EgAgB vy los fosfolipidos pueden contribuir a su adecuado montaje
en la superficie de la particula. No obstante, también debemos considerar que al hidrolizar la PC
expuesta en la particula de EgAgB nativo generando acido fosfatidico, es posible que aumente
significativamentesu carga negativa. Este aumento de carga neta negativa podria inhibir la unién
del EgAgB a las células, sin que esto afecte estrictamente la exposicion de las subunidades
EgAgB8/1y EgAgB8/3, sino el entorno en el que se encuentran.

Una observacién que surge de los resultados anteriores, es que el/los motivos moleculares
involucrados en la unidn parecen estar presente en las subunidades de rEgAgB8 delipidadas, por
lo cual la presencia de la estructura lipoproteica intacta no seria esencial para la unién celular. Esto
podria explicar por qué las preparaciones de EgAgB desnaturalizadas mostraron efectos, de tipo

modulador, sobre algunas células inmunes®?"’

. Los motivos proteicos parecen ser resistentes a
altas temperaturas, SDS y electroelucién. Sin embargo, los efectos bioldgicos desencadenados por
estos motivos en las células del sistema inmune pueden no ser representativos de las interacciones
que ocurren en condiciones fisiologicas, si establecen interacciones total o parcialmente diferentes

a las mediadas por el EgQAgB nativo.

En conjunto, estos resultados indicarian que existe la posibilidad de que los monocitos y
macréfagos reclutados durante la infeccién por la hidatide interaccionen con el EgAgB
nativo, en la medida que esta lipoproteina alcance el tejido del hospedero. Esta interaccion
estaria medidada por uno o mas receptores celulares capaces de unir al EGQAgB, a través de sus
apolipoproteinas, principalmente EgAgB8/1. Como se observé que los valores de indice de union
fueron siempre mayores en el caso de los macréfagos en comparacion con los monocitos, seria
posible que el eventual receptor del EQAgB tuviera un mayor nivel de expresion en los macréfagos,
o bien que los macréfagos expresen receptores adicionales.

6.3.1. Explorando posibles receptores celulares involucrados en la union del EgAgB

Considerando que el EgAgB comparte propiedades fisicoquimicas con las lipoproteinas
plasmaticas, particularmente con la HDL y con su fraccién mas pequefia HDL;™®, planteamos que
los receptores celulares para lipoproteinas presentes en monocitos y macréfagos estan
involucrados en el reconocimiento de este componente parasitario. Ensayos de competencia de
la unién del EgAgB nativo a monocitos (Figura 4.9) mostraron una inhibicion modesta, pero
significativa, por HDL y LDL, indicando que este tipo de receptores estaria involucrado la
unién y sugiriendo ademas la participacion de otro receptor/es.

;Como explicamos que el EgAgB utilice receptores de lipoproteinas para la interaccion con los
monocitos y macréfagos? Se conoce que las lipoproteinas plasmaticas se unen a diferentes tipos
de receptores, en general a través del reconocimiento de las apolipoproteinas que las componen.
Aunqgue las subunidades EgAgB8 no tienen similitud a nivel de su secuencia de aminoacidos con
los componentes proteicos de la HDL y/o LDL, exhiben algunas caracteristicas bioquimicas
similares que son propias de las llamadas apolipoproteinas plasmaticas intercambiables de

387,388,431
vertebrados

. De hecho, éstas incluyen pequefias proteinas ricas en o-hélice (algunas de
ellas menos de 10 kDa en masa) tal como sucede con las apolipoproteinas del EgAgB, ya que el
analisis por dicroismo circular del EgAgB nativo y de las rEgAgB8/1-3 delipidadas muestra que

tienen cantidades sustanciales de o-hélices (entre 42 y 65% y entre 35 y 40%, respectivamente)
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11 . . . ;.
187191198 Ademas este tipo de estructura secundaria aumenta cuando se une a lipidos'". Por otra

parte, el anélisis in silico de la estructura de EgAgB8/1, EQAgB8/2 vy EgAgB8/3 sugiere que estas
subunidades adoptarian estructuras de a-hélices anfipaticas, que son una caracteristica importante

387 , T . . .
. Asi, estas similitudes en la distribucién

de las apolipoproteinas intercambiables Apo Al y Apo E
de aminoacidos polares y/o cargados a lo largo de la espiral del a-hélice entre el EQAgB8 vy las
apolipoproteinas intercambiables presentes en la HDL y LDL podria explicar por qué estas
lipoproteinas distantes evolutivamente comparten este tipo de receptores. Adicionalmente, se ha
establecido que algunas de estas apolipoproteinas inhiben la sintesis de interleuquinas
proinflamatorias inducida por LPS en macréfagos murinos de la linea celular RAW 264.7*? de
forma similar a los efectos que el EGAgB nativo mostré sobre macréfagos, lo cual reforzaria la idea

del uso de receptores para lipoproteinas.

En este trabajo se intent6 avanzar en la identificacion del receptor involucrado, aunque sélo
se logro explorar la participaciéon de algunos candidatos. Uno de ellos fue el receptor de LDL
(LDLr). Se trata de una glicoproteina integral de membrana, altamente conservada, que se divide
en 5 dominios distintos, tres de ellos extracelulares, uno transmembrana y uno
citoplasmatico®®****. El primer dominio extracelular, correspondiente a la regién amino terminal de
la proteina, es el dominio de unién al ligando y se compone de siete médulos repetidos que se
denominan LDL-A (del inglés, LDL receptor type A). En cada médulo LDL-A se expone una regién
rica en aminoacidos cargados negativamente, como &cido aspartico y acido glutdmico®”. Las
regiones que conectan cada modulo repetido con el siguiente le brindan flexibilidad al dominio de
union, de forma tal de poder acomodar lipoproteinas de distinto tamafio. Por otra parte, el
dominio LDL-A también estd presente en diferente nimero de copias en toda la familia de
receptores de LDL, entre los que también se incluyen las proteinas relacionadas al LDLr (familia
LRP, del inglés LDLr related protein). En el caso del LDLr, el dominio LDL-A reconoce a la
apolipoproteina B de la LDL, que no es una apolipoproteina intercambiable, pero también a la
apolipoproteina E que si lo es. Este reconocimiento implica interacciones entre los residuos
negativos del receptor y los aminoacidos positivos (principalmente Arg y Lis) de las

. . 434,436,437
apolipoproteinas

. Ademas, en el caso del LRP1, la unién de la apolipoproteina E se
favoreceria por la interaccién entre los motivos heparan sulfato que se encuentran en la superficie
de diversos tipos celulares y residuos positivos en dicha apolipoproteina®’**. Dado que la LDL
compitid con el EgAgB por la union a las células y considernado las propiedades estructurales de
las subunidades de EgAgB (cantidad importante de Arg y Lis en su secuencia) y regiones con
potencial electrostatico positivo, se examind la eventual participacion del LDLr o LRP1 en la
interaccién del EgAgB con macréfagos o monocitos. Ademas, como el EgAgB es capaz de unirse a
motivos de heparina®®y se ha establecido la presencia de proteoglicanos (heparan sulfato) en los

macréfagos THP-1 diferenciados con PMA, pero no en los monocitos THP-1**'

, serfa posible que el
EgAgB estableciera contactos con estos motivos sobre la superficie de los macréfagos,
potenciando su interaccién y explicando la mayor capacidad de unién a los macréfagos. Sin
embargo, los resultados de experimentos basados en la unién del EgAgB a macréfagos
inflamatorios peritoneales derivados de ratones LDLrKO no mostraron la participacion del LDLr en
la unién. Por otra parte, el LRP-1 tampoco pareceria ser relevante ya que no observamos
competencia utilizando un exceso de lactoferrina, ligando de alta afinidad para este receptor. Por
otro lado, como no se utilizaron macréfagos THP-1 en los ensayos de competencia con lactoferrina

no se puede descartar que la unién del EgAgB a estas células involucre una interaccion con los
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motivos de heparan sulfato. Para analizar esta posibilidad se podrian realizar ensayos de union

empleando macréfagos THP-1 pre-tratados con heparinasas, como se ha descripto previamente**.

Otros candidatos a unir el EGAgB son los receptores barrenderos o scavenger (SR, revisado por**?)

ya que se ha determinado su capacidad de unir lipoproteinas. Existen varios tipos de SR, que se
clasifican en seis grupos, denominados A, B, D, E, F y G; de acuerdo a su estructura primaria, al
tejido en que se expresan y/o a su posible funcién. En el contexto de la unién a lipoproteinas, los
mas estudiados son los SR de clase A (SR-A) y de clase B (SR-B1y CD36). Dentro de los SR-A, se
encuentran el SR-Al, SR-All, SR-Alll y el receptor MARCO, con dominios de unién al ligando ricos

“4 por su

en colageno y expresion en varios tipos celulares, principalmente en células mieloides
lado, los receptores SR-B incluyen tres miembros, CD36, SR-BI y SR-BII, que poseen un dominio
extracelular altamente glicosilado (relevante para el correcto plegamiento y para la transferencia

#5440 Referente a su expresion, CD36 se presenta tanto en

de colesterol mediada por la HDL
macréfagos como en plaquetas, adipocitos y algunas células epiteliales y endoteliales*’. SR-BI se
expresa en monocitos, macrofagos y células dendriticas, y también se encuentra sobre hepatocitos,
tejido esteroidogénico y glandulas suprarrenales™’. La expresién de SR-A y de CD36 aumenta
durante la diferenciacién de monocitos a macréfagos**®, por lo cual el uso de estos receptores por
el EgAgB podria explicar la mayor union a estas Ultimas. En cuanto a las lipoproteinas que pueden
unir, todos los receptores SR presentan una alta promiscuidad; pero se sabe que los receptores
SR-A unen principalmente LDL modificada (oxidada o acetilada) mientras que los SR-B
lipoproteinas nativas como HDL, LDL y VLDL. Una caracteristica que seria comun entre los ligandos
de estos receptores es la presencia de regiones ricas en cargas negativas, por lo cual las
subunidades de EgAgB podrian cumplir con este requerimiento de acuerdo a los modelos
obtenidos in silico (Figura 6.1). En funcién de los aproximaciones experimentales logradas en este
trabajo, los ensayos de unién competitiva utilizando un exceso acido poli-inosinico, un ligando de
alta afinidad por receptores de clase SR-A, no arrojaron evidencia a favor de la participacion de
ninguno de estos receptores en la union del EgAgB a las células (al menos en experimentos con
monocitos; este resultado podria confirmarse realizando experimentos de competencia con
macréfagos THP-1 y células inflamatorias peritoneales). Con respecto al SR-B1 la HDL es su
principal ligando y compitié por la unién del EgAgB a los monocitos. Ademaés la capacidad del
EgAgB de tomar colesterol de los macréfagos apoyaria su participacion en esta interaccién.
Durante el desarrollo de este trabajo no se utilizaron otras estrategias metodologicas para estudiar
su participacion, como anticuerpos bloqueantes, células deficientes o métodos para regular la
expresion del receptor. Es importante mencionar que este Utimo tipo de estrategia no es sencilla
de llevar a cabo en macréfagos. En base a la colaboracion con el Dr. Julve se dispone actualmente
de la fraccion HDL;, ligando de utilidad para los ensayos de competencia. Por otra parte, el
desarrollo de un ensayo de unidon basado en el uso de una proteina quimérica comercial de SR-B1
(fusionado a la porcién Fc de inmunoglobulina de tipo IgG2 de ratén, R&D Systems) podria aportar
informacion sobre la interaccion del EgAgB con dicho receptor.

Apoyandonos en la constatacion de que el EgAgB tiene el potencial para promover el eflujo de
colesterol a partir de los macréfagos, debemos considerar también la posibilidad de que las
proteinas pertenecientes a la familia de transportadores dependientes de ATP, denominadas ABC
(del inglés ATP-binding cassette) actlen como blancos celulares del EgAgB ya que median el
transporte de colesterol (entre otras moléculas) a través de membranas extra e intracelulares*’ de

450
)

diversos tipos de moléculas (revisado por™”). De hecho, su accidon junto con la del receptor SR-BI
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es esencial para el control del nivel de colesterol en los tejidos periféricos™'. En particular, son los
transportadores ABCA1y ABCGT los implicados en la interaccién con la HDL y el transporte reverso

209,452-459

de colesterol en los macréfagos Existen diferencias en las propiedades de estos

transportadores; el transportador ABCAT interacciona directamente con la apoAl mediante el

reconocimiento de distintos péptidos anfipaticos*****°

, contribuyendo al transporte reverso de
colesterol hacia la apo-Al libre de lipidos. En cambio, el transportador ABCG1 cumple una funcion
similar mediando el eflujo de colesterol hacia las particulas de HDL maduras*?. Por tanto, seria
posible que mas de un receptor pudiera participar en el contacto con el EgAgB segln su
composicion al momento de tomar contacto con la célula. Corresponde mencionar que en un
experimento preliminar de eflujo de colesterol en macréfagos J774 se observd que la presencia de
AMPc tendié a aumentar la remocion de colesterol celular por el EgAgB. Como el AMPc aumenta
la expresién del ABCAT en macréfagos, esto indicaria que este receptor podria estar involucrado.
Estos ensayos requieren repeticiéon y verificar la asociacion del tratamiento con AMPc con el
aumento de la expresion de ABCA-1 en las condiciones experimentales utilizadas (midiendo su
presencia en superficie por citometria de flujo).

La identificacion del receptor es un punto que quedd pendiente en este trabajo. Para
completar los estudios y contribuir a esta identificacion hay varios caminos posibles. Primero,
como ya se menciond, hubiera sido Util realizar experimentos de competencia de la unidén sobre
macréfagos con todos los ligandos utilizados. Para esto es importante tener en cuenta que
durante el Ultimo tiempo se ha esclerecido, tal como se describid en la introduccién, la
heterogeneidad que presenta la poblacion de macrofagos, su origen y propiedades funcionales
varian notoriamente. En este escenario, las estrategias deberian considerar el anélisis sobre
poblaciones residentes o derivadas de reclutamiento de la sangre (por ejemplo LPM y SPM,
respectivamente). El uso de BMDM como células primarias seria una alternativa Util y modelaria a
los macréfagos derivados del reclutamiento desde la sangre. Adicionalmente, para verificar los
resultados en monocitos podrian emplearse monocitos primarios, por ejemplo obtenidos a partir
de sangre periférica.

Respecto a la identificacion del receptor, corresponde mencionar que durante este trabajo se
realizaron ensayos de inmunoprecipitacion a partir de la incubacion del EgAgB-B con extractos de
macréfagos THP-1. Lamentablemente todos fueron infructuosos ya que arrojaron perfiles por SDS-
PAGE muy complejos que no permitieron discriminar el/los interactor/es especificos. Para ahondar
en la identificacion seria Util tomar ventaja de los ensayos de eflujo de colesterol, apuntando a
evaluar la participaciéon de SR-B1 y ABCA1 en la interaccion del EgAgB con los
monocitos/macréfagos. En estos ensayos es posible alterar en forma selectiva el nivel de
expresion/actividad de los mencionados receptores mediante estrategias de sobreexpresion,
utilizando AMPc para la induccién de ABCA1 en J774A., o ligandos del receptor LXR (que regula

. . / . 461
los genes asociados con la biogénesis de HDL*

). En forma complementaria se podria inhibir la
expresion por transfeccion con siRNAs especificos para cada receptor (estos ensayos no son
sencillos porque requieren alcanzar una alta eficiencia de transfeccion para lograr que la inhibicién
se traduzca a nivel funcional). Alternativamente se podria alcanzar una inhibicion por tratamiento
con probucol (ABCAN?, ITX5061 (SR-B1)**® y/o anticuerpos bloqueantes (NB400, anti-SR-B1). Los

ensayos funcionales planteados resultarian mas sensibles e informativos que ensayos de unién.
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Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan el uso de receptores de lipoproteinas por el
EgAgB para tomar colesterol de los macrofagos. Como mencionamos en el capitulo
introductorio, la hidatide de E. granulosus no puede sintetizar colesterol de novo a partir de acetato
o mevalonato, y, por tanto, debe incorporarlo del hospedero. Sin embargo, son escasos los
trabajos de investigacion referentes al tema, y, por tanto, el mecanismo por el cual el parasito
logra captar este lipido esencial sigue sin establecerse. Nuestro trabajo da luz sobre el
metabolismo lipidico de E. granulosus postulando al EQAgB como un componente capaz de
cumplir la funcién de toma y transporte de colesterol a partir de los macréfagos presentes en la
interfaz hospedero-parésito. Los transportadores ABCA, a diferencia de los receptores barrenderos,
no son fagociticos, y no promueven la internalizacion de las apolipoproteinas con las que
interactUan, permitiendo que estas se carguen de ligandos, sefialandolos como mejores
candidatos para la adquisicion de lipidos y su transporte hacia el parasito Finalmente al considerar
el/los receptor/es responsable/s de la interaccién del EgAgB con las células, no debemos perder
de vista las funciones inflamatorias e inmunomoduladoras observadas para las preparaciones. El
uso de receptores para lipoproteinas no iria en contra de estas actividades. En particular, se ha
documentado que la interaccién de las apolipoproteinas con SR-B1y ABCAT dispara diversas vias

464-466

de sefializacion en los macréfagos con potencial anti-inflamatorio . Este mecanismo se amplia

més adelante en el marco de las funciones inmunomoduladoras del EgAgB.

Finalmente, los estudios mostraron que el EgAgB se uniria a las células por otro receptor y los
ensayos funcionales sugieren que podria ser el TLR4, como se discute mas adelante.

6.4. Avances en las propiedades biol6gicas del EgAgB

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo mostraron efectos antagénicos de las
preparaciones de EgAgB sobre monocitos y macréfagos, tanto in vitro como in vivo. Si bien el
EgAgB fue capaz de activar per se estas células innatas, induciendo efectos de tipo pro-
inflamatorio, redujo la activacion inducida por el LPS, incluyendo principalmente la produccién de
mediadores pro-inflamatorios (tanto en cultivos celulares como in vivo) y, en menor medida, la
expresion de moléculas involucradas en la presentacion del antigeno a linfocitos T (sélo en los
experimentos in vivo). En esta seccidn, en base a la bibliografia reciente, se discuten los
mecanismos que podrian explicar estos efectos encontrados.

6.4.1. Sobre los efectos pro-inflamatorios observados en las preparaciones del EgAgB

En primer lugar es importante remarcar que en esta tesis comprobamos que, a pesar de que el
proceso de purificacion del EgAgB se realizd bajo condiciones que redujeron la posibilidad de
contaminacion bacteriana (uso de antibidticos en todas las soluciones) y el arrastre de pirdgenos
(uso de agua apirégena en todas las soluciones amortiguadoras), fue necesario sumar, a los pasos
iniciales de fraccionamiento, un paso final de cromatografia de inmunoafinidad para obtener
preparaciones de EgAgB nativo (EgAgBp) con bajos niveles de LPS, que variaron entre 0.09 y 0.02
ng LPS/ug de proteina. De acuerdo con la bibliografia®* y con la sensibilidad obtenida en nuestros
ensayos, estos niveles permitian abordar los estudios propuestos trabajando a concentraciones
entre 1y 10 pg/mL de EgAgB, dependiendo de la preparacién, pero no descartar la posibilidad de
que los efectos pro-inflamatorios observados a concentraciones mayores a 1 ug/ml sean producto,
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total o parcialmente, de la presencia de LPS. De hecho, una concentraciéon de 20 uyg/mL de EgAgBe
indujo la secrecion de IL-1B y mostré una tendencia al aumento en la secrecién de IL-6, aunque
ésta no alcanzé la significancia estadistica. En base a estos resultados, en los ensayos con
macréfagos THP-1y BMDM se trabajé con concentraciones de EgAgB; de hasta 10 ug/mL que no
promovieron per se niveles significativos de citoquinas pro-inflamatorias. Ademas todas las
preparaciones utilizadas en los ensayos in vitro en in vivo mostraron valores de los indices para IL-
1B e IL-6 concordantes con niveles de LPS menores a 0.09 ng/ug de proteina (estos indicadores
que se consideraron adecuados también para controlar la presencia de otros PAMPs o DAMPs).
Por otra parte, la rEgAgB8/1 (subunidad con mayor representacion en la particula nativa) se
comportd en forma similar al EQAgB» en los cultivos de macréfagos. Ademas, pese a ser producida
en un sistema libre de LPS, mostrd contener niveles de LPS similares a los determinados para el
EgAgBp, lo cual también podria explicar sus efectos pro-inflamatorios (induccién de IL-18 en THP-1
a 20 pg/mL y tendencia al aumento de IL-13 en THP-1y de IL-12p40 en BMDM a 10 ug/mL). De
todas formas, llamo la atencién que los niveles de LPS detectados en las preparaciones del EgAgB
nativo y rEgAgB8/1 (menores a 0.1 ng/ ug de proteina) indujeran cierta activacion de los
macréfagos a 20 pg/mL, cuando paralelamente se observd que las preparaciones de EgAgB
provocaron una clara y fuerte inhibicion sobre los efectos inducidos por concentraciones mas altas
de LPS (10 ng/mL, Figura 5.12). Estos resultados contrastantes sugieren que parte de la actividad
proinflamatoria de las preparaciones podria ser inducida por el EQAgB per se y/o por complejos de
EgAgB-LPS.

Los efectos pro-inflamatorios de las preparaciones de EgAgB nativo y rEgAgB8/1 se hicieron mas
evidentes en los ensayos in vivo, donde se administraron por via intraperitoneal a una dosis de 50
Hg/raton. Se observd que ambas formas del EgAgB promovieron per se un reclutamiento celular
méas rapido y de mayor magnitud que el LPS, el cual se sostuvo durante 24 horas. Este
reclutamiento se asocié a la infiltracién de células compatibles con neutrédfilos y monocitos
inflamatorios, (dentro de éstos principalmente los monocitos Ly6C* *"MHC-II" y Ly6C"MCH-II").
Ademas, ambas preparaciones de EgAgB provocaron un descenso en la poblacion de los
macréfagos residentes LPM, fenémeno observado cuando se inyecta un estimulo inflamatorio®® y
que se evidencié al inocular LPS. En contraste con el reclutamiento celular, que fue mas intenso
que para el LPS a corto plazo (4 horas p.e.), la desaparicion de los macréfagos residentes inducida
por el EgAgB nativo, pero no por el rEgAgB8/1, fue de menor magnitud que la provocada por el
LPS. Adicionalmente, se observd la induccion de la expresion de MHC-II y de las moléculas co-
estimuladoras por el EgAgB/rEgAgB8/1 en algunas poblaciones celulares. Todos estos efectos de
tipo pro-inflamatorio podrian ser consecuencia de la presencia de los mencionados niveles de LPS
en las preparaciones. Sin embargo, algunos resultados obtenidos no parecen estar de acuerdo con
esta posibilidad. Primero se observaron dinamicas poblacionales diferenciales (resumidas en la
Figura 5.41) tras la inoculacion de EgAgB y de LPS, con reclutamiento mas rapido de neutréfilos y
monocitos Ly6C""MHC-II" por el EgAgB que se hicieron evidentes con la estimulacién con LPS
recién a las 24 horas p.e.. Como la méxima cantidad de LPS que pudo ser inyectado junto con las
preparaciones seria del orden de 5 ng, parece dificil que esto explicara el mayor reclutamiento
inducido por el EgAgB en relacion al obtenido por la dosis de LPS de 15 pg (3000 veces mayor).
Mas aun, dado que el EgAgB mostrd capacidad de modular algunos parametros de la respuesta
inducida por LPS in vivo, como ser la secrecidn de las citoquinas IL-6 e IL-12p40, se esperaria que
logre contrarrestar también aquellos generados por las pequefas cantidades de LPS presente en

las preparaciones. Por otra parte llama la atencién que el EgAgB haya provocado mayor infiltracion
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celular en el peritoneo, pero menor secrecion de citoquinas (IL-6 e IL-12p40) que la administracién
de cantidades mayores (15 pg) de LPS en la cavidad peritoneal. Seria esperable que el
reclutamiento y activacién celular correlacionaran con aumento de citoquinas vasoactivas y
quimiotacticas que resultan claves para la promocion de una respuesta inflamatoria. Por tanto,
estas inconsistencias sugieren que los efectos pro-inflamatorios en las preparaciones de EgAgB
son producto de una actividad intrinseca o la presencia de complejos EgAgB-LPS que actuan
sobre los macréfagos y/o otras poblaciones peritoneales.

Corresponde mencionar que se buscd evidencia de la participacién de trazas de LPS en la
actividad pro-inflamatoria del EQAgB observada in vitro mediante el tratamiento con polimixina B,
un péptido capaz de unir y bloquear la actividad del LPS. En estos ensayos no hubo reduccién de
la secrecion de IL-18 inducida por el EgAgB en macréfagos THP-1, en concordancia con
experimentos utilizando células dendriticas derivadas de médula ésea de ratén (BMDCs, por sus
siglas en inglés, informe de pasaje de maestria a doctorado de Soffa Lagos). Esto indicaria que la
actividad proinflamatoria del EgAgB no se debe a la presencia de LPS. Sin embargo, en paralelo
observamos que la forma nativa (y posiblemente también el rEgAgB8/1) es capaz de unirse
fuertemente a matrices de agarosa-PB, por lo que no se puede descartar que el EQAgB compitiera
con el LPS por la unién a la PB impidiendo observar el efecto inhibidor. Por otra parte, la similitud
que mostrd el EgAgB con el LPS planted la posibilidad de que también lo mimetice en el ensayo
LAL, basado en la actividad del lipido A de producir la coagulacion de la hemolinfa de L.

polyphemus’®

. Vale la pena considerar que las concentraciones a las cuales se ensayé el EgAgB
(Mg/mL) fueron muy superiores a la concentracion minima de LPS que induce actividad (0.003
ng/ml). Interferencias de lipoproteinas plasmaticas en el LAL se han observado en ambos sentidos.
Por un lado se describi® que la presencia de lipidos aumenta su sensibilidad en la deteccion de
LPS pero también que concentraciones altas de triglicéridos, quilomicrones y VLDL directamente
pueden dar resultados positivos®® (aunque la ausencia de LPS en las preparaciones de
lipoproteinas podria ser cuestionable). Adicionalmente, la deteccion de endotoxinas por LAL puede

verse inhibida por componentes que unan el LPS (como la PB) **/

. Bajo estas consideraciones, no
puede descartarse que el EgAgB interfiera con el ensayo LAL o conduzca a un resultado falso

positivo.

Con respecto al efecto proinflamatorio de las preparaciones observado in vivo, cabe mencionar
que si bien la identificacion de los neutréfilos se basd en su complejidad celular y marcadores
fenotipicos ampliamente aceptados (CD19°F480 Gr-1""), bajo esta definicion podrian co-existir
diferentes fenotipos/tipos celulares. Esto es porque las células mieloides supresoras (MDSC, por
sus siglas en inglés myeloid-derived suppressor cells) también expresan Gr-1 en superficie (Gr-1") y
podrian haber quedado incluidas en la misma region (gate). Se trata de una poblacién celular
heterogénea a nivel morfolégico, fenotipico y funcional pero relacionada con actividades

471,472 473
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. Las MDSC consisten en dos
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Inmunosupresoras -, incluso reportadas en infecciones para5|tar|as
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(y revisado por
particularmente en la infeccion crénica por E. granulosus
grandes grupos de células denominadas PMN-MDSC (granulociticas o polimorfonucleares) y M-
MDSC (monociticas) que son fenotipica y morfolégicamente similares a los neutréfilos y
monocitos, respectivamente. En el humano, las PMN-MDSC se han descrito como células
CD11b*CD15"HLA-DR" CD66b " y las M-MDSC como CD11b*CD14"CD33"HLA-DR™" mientras que
sus contrapartes en el ratén se definieron como células CD11b Ly6G Ly6C "y CD11b*Ly6G Ly6C*™,
respectivamente. Sin embargo, estos marcadores también se expresan en subconjuntos de
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monocitos y neutréfilos, asi como en linajes de precursores hematopoyéticos mas amplios*’®
limitando las posibilidades de identificacion por criterios fenotipicos solamente. De hecho, su
definicion continua siendo investigada activamente'®*. Se han propuesto marcadores adicionales
como LOX-1y S100A9 para refinar la identificacion de PMN-MDSC y M-MDSC en humanos®”, pero
la gran heterogeneidad dentro de las MDSC*”® ha complejizado su definicién. Por otra parte, la
naturaleza inmunosupresora que las caracteriza se ha utilizado como complemento para alcanzar
una identificacion, pero tampoco las distingue de las células mieloides convencionales con
funciones inmunorreguladoras durante la inflamacion. En este escenario, la identificacion de las
MDSC requiere un analisis multiple, incluyendo sus vias de desarrollo, la expresion de moléculas de
superficie, genes marcadores estables e inducibles y la especializacion funcional™. Asi, a futuro
seria interesante estudiar si la poblacién Gr-1" reclutada rapidamente por el EgAgB adquiere
propiedades inmunosupresoras (tipo MDSC) que pudieran contribuir a modular la respuesta
inducida por el LPS, particularmente la regulacién observada sobre la secrecién de citoquinas
(disminucién de IL-6 e IL-12p40 y aumento de IL-10). Tomando en cuenta lo descripto por
Gabrilovich*’®, el marcado de superficie para CD11b e intracelular para iNOS, COX2, IDO, TGF-B e

IL-10 podria ser informativo con el objetivo de identificar la presencia de MDSC*"®

en aquellas
células Gr-1". Recientemente se han identificado factores encargados de impulsar fenotipos
mieloides inmunosupresores sobre una variedad de células mieloides en respuesta a sefiales del
microambiente tumoral. Por ejemplo, la quinasa reguladora GCN2 sesga los linajes mieloides,

0 De manera

incluidos los macrofagos diferenciados, hacia un fenotipo mas inmunosupresor
similar, se ha reportado que el regulador epigenético TET2, que media la desmetilacion del ADN,
se regula positivamente en las células mieloides en respuesta a la sefializacion a través del receptor
de interleuquina-1 (IL-1R) para impulsar un fenotipo inmunosupresor tanto en macréfagos como
en MDSC®'. Por tanto, estos datos muestran que los programas inmunosupresores abarcan
amplios cambios metabdlicos y epigenéticos en poblaciones celulares que no son especificamente
"MDSC". En este escenario, las MDSC podrian entenderse como fenotipos adquiridos por diversos
tipos de células mieloides en respuesta a sefiales especificas del tejido y factores inflamatorios, mas
que como poblaciones discretas, diferenciables del resto. De hecho, ha surgido una vision
emergente de las MDSC como una faceta de la hematopoyesis de emergencia, que trabaja sobre
la heterogeneidad y la plasticidad de las células mieloides en su conjunto, para promover
fenotipos supresores. Esta vision también considera la fuerte influencia del microambiente tisular,
las sefiales inflamatorias proximales y la inmunidad entrenada o la memoria innata en el
establecimiento de estados supresores'*”.

A la luz de los resultados obtenidos, una mejor comprension de los efectos pro-inflamatorios
del EgAgB observados in vivo requiere experimentos adicionales. Por un lado, seria importante
analizar el efecto de la dosis EgAgB sobre la respuesta pro-inflamatoria (minimizando el posible
aporte de LPS) y realizar una caracterizacién mas profunda de las poblaciones celulares y los
mediadores solubles presentes en cavidad peritoneal. El marcado intracelular de citoquinas podria
ser una buena forma de detectar su presencia dado que no siempre alcanzan niveles detectables
por ELISA (por ejemplo IL-1B). Esto haria posible al mismo tiempo identificar la/s poblacion/es
celular/es productora/s de las citoquinas. El uso de herramientas moleculares (analisis
transcriptémico) podria brindar informacién valiosa pero no permitiria la distincién de la poblacién
celular responsable de la produccién de los mediadores inflamatorios. Ademas, como se mencioné
en la Ultima parte de la seccidon Resultados, la presencia y cuantificacion de citoquinas relacionadas
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con el reclutamiento celular y su atraccién hacia los sitios de accion, como IL-18 y TNF-a o IL-8 y
MCP-1, respectivamente aportaria informacion Util para comprender los efectos observados.

Respecto al mecanismo involucrado en la actividad pro-inflamatoria del EgAgB, Sofia Lagos en su
trabajo de maestria observé que el EgAgB nativo y el rEgAgB8/1 indujeron un aumento de IL-6 e
IL-12p40 en BMDCs que se vieron reducidos por el uso de un inhibidor de la sefializacién de TLR4
(TAK-242) o utilizando BMDC deficientes en TLR4, indicando que estos efectos dependen en gran
medida del receptor TLR4. Tal informacion sugiere que la interaccién con el TLR4 del LPS, EgAgB,
o complejos EgAgB-LPS presentes en las preparaciones podria activar vias de sefializacién
intracelular ligadas a este receptor. La activacion tendria como consecuencia la sintesis de
mediadores pro-inflamatorios, aunque no necesariamente iguales en sus caracteristicas e
intensidad a los gatillados sélo por el LP, visualizado mas claramente en los experimentos in vivo.
Si bien estos resultados no fueron confirmados en macréfagos, una hipdtesis razonable es que el
EgAgB una en forma estable el LPS, y los complejos EgAgB-LPS formados medien sefiales de
activacion via TLR4 en BMDM, ademas de en BMDCs. Lamentablemente los intentos de evaluar la
interaccién del EgAgB con el CD14 y TLR4 en esta tesis no fueron fructiferos debido a que los
anticuerpos adquiridos produjeron sefiales de fluorescencia muy bajas (CD14) o directamente nulas
(TRL4) en relacion a los respectivos controles, dificultando la evaluacion de los posibles efectos
sobre la expresion de dichas moléculas en presencia de EgAgB y LPS (Material Suplementario S5.7).

En suma, la informacién generada no permite concluir sobre el origen de la actividad pro-
inflamatoria observada en las preparaciones de EgAgB. La presencia de trazas de LPS, que no son
removidas luego de sucesivos pasos de purificacion (incluyendo cromatografia de inmunoafinidad)
no parece explicar la magnitud de las respuestas observadas in vitro e in vivo. Esto sugiere el
establecimiento de interacciones estables entre el EgAgB y el LPS que expliquen la retencion o
secuestro del LPS por el EgAgB, con consecuencias a nivel de las interacciones que ambas
macromoléculas establecen con las células. La hipdtesis de la formacién de complejos estables
entre el LPS y el EQAgB se discute a continuacion.

6.4.2. Sobre la interaccion del EgAgB con el LPS

Varias evidencias experimentales apoyan la idea de que el EgAgB une en forma estable al LPS. En
primer lugar, se detectaron niveles similares (del mismo orden) de LPS en las preparaciones de
EgAgB nativo y rEgAgB8/1, indicando que la presencia de LPS no puede atribuirse al material
parasitario de partida, sino que es probable que derive de la retencién de cantidades traza que
probablemente estan presentes a lo largo del proceso de purificacién. Segundo, las preparaciones
de EgAgB se obtuvieron luego de varios pasos de purificacion, incluyendo cromatografias de
intercambio idnico e inmunoafinidad que utilizan pasos de eluciéon basados en la aplicacién de
condiciones disociantes con alta concentraciéon salina y pH &cido. Por tanto, de estas
observaciones se desprende que el LPS debe de tener una buena afinidad por el EgAgB para
mantenerse unido aun bajo estas condiciones disociativas. Tercero, en experimentos de
competencia por la unién a los macréfagos, se observd que el EgAgB fue capaz de inhibir la unién
del LPS preferentemente cuando se co-incubd o se agregé antes del LPS, siendo mucho menor la
inhibicion cuando se agregd luego del LPS, y perdiéndose el efecto cuando el EgAgB se incubd y
se elimind de la fase soluble por centrifugacién antes del agregado del LPS. Este Ultimo resultado
proviene de un Unico experimento por lo cual requiere verificacion. En cualquier caso, los
resultados sugieren que el EgAgB es capaz de inhibir la unién del LPS a los macréfagos.
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Ademas el hecho que la inhibicién més eficiente ocurrié cuando el EQAgB se pre- o co-incubd con
el LPS, hace suponer que compite desde la fase soluble por la unién a los receptores celulares.

En concordancia con la idea de que el EgAgB una al LPS, existen varios reportes sobre la capacidad
de las lipoproteinas humanas de unir esta endotoxina. Por un lado, se ha reportado que, ademas
de su capacidad para transferir el LPS a CD14, la LBP también puede transferir el LPS a las
lipoproteinas. La LBP se encuentra fisicamente asociada con lipoproteinas en el plasma y este

82 Primero, existe

complejo podria desempefiar un papel importante en la neutralizacién del LPS
evidencia de que la LBP en asociacion con LDL y VLDL mejora fuertemente la capacidad de estas
lipoproteinas para unirse a LPS y que ambos componentes cooperan en la reduccién de las
propiedades tdxicas generadas por esta endotoxina®®. Segundo, se observd que el suero de
pacientes sépticos contenia niveles aumentados de LBP y un espectro de lipoproteinas
marcadamente alterado, donde la mayoria de la LBP estaba asociada a LDL y VLDL, sugiriendo un
papel crucial para los complejos LBP-LDL/VLDL circulantes en la eliminacion del LPS*™. Mas
recientemente, un conjunto importante de datos muestra que el LPS se une preferentemente a las

484,485 %) La HDL mostré una

particulas de HDL en relacion con otras lipoproteinas y revisado por
mayor capacidad de union del LPS y evidencié saturacién a concentraciones de 200 ug/ml,
condicién que no fue alcanzada por la VLDL o LDL*”. En linea con estas observaciones, ratones
transgénicos que expresan la Apo A-l humana exhiben menores niveles de citoquinas tras la
inyeccién de LPS en comparacion con los ratones control*®’. La interaccion entre el LPS y la HDL es

facilitada por la LBP y otras proteinas capaces de transferir lipidos*®**®

.y el lipido A parece ser la
regién clave en esta interaccién, aunque los mecanismos subyacentes a la asociacion entre el LPS y
la HDL siguen sin esclarecerse completamente®®. En la neutralizacién, la LBP formaria un complejo
con CD4 y el LPS, favoreciendo luego la unién del LPS a las particulas de HDL**
por491,492

que a diferencia de la HDL,, secuestra el LPS de forma eficiente impidiendo su unién al TLR4

(y revisado

). Finalmente se describié que el intestino produce la subespecie de HDL llamada HDL;*",

presente en los macrofagos hepaticos. Considerando el tamafio de las particulas, el EGQAgB tiene

mas similitud con la HDL3 que con la HDL, "

y Figura 5.9), por lo cual, si el tamafio es un factor
importante para el establecimiento de las interacciones entre estas lipoproteinas y el LPS, el EGAgB
cumplirfa con este requisito. La neutralizaciéon de este PAMP bacteriano derivado del intestino
a nivel del higado resultaria relevante considerando que es uno de los érganos principales de
establecimiento de la hidatide y es una idea novedosa no planteada para ninguna HLBP hasta
el momento. Para confirmar la capacidad del EgAgB de unir LPS es necesario evaluar de forma
directa esta interaccion. Durante este trabajo se tomd ventaja de la herramienta de DLS; los
resultados no fueron facilmente interpretables pero arrojaron la idea de que el LPS podria ser
incorporado a la particula de EgAgB, probablemente sin modificar significativamente el volumen
de la particula (Figura 5.21). De todas maneras es necesario confirmar esta interaccion, por ejemplo
inmovilizando a cualquiera de ellos sobre placas de ELISA y revelando la unién con ligandos

marcados (ensayos de este tipo se han realizado para la HDL;*'

). Adicionalmente podrian llevarse
e cabo ensayos de adsorcion del LPS al EgAgB, evaluando pre y post-adsorcion si disminuye su
potencial de estimular macréfagos. Otra alternativa es el analisis por interaccion de resonancia de

plasmones de superficie (biacore).

6.4.2. Efectos moduladores del EQAgB sobre células innatas

En los estudios realizados en esta tesis observamos que varios parametros inflamatorios

(citoquinas pro-inflamatorias, nitrito, moléculas co-estimuladoras y presentadoras de
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antigeno) fueron regulados por el EQAgB en presencia de agonistas de TLRs (in vitro y/o in
vivo). En particular, en ensayos utilizando LPS el EgAgB y rEgAgB8/1 mostraron efectos inhibitorios
sobre los niveles de IL-18 e IL-6 en macréfagos, que como se comentd podria asociarse a la
neutralizacion del LPS o a una activacion ineficiente del TLR4, considerando que por si solo el
EgAgB no indujo niveles significativos de IL-1B e IL-6 a las concentraciones ensayadas. En
contraste, el EgAgB aumentd los niveles de IL-1B e IL-6 inducidos por Pam3CSK4 y Poly (I:Q),
agonistas de los receptores TLR1/TLR2 y TLR3, respectivamente. La potenciacién de estas
respuestas podria explicarse si el EgAgB fuera capaz de sefializar a través de otro PRR que
reforzara las vias de activacion inflamatorias, como por ejemplo el TLR4. La eventual activacion de
este receptor por el EQAgB podria potenciar los efectos del Pam3CSK4 al reforzar la sefializacion
de la via TIRAP/MyD88 e inducir la via TRIF/TRAM, que no se encenderia en presencia del
Pam3CSK4™™. En el caso del Poly (1:C) la activacidn del TLR4 por el EgAgB sumaria a la sefializacion
por la via TRIF/TRAM inducida por este agonista y promoveria el encendido de la via TIRAP/MyD88
(Figura 6.1). Por otro lado, el efecto potenciador podria ser consecuencia de la interaccion entre la
particula de EgAgB y los agonistas facilitando el reconocimiento por sus correspondientes
receptores. En este sentido, el EgAgB funcionaria como un carrier o transportador del ligando, que
en el caso del Poly (I:C) contruibuiria a su endocitosis y posterior asociaciéon con TLR3, receptor de
localizacidon endosomal.

TLR2 TLR4 MD-2

Endosoma

< IKKa -, IKKBY%

NF-xB (] ) NEBL] < OlRrs

___________ / TRAF6 \
o RIP1 %
specifico de pDCs * . NEMO/IKK l

C OIRF7

IRF7 : v IRF3
@ > NFxB[ [ NF-KB[]:]%J:
| IFN-a/B | | Citoquinas proinflamatorias | | IFN-B |

Figura 6.1. Vias de sefializacién a través de los TLR. Las vias de sefalizacion de los TLR consisten en dos
principales cascadas segun los adaptadores que contienen el dominio TIR, como MyD88 y TRIF. MyD88 media
la activacion de NF-kB y la subsiguiente induccion de genes de citoquinas inflamatorias a través de todos TLR
excepto TLR3. TRIF media la activacién de IRF3 y NF-kB dependiente de TLR3 y TLR4, y posterior induccién de
IFN-B. En células dendriticas plasmacitoides (pDC), MyD88 también es responsable de la activacion de IRF7

dependiente de TLR7 y TLRI que conduce a la induccién de IFN-a/B. Adaptado de®*.
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A continuacion se discuten los efectos moduladores del EQAgB sobre la respuesta inducida por el
LPS que son los que fueron analizados en mayor profundidad.

6.4.2.1. Modulacién de las respuestas inducidas por LPS

EL LPS es un agonista de PRRs que ha sido y sigue siendo tomado como modelo para el analisis de
mecanismos de modulacién de la inflamacién por componentes de diverso origen, incluyendo
parasitos. Estrictamente, no pareceria ser el componente o motivo molecular 6ptimo para analizar
dichos efectos, considerando que no es un PAMP presente en parasitos sino en bacterias gram-
negativas. De hecho, en el marco de una infeccién por un cestodo no seria esperable la exposicion
ni secrecién de motivos similares al LPS bacteriano. En este trabajo comenzamos utilizando LPS
como modelo por los antecedentes sobre activacion y modulacion del EgAgB y pensando que
DAMPs generados como consecuencia de la infeccién pueden ser reconocidos por el TLR4 (como
por ejemplo hialuronano*®). Méas recientemente, y a la luz de la posible interaccion entre el LPS y
las lipoproteinas, pensamos que este agonista es un protagonista importante en el higado. De
hecho, la vena porta recoge el drenaje venoso del intestino, transportando al higado nutrientes,
metabolitos y componentes de origen propio asi como derivados de la microbiota®®. Por tal
motivo, este érgano cuenta con mecanismos de tolerancia frente a PAMPs provenientes del
intestino que inhiben la activacion y actividad pro-inflamatoria de sus células, y el LPS no es la
excepcion®®.

En este trabajo encontramos varios efectos moduladores del EgAgB sobre células mieloides.
El anélisis utilizando macréfagos humanos y murinos mostré que el EgAgB nativo y recombinante
provocd una fuerte disminucién de las respuestas inducidas por LPS a nivel de la secreciéon de
citoquinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6) y reguladoras de la activacion celular (IFN-( e IL-12p40),
asi como también de la sintesis de NO- (Figuras 5.12, 5.16 y 5.17). La modulacion de la respuesta de
IL-6 e IL-12p40 a la estimulacion con LPS también se observd in vivo, y en este caso parecid
acompanfarse de una potenciacion de la IL-10 (Figura 5.23). Por otra parte, el EQAgB nativo, pese a
inducir per se reclutamiento y activacion celular in vivo, modulé la respuesta inducida por el LPS en
términos de CD86 y CD40 en los macréfagos SPM (Figura 5.27) y de MHC-Il en macréfagos LPM y
monocitos Ly6C*" (Figura 525 y 533, respectivamente). Estos Ultimos efectos, fueron
minimamente reproducidos por rEgAgB8/1 (Figuras 5.26, 5.28 y 5.34). La capacidad del EgAgB de
modular in vivo la expresiéon de moléculas co-estimuladoras/presentadoras es un aporte a la
comprension de sus propiedades ya que hasta el momento esta propiedad sélo se habia
reportado empleando DCs y el LPS como estimulo in vitro™. En dicho estudio, ademas, observaron
que el EgAgB interfirid con la diferenciacion de monocitos a DCs y sobre DCs maduras inhibio los
niveles de IL-6 e IL-12p70 y potencié la IL-10 en respuesta al LPS. Los efectos inmunomoduladores
del EgAgB observados en esta tesis corresponden a la particula nativa mientras que los
antecedentes mencionados utilizaron preparaciones desnaturalizadas, lo cual sugiere que la
porcidon proteica vuelve a adoptar una conformacion funcionalmente activa tras la
desnaturalizacion. En base a que rEgAgB8/1 reprodujo varios de los efectos moduladores de la
particula nativa (principalmente sobre las citoquinas y el NO-), EgAgB8/1 seria un
componente proteico relevante en estas actividades. Mas aun, la porcion lipidica del EQAgB
nativo por si misma contribuiria, al menos en parte, a los efectos moduladores observados
(Figura 5.13) y no sélo a la exposicién de las subunidades proteicas en la lipoproteina y la
generacién de entornos favorables para su interaccion con las células (Capitulo 4 de Resultados).
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Considerando la composicion lipidica diferencial entre las formas nativa y recombinante, y el
espectro restringido descripto para esta Ultima, cobra interés la comparacion de los efectos
moduladores de ambas porciones lipidicas.

En cuanto a los mecanismos asociados a la modulacién, como resultado de este trabajo surge la
hipétesis que el EGAgB une al LPS en el medio extracelular, secuestrandolo y neutralizando su
accion sobre las células, lo cual protegeria al parasito de la inflamacion y sus efectos nocivos. En el
contexto de la infeccién natural, esta neutralizacion reproduciria el mecanismo fisiologico por el
cual la HDL; producida a nivel intestinal protege al higado de la inflamacion y la fibrosis
(observaciones en una variedad de modelos murinos de lesién hepética461). En el caso de la HDL
esta funcién no es despreciable; de hecho, la administracién de un farmaco oral dirigido al factor
de transcripcion del receptor X del higado (LXR), el principal regulador de los genes asociados con
la biogénesis de HDL, elevé los niveles de HDL entérica y protegid a los ratones de la patologia

hepatica®®'

. Adicionalmente, esta proteccion se perdio si los ratones no expresaban HDL de origen
entérico. Corresponde mencionar que el papel barrendero extracelular de la HDL se extenderia a
otros PAMPs bacterianos. Por ejemplo, el acido lipoteicoico (LTA) presente en las bacterias gram
positivas, también es capaz de asociarse con lipoproteinas de forma muy similar al LPS (revisado

486) d 495

por~) y aparentemente con mayor afinidad™”. Ademas, en concordancia con la idea de la

neutralizacion de PAMPs, se ha demostrado que la HDL puede inhibir la activacidon de macréfagos

en cultivo inducida por LPS o LTA**

. No conocemos qué concentracién puede alcanzar el EgAgB
en el tejido que rodea a la hidatide, ni como puede variar a lo largo de la infeccién, pero es
altamente probable que sea inferior (2 6rdenes de magnitud) a la HDL; en el higado (estimamos 1
orden de magnitud menor que en el plasma®®).

Si la neutralizaciéon del LPS por el EGAgB explicara el conjunto de los efectos observados, deberian
afectarse todas las respuestas derivadas de la activacion del TLR4/MD2, tanto por la via
MyD88/TIRAP como por la via de TRIF/TRAM (asociada a la endocitosis de este receptor, Figura 6.1
A). Dentro de las consecuencias de la activacion del TLR4, la via MyD88/TIRAP induce la expresion
de IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, TNF-o y de la NOS2, principalmente a través de la activacion
de NF-kB, mientras que la via TRIF/TRAM activa el factor regulador IRF3, esencial para la expresion
de IFN-B y potenciacion de la produccién de NO- asi como también refuerza de forma retardada la
activacion de NF-kB para la sintesis y liberacion de los mediadores inflamatorios mencionados***”
*% Considerando los resultados obtenidos en este trabajo, el EgAgB redujo los niveles de
citoquinas (IL-6, IL-1B*®, IL-12p40) y de NO- inducidos por LPS en macroafsgos por lo que en
principio las dos vias de activacion mencionadas podrian estar siendo afectadas, dado que ambas
activan NF-kB (aunque MyD88/TIRAP seria mas relevante en la induccidon de las citoquinas).
Ademas, la inhibicion de la secrecion de IFN-B observada en THP-1, lleva a postular que en estos

macréfagos el EgAgB interfiere sobre la via de TRIF/TRAM. Si esto se cumpliera también en las

" Los efectos sobre la IL-1B se detectaron solamente en macrofagos THP-1. La secrecion de esta citoquina
requiere la maduracion de la proteina mediada por la activacion de la caspasa-1 dependiente del
inflamasoma. A diferencia de lo que sucede en las BMDM, en las THP-1 no es necesaria la estimulacion con
agonistas de NLRs ademas del LPS para lograr esta maduracion; aunque el mecanismo molecular involucrado
sigue siendo un tema de debate.
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BMDM, la disminucion en la produccion de IFN- también podria contribuir a la menor produccion
de NO- registrada. Por tanto, la neutralizacién podria explicar el conjunto de estas observaciones.
En contraste, la neutralizacion del LPS por el EQAgB no explicaria la ausencia de modulacion de la
expresion de las moléculas coestimuladoras CD86 y CD40 inducida por el LPS, ya que su expresion
depende de NF-kB y es notoriamente amplificada en los macréfagos por la via
TRIF/TRAM?*>3374%8300  qa forma dependiente de la activacion de STAT1 por IFN-B (efecto

L. 503
autocrino)™.

Esto sugiere la existencia de algin mecanismo adicional al neutralizante y
compensatorio (sefializacion por otro receptor no identificado, Figura 6.1 D) que enmascare la
pérdida de sefalizacién por la via TRIF/TRAM. Similarmente en BMDCs, Soffa Lagos observé que
las preparaciones de EgAgB poseen un fuerte efecto inhibitorio sobre la secreciéon inducida por
LPS de citoquinas mayormente dependientes de la via MyD88/TIRAP (IL-6 e IL-12p40) como de la
via de TRIF/TRAM (IFN-B), pero no una clara modulacion de la expresion CD86 y CD40. En estas
células también se observd que el EgAgB provocd una reduccion parcial de la
dimerizacién/endocitosis del TLR4 mediada por LPS, que inhibiria la sefializacion, compatible con
la hipdtesis del efecto neutralizante que proponemos que ocurre en los macréfagos. Los
complejos EgAgB-LPS generados como consecuencia de la neutralizaciébn serian pobres
activadores del TLR4 (Figura 6.1 B) y no se puede descartar que promuevan algun efecto pro-
inflamatorio per se sobre las células. Una hipotesis alternativa es que la formacidén de estos
complejos conduzca a una mas rapida internalizacion del TLR4, disminuyendo la activacion de NF-
kB inducida por el LPS, y por tanto la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias y la generacion de

NO-. Un mecanismo de este tipo ha sido descripto para la anexina 2°°*.

Aln cuando se determine que el EgAgB, al igual que otras lipoproteinas plasmaticas, puede unir
LPS ciertos efectos inmunomoduladores no parecerian explicarse por su papel como barrendero
soluble. En particular, no se explicarian los efectos inhibitorios del EgAgB sobre la quimiotaxis de
neutréfilos dirigida por C5a/PFA™ y de monocitos por MCP-1/CCL-2°" ya que estos péptidos
quimioatrayentes no comparten en principio las caracteristicas de los ligandos hidrofobicos del
EgAgB. En el caso del efecto inhibitorio sobre el estallido respiratorio de neutrdfilos
precondicionados con PAF y estimulados con PMA™, no se podria descartar el secuestro del PMA
si se une al EgAgB a través de su cadena carbonada. Los efectos moduladores que no son
claramente asociados al posible papel como molécula barrendera, podrian ser consecuencia
de la interaccion con otros receptores celulares lo cual se apoya en la capacidad de unién
especifica a monocitos y macréfagos. En particular estos receptores podrian estar asociados al
eflujo de colesterol mediado por el EgAgB (nativo y recombinante), de acuerdo a los resultados
obtenidos en macréfagos THP-1 y J774. La remocion de colesterol celular podria afectar la
composicion de las balsas lipidicas (ensamblajes de esfingolipidos saturados, colesterol vy
proteinas®’) que conforman plataformas con relevancia funcional a nivel del trafico de membrana y

" Las balsas lipidicas o lipid rafts se ensamblan preferencialmente por interacciones entre el colesterol y las
cadenas acilo largas y saturadas de los esfingolipidos, y también por la capacidad de los esfingolipidos para
establecer enlaces de hidrogeno intermoleculares®™® ', La composicidn de la membrana plasmatica es mucho
méas compleja y multiforme ya que las interacciones lipido-lipido, lipido-proteina y proteina-proteina también
participan en la formaciéon de estos dominios, facilitando su agrupacién en plataformas funcionales mas
estables y con bioactividad selectiva®* %,
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de la sefializacion de diferentes grupo de receptores, incluyendo aquellos involucrados en el

reconocimiento de PAMPs y citoquinas (revisado por’* %)

. En particular, se conoce que cambios a
nivel del colesterol y los esfingolipidos resultan en alteraciones en la sefializacién gatillada por el
LPS via TLR4. Por ejemplo, la extraccion o el secuestro de colesterol (con ciclodextrina o nistatina)
induce cambios en la agrupacion del TLR4 y de proteinas accesorias en las balsas lipidicas que
resultan en la inhibicién de la produccion de TNF-a inducida por LPS en macréfagos™®. Ademas, el
eflujo de colesterol celular orquestado por la HDL tiene consecuencias supresoras de la activacion,
afectando directamente las vias de sefializacion dependientes de MyD88/TIRAP y TRIF/TRAM

509
(

asociadas a la activacion del TLR4*® (y revisado por’™). En macréfagos y DCs la toma de colesterol

altera su nivel en las balsas lipidicas, interfiriendo con la activacion por TLRs y la capacidad

464,511-513

presentadora de antigeno . Por otro lado la interaccién con receptores asociados al eflujo

464-466
. Por

de colesterol (SR-B1, ABCA1 y ABCGT) podria promover mecanismos anti-inflamatorios
ejemplo, en macréfagos SR-B1 activa Akt y reduce la activacion de NF-kB, incrementando la
produccién de citoquinas anti-inflamatorias (IL-10/TGF-beta)**®. En suma serfa posible que la
adquisicion de colesterol celular llevada a cabo por el EgAgB afecte las balsas lipidicas y la
el TLR4 e

inmunomoduladoras en células

sefializacion  por imprima  simultdneamente sefiales anti-inflamatorias o

innatas, posiblemente mediante los transportadores ABC

mencionados (Figura 6.1 C).
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Figura 6.1. Posibles mecanismos involucrados en la modulacién del EgAgB sobre la activaciéon del TLR4
inducida por LPS. El EgAgB podria actuar como una lipoproteina barrendera uniendo al LPS a través del
lipido A (dada su naturaleza hidrofdbica) e interferir -al menos parcialmente- con la interaccion entre el LPS y
el TLR4, reduciendo la produccién de mediadores solubles (A). Esta idea no descarta la posibilidad de que la
interaccion entre el EgAgB y el LPS (complejos) modifique la interaccion con el TLR4,
interfiriendo/modificando la dimerizacién y llevando a una pobre sefializacién (B). Ambos mecanismos, que
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no son excluyentes, podrian potencialmente explicar la inhibicién de la produccion de citoquinas
proinflamatorias y moduladoras inducida por el LPS sobre macréfagos. La toma de colesterol que promueve
el EgAgB de los macroéfagos, posiblemente asociada a la unién con los receptores ABCA1/ABCG1/SR-B1,
podria alterar la composicién de las balsas lipidicas (bicapa lipidica en verde) afectando la activacién de
distintos receptores celulares incluyendo el TLR4 (C). El contacto del EgAgB con receptores celulares
adicionales a los mencionados podria encender vias intracelulares que contribuyan a sostener la expresién de
CD86 y CD40 en superficie (D).

En relacion a la capacidad del EgAgB de inducir mecanismos anti-inflamatorios, en los
experimentos in vivo se constatd que potencié los niveles de IL-10 inducidos en respuesta al LPS,
(este efecto no se detectd in vitro). Resultados previos del grupo mostraron que el EgAgB potencid
la produccion de IL-10 por macrdfagos THP-1 en presencia de la proteina C reactiva (PCR), un
componente sérico de fase aguda que resulta aumentado en condiciones de inflamacion. Se
determind que el EGAgB es capaz de unirse a la PCR, de forma analoga a otras lipoproteinas ricas
en PC, y con alta afinidad, lo que significa podrian formar complejos incluso a bajas
concentraciones de ambas proteinas. La formacién de este complejo alterd las propiedades
moduladoras del EgAgB sobre macréfagos, atenuando su capacidad de reducir los niveles de IL-13
pero aumentando, como se menciond, los de IL-10, lo que sugiere que la union de la PCR a un
ligando especifico, como el EgAgB, puede afectar la activacion de los macréfagos. La induccion de
la PCR durante la infeccién por CE podria, por tanto, influir en las interacciones entre el EQAgB y
los macréfagos a través de la promocion de la secrecion de IL-10 que contribuya a resolver la
inflamaciéon. Por tanto, mas alla de las funciones moduladoras que el EgAgB induce per se,
otros actores de la respuesta inmune en el contexto de la infeccion podrian indirectamente
influenciar sus acciones sobre las células del hospedero presente en la interfaz con el
parasito.

6.5. Conclusiones y principales comentarios del trabajo

En conjunto, en esta tesis logramos generar un conjunto de herramientas y metodologias que
permiten continuar con el estudio de las propiedades bioquimicas y biologicas del EgAgB.
Ademas, describimos algunos efectos novedosos del EGAgB nativo sobre la activacion inflamatoria
y el metabolismo lipidico de los monocitos/macréfagos que podrian estar relacionados, y
contribuir en alguna medida a la adaptacion de la hidatide a su hospedero.

En primer lugar, se alcanzé una comprension mas detallada de la composicion proteica y lipidica
del EgAgB producido por la larva y volcado al LH, que resulta valiosa para la comprension de sus
propiedades. Confirmamos que el EgAgB8/1 es la subunidad predominante en el EGAgB nativo del
LH proveniente del hidatides bovinas (genotipos G1/G3/G5) y suinas (genotipo G7) de E
granulosus s., y ademas que esta predominancia se mantiene mas alld de la fertilidad de la
hidatide. Dicha informacion fue valiosa a la hora de disefiar una lipoproteina que modele al EQAgB
nativo, expresando una de sus subunidades proteicas en células de insecto. Ademas, confirmamos
la ausencia de la subunidad EgAgB8/2 en el genotipo G7 de E. canadensis. Dado el valor de
EgAgB8/2 para el diagnéstico de CE humana, nuestros hallazgos indican que su uso como
antigeno en inmunoensayos podria contribuir a resultados falsos negativos en &reas donde E
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canadensis circula. Mas aun, la presencia de anticuerpos anti-EgAgB8/2 en suero puede
representar un parametro Util para descartar la infeccién por dicha especie. A nivel de la
composicién lipidica, los estudios describieron una amplia heterogeneidad de lipidos neutros y
polares presentes en la particula nativa que no se apreci6 en la particula recombinante.

En lo que respecta a las propiedades funcionales, los resultados obtenidos refuerzan la hipdtesis
de que esta lipoproteina parasitaria es mucho mas que un antigeno inmunodominante,
cumpliendo un papel probablemente relevante en la biologia de E. granulosus. Por un lado, es
posible que actle como una proteina barrendera, limitando la inflamacién promovida por el LPS y,
quizas por otros PAMPs de naturaleza hidrofébica presentes en el sitio de la infeccion. Como el
higado es el principal érgano de localizacion de la hidatide, y hay un arrastre/trasporte en
condiciones fisiolégicas de componentes bacterianos desde el intestino al higado (via vena porta),
esta accion neutralizante podria no ser despreciable. Ademas de su accion barredera, se encontrd
que el EgAgB es potencialmente capaz de eflujar colesterol de los macréfagos -lipido esencial para
el paréasito- lo cual no sdlo vincula este antigeno parasitario al metabolismo lipidico del hospedero,
sino que también plantea la posibilidad de que parte de sus efectos inmnomoduladores deriven de
alteraciones en las balsas lipidicas y/o sefializacion por receptores celulares involucrados en el
eflujo de colesterol. Asimismo, la liberaciéon de lipidos del EgAgB tras su interaccién y/o
internalizacion por los monocitos/macréfagos es otro factor que puede sumar complejidad a la
comprension de sus efectos sobre la activacion celular, ya que la composicién lipidica podria variar
notoriamente en el EgAgB nativo segun el estadio, edad, vitalidad y/o fertilidad del parasito y las
caracteristicas del hospedero (especie, edad, inmunocompetencia, entre otros factores). Si bien la
complejidad puede ser muy grande, algunas interrogantes sobre los mecanismos asociados a los
efectos podran examinarse mejor en la medida que se logren dilucidar qué receptores celulares
son blanco del EgAgB. Con este fin, surgen como estrategias mas claras ensayos con células TLR4
KO y el uso de métodos de modulacién de la expresion de los candidatos a receptor mas
interesantes (por ejemplo, SR-Bl y los transportadores ABC).

Las propiedades del EgQAgB descriptas en esta tesis provienen de la lipoproteina derivada del LH,
pero a nivel del desarrollo de la CE no debemos de perder de vista que el EGQAgB se expresa
también en la oncosfera y el PE, por lo cual estas propiedades podrian ser relevantes tanto para la
hidatide establecida como para las formas infectivas durante la fase de pre-enquistamiento, lo cual
contribuiria a favorecer el establecimiento del parasito (Figura 6.2). Su accion temprana durante la
fase previa a la diferenciacién en una hidatide miniatura con capa laminar podria ser mas factible;
es razonable suponer que el EQAgB pueda ser secretado por el tegumento que es similar a la capa
germinativa y carece de una capa laminar que atravesar. Su accién temprana también seria
relevante considerando el desarrollo de la respuesta infamatoria inicial que podria perjudicar la
viabilidad parasitaria en ausencia de control. Cualquiera sea el escenario, alin no conocemos cémo
el EgAgB alcanza la interfaz con el hospedero, pero el desarrollo de una respuesta de anticuerpos
especifica en el hospedero indica que en algun punto esto sucede. Tampoco podemos estimar que
concentracién de EgAgB se podria alcanzar localmente en la interfaz. Por otra parte, pensando en
su papel de transportador lipidico, el EQAgB deberia tomar contacto con las células del hospedero
que suministren los lipidos esenciales (trafico de ida), para luego de esa interaccién retornar a las
estructuras parasitarias a volcar los lipidos adquiridos (trafico de vuelta). El “trafico de ida” podria
involucrar la transcitosis del EgAgB, tal como ocurre para la HDL a través del receptor SR-B1 en
células endoteliales*®, y/o el transporte via exosomas, dado que se detecté EgAgB en vesiculas
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extracelulares del LH', aunque no en exosomas secretados por hidatides®™ o presentes en el

plasma de pacientes con CE>"

. Por otro lado, el "trafico de vuelta” podria implicar que el EgAgB
cediera los lipidos al tegumento o la CG (cara exofacial de la bicapa), por un mecanismo
independiente®® o dependiente de transportadores (ain no-identificados). Eventualmente podria
ceder los lipidos a lipoproteinas plasmaticas, por ejemplo la HDL, las cuales alcanzan el interior de
la hidatide de alguna manera ya que se ha identificado a la la Apo-Al en el LH (esta tesis®® y otros
grupos*®"%). Una vez dentro de la hidatide el EgAgB o las lipoproteinas plasmaticas podrian ceder

el colesterol a células del parasito.

El desarrollo de la forma recombinante EgAgB8/1 expresada en células de insecto representa un
aporte importante de esta tesis. Por un lado, es una alternativa para el avance de los estudios dada
las limitaciones para obtener material parasitario. Por otro, funcionalmente mostré similitudes con
el EgAgB nativo ya que reprodujo varios efectos moduladores (inhibicion de la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias y de NO- inducida por el LPS) y la capacidad de remover colesterol de
los macréfagos. De todos modos existieron algunas diferencias en el comportamiento respecto a
la particula nativa (principalmente observadas en los experimentos in vivo) posiblemente como
consecuencia de su mayor tamafio y/o composicion proteica y lipidica diferencial. De existir
liberacién de lipidos con propiedades moduladoras, las diferencias descriptas en los componentes
hidrofdbicos presentes en rEgAgB8/1 podrian explicar que no reprodujera ciertas actividades de la
particula nativa. Por otra parte, la comparacion de los efectos promovidos por formas
recombinantes en relacion a la nativa podra aportar también a establecer la relacion entre los
componentes del EGAgB y su actividad. En este sentido resulta interesante estudiar a futuro el
comportamiento de lipoproteinas generadas a partir de la expresion del EgQAgB8/3, que mostré el
mayor indice de unién a macréfagos, y del EgAgB8/2 o EgAgB8/4, con menor similitud a las
subunidades EgAgB8/1y EgAgB8/3.

Globalmente, los resultados de esta tesis aportan al conocimiento de la composicién y funciones
del EgAgB de E. granulosus s.I. y de las HLBPs en general, apoyando la hipotesis de que el EgAgB
cumple un rol metabdlico e inmunorregulador.
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Figura 1.13. Posible papel del EgAgB durante el desarrollo de la hidatide de E. granulosus. La presencia
de anticuerpos anti-EgAgB demuestra que este componente parasitario logra alcanzar la interfaz con el
hospedero durante la infeccion larvaria, hecho que podria ocurrir tanto en la fase previa o posterior al
enquistamiento. Alli podria actuar como proteina barrendera, uniéndose al LPS y quizas otros PAMPs de
naturaleza hidrofébica presentes en el higado, limitando la inflamacion que promueven que resultaria nociva
para el parasito. La interaccién del EQAgB con células del sistema inmune, como los monocitos y macréfagos,
podria dar lugar a la generacién de fenotipos anti-inflamatorios/inmunomoduladores por el contacto con
receptores que transduzcan sefiales de apagado de la inflamacion, por alteracién de las balsas lipidicas como
consecuencia de la toma de colesterol o eventualmente por transferencia de lipidos moduladores.
Adicionalmente, en la interfaz con el hospedero la toma de lipidos podria lograrse por la interaccién del
EgAgB con lipoproteinas plasmaticas. Este Ultimo mecanismo podria tener lugar también en el interior de la
hidatide, con la posterior transferencia de los lipidos adquiridos a la CG, posiblemente a través de receptores
similares a los de las lipoproteinas de mamiferos (receptor violeta). En paralelo, las lipoproteinas plasmaticas
presentes en el LH podrian transferir directamente los lipidos a la hidatide a través de receptores (receptor
naranja). La transferencia de los lipidos adquiridos por el EgAgB a la hidatide requeriria el contacto con
posibles receptores en la CG o la existencia de un transporte reverso, todos mecanismos hipotéticos.
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ANEXO - Capitulo 2
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Figura S2.1. (A) Esquema del vector pINQ-H6HA y secuencia proteica del VHH anti-EgAgB8/1. Se observa el
fragmento stuffer flanqueado por sitios Sfil entre los cuales posteriormente se clonaran los VHHs. Se destaca
la presencia de las etiquetas 6His y HA corriente abajo del fragmento stuffer, la secuencia OmpA responsable
de la exportacién del VHH al periplasma y la resistencia a kanamicina que presenta el vector. La expresion del
VHH se encuentra regulada por el promotor T7 inducible con IPTG. (B) Secuencia aminoacidica de los CDRs y
FRs del clon 1 del VHH anti-EgAgB8/1. (C) Analisis por SDS-PAGE y Western blot (utilizando medio del
hibridoma de ratén conteniendo el anticuerpo monoclonal Mo-EB7 y revelando con un anticuerpo anti-IgG
de ratén conjugado a peroxidasa) de la fracciéon eluida tras la purificacion de EgAgB a partir de LH, donde

Alvez y colaboradores®® comprobaron la especificidad de la columna de Sefarosa-VHH anti-EgAgB8/1.
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Figura S2.2. Esquema del vector pTM/BiP/V5-His modificado. Vector disponible en el Laboratorio de
Inmunovirologia del Instituto Pasteur de Montevideo utilizado para la expresion de rEgAgB8/1 en D.

melanogaster.
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Figura S2.4. Comparacién del grado de biotinilacion de las preparaciones de EgAgB y de la OVA. Las
proteinas biotiniladas se adsorbieron en microplacas de ELISA en una amplia gama de concentraciones y la
presencia de biotina se determind usando estreptavidina-peroxidasa y TMB/H,O; para el desarrollo de color.
Se grafica la Abssso (corregida por la Absseo) en funcion de la concentracién de proteina biotinilada (ug/mL).
(A) Comparacion del grado de biotinilacion entre OVA y EgAgB nativo. B) Comparacion del grado de
biotinilacion entre las subunidades rEgAgB8. Los datos se expresan como el promedio + SEM de triplicados
analiticos.

243



Material suplementario S2.4
Productos proteicos putativos de E. canadensis AgB2

La secuencia de nucleétidos de AgB2 (ECANG7_10984) se obtuvo del genoma de E. canadensis
disponible en http://parasite.wormbase.org.

Los productos putativos de ECANG7_10984 se predijeron utilizando la herramienta de traduccién
Expasy (http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa). Dado que ECANG7_10984 contenia una
sustitucion en el sitio de empalme (GT-TG en lugar de GT-AG), la traduccion de los productos
proteicos se realizdé considerando dos posibilidades: 1- utilizando el par de empalme TG-GT no
candnico, 2- utilizando un dinucledtido AG presente en el segundo exdn como sitio aceptor de
empalme. Los productos proteicos previstos se enumeran a continuacion:

1- Utilizando el par de empalme TG-GT no canonico

53 Marco 1
MetRTYILLSLALVAFVAVVQA
KDEPERCKCLITRKLSELRDFFRSDPLGQRLVALGRDLTAICQKLHLKIHEVLKKYVKDLLEEEEEEDDSKStop

5'3" Marco 2
StopGPTSFSLLLSWLSWPSFKLKMetSPRDASASStopRGNStopANFETSLEVIHWVKDLLLLAGTStopLPSARSCI
StopRFTKCStopRNMetSRICWKKKKKRMetIQS

5'3' Marco 3
EDLHPSLSCSRGFRGRRSSStopRStopAREMetQVPHNEEIERTSRLLStopKStopSTGSKTCCSWQGPDCHLPEAA
FEDSRSVEEICQGFVGRRRRRGStopFKV

3's' Marco 1
LLStopIILFFFFFQQILDIFLQHFVNLQMetQLLADGSQVPAKSNKSLTQWITSKEVSKFAQFPRYEALASLGLIFSLNDG
HESHESKREKDVGPH

3'5' Marco 2
YFESSSSSSSSNKSLTYFFNTSStopIFKCSFWQMetAVRSLPRATSLStopPSGSLLKKSRSSLNFLVMetRHLHLSGS
SLAStopTTATKATRARERRMetStopVL

3'5' Marco 3
TLNHPLLLLLPTNPStopHISSTLRESSNAASGRWQSGPCQEQQVFDPVDHFStopRSLEVRSISSLStopGTCISRAHL
StopLERRPRKPREQEREGCRSS

2- Utilizando un dinucledtido AG presente en el segundo exdn como sitio aceptor de empalme

53" Marco 1
MetRTYILLSLALVAFVAVVQAStopAREMetQVPHNEEIERTSRLLStopKStopSTGSKTCCSWQGPDCHLPEAAFED
SRSVEEICQGFVGRRRRRGStopFKV

53" Marco 2
StopGPTSFSLLLSWLSWPSFKHEPERCKCLITRKLSELRDFFRSDPLGQRLVALGRDLTAICQKLHLKIHEVLKKYVKDL
LEEEEEEDDSKStop

53 Marco 3
EDLHPSLSCSRGFRGRRSSMetSPRDASASStopRGNStopANFETSLEVIHWVKDLLLLAGTStopLPSARSCIStopR
FTKCStopRNMetSRICWKKKKKRMetIQS

3'5 Marco 1
LLStopIILFFFFFQQILDIFLQHFVNLQMetQLLADGSQPAKSNKSLTQWITSKEVSKFAQFPRYEALASLGLMetLERRP
RKPREQEREGCRSS

35 Marco 2
YFESSSSSSSSNKSLTYFFNTSStopIFKCSFWQMetAVRSLPRATSLStopPSGSLLKKSRSSLNFLVMetRHLHLSGS
CLNDGHESHESKREKDVGPH
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35 Marco 3
TLNHPLLLLLPTNPStopHISSTLRESSNAASGRWQSGPCQEQQVFDPVDHFStopRSLEVRSISSLStopGTCISRAHA
StopTTATKATRARERRMetStopVL

Los marcos abiertos de lectura se muestran en gris.
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ANEXO - Capitulo 3

Tabla S3.1. Caracterizacidén proteémica de bQS: y sQSt¢ por 2D-electroforesis y MALDI-TOF/TOF. Se
analizaron las fracciones bQSs y sQSs por 2D-electroforesis utilizando un gradiente 3-10 de pH lineal en la
primera dimension y SDS-PAGE en 15% de acrilamida en la segunda dimensién, y realizando tincién con
Coomassie coloidal para visualizar las proteinas. Se presentan las proteinas identificadas en cada spot
ilustrado en los geles bidimensionales de la Figura 3.6 (contorno fino y contorno grueso) para bQSs (A) y sQSt
(B) junto con el puntaje, el nimero de péptidos y el porcentaje de cobertura (% cobertura) que hicieron
posible su identificacion.

A
Spot Proteina Puntaje N° peptidos  Cobertura (%)

1 EgAgB8/2 [E. granulosus] 154 3 39

EgAgB8/1 [E. granulosus] 126 3 26
2 EgAgB8/1 [E. granulosus] 125 4 34

EgAgB8/2 [E. granulosus] 98 2 28
3 EgAgB8/1 [E. granulosus] 125 4 34
4 EgAgB8/1 [E. granulosus] 137 4 34
5 EgAgB8/1 [E. granulosus] 133 5 43
6 EgAgB8/4 [E. granulosus] 235 5 64

EgAgB8/1 [E. granulosus] 107 3 31
; EgAgB8/4 [E. granulosus] 155 4 56

EgAgB8/1 [E. granulosus] 146 4 34
8 EgAgB8/1 [E. granulosus] 154 4 34
9 EgAgB8/4 [E. granulosus] 259 5 64

EgAgB8/1 [E. granulosus] 102 3 31
10 EgAgB8/1 [E. granulosus] 148 4 34
11 EgAgB8/1 [E. granulosus] 97 3 26
12 EgAgB8/1 [E. granulosus] 112 3 26
13 EgAgB8/1 [E. granulosus] 137 4 34
w EgAgB8/1 [E. granulosus] 134 4 34

EgAgB8/4 [E. granulosus] 93 4 43
15 EgAgB8/4 [E. granulosus] 169 5 48

EgAgB8/1 [E. granulosus] 135 3 26
16 EgAgB8/1 [E. granulosus] 114 3 26
17 EgAgB8/4 [E. granulosus] 207 5 72

EgAgB8/1 [E. granulosus] 118 3 26
o EgAgB8/1 [E. granulosus] 175 3 26

EgAgB8/4 [E. granulosus] 130 5 49
1o EgAgB8/4 [E. granulosus] 90 5 70

EgAgB8/4 [E. granulosus] 165 4 58
20 EgAgB8/1 [E. granulosus] 99 3 26
”n EgAgB8/1 [E. granulosus] 151 5 39

EgAgB8/4 [E. granulosus] 107 5 64
22 EgAgB8/1 [E. granulosus] 90 3 26
2”3 EgAgB8/1 [E. granulosus] 157 4 34

EgAgB8/4 [E. granulosus] 94 5 48
24 EgAgB8/1 [E. granulosus] 155 4 34
25 EgAgB8/1 [E. granulosus] 139 4 34
6 EgAgB8/4 [E. granulosus] 108 5 48

EgAgB8/1 [E. granulosus] 93 4 39
27 Apolipoproteina A-l [Bos taurus] 261 15 58
28 Antigeno 5, 22 kDa [E. granulosus] 312 8 57
29 Antigeno 5, 22 kDa [E. granulosus] 268 8 57
30 Antigeno 5, 38 kDa [E. granulosus] 333 13 52
31 Antigeno 5, 38 kDa [E. granulosus] 298 13 52
32 Antigeno 5, 38 kDa [E. granulosus] 276 10 39
33 Antigeno 5, 38 kDa [E. granulosus] 108 9 34
34 Antigeno 5, 38 kDa [E. granulosus] 108 9 34
35 Albumina [Bos taurus] 233 15 47
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Spot Proteina Puntaje N° peptidos Cobertura (%)

1 EgAgB8/1 [E. canadensis] 121 2 27

EgAgB8/3 [E. canadensis] 120 2 25
2 EgAgB8/1 [E. canadensis] 164 5 43

EgAgB8/3 [E. canadensis] 157 2 26

EgAgB8/1 [E. canadensis] 109 3 24

EgAgB8/1 [E. canadensis] 121 3 26

EgAgB8/1 [E. canadensis] 123 2 27
6 EgAgB8/4 [E. canadensis] 330 6 66

EgAgB8/1 [E. canadensis] 185 4 32
7 EgAgB8/1 [E. canadensis] 159 3 28
2 EgAgB8/4 [E. canadensis] 330 5 66

EgAgB8/1 [E. canadensis] 164 3 26
9 EgAgB8/4 [E. canadensis] 134 3 29

EgAgB8/1 [E. canadensis] 128 2 26
W EgAgB8/4 [E. canadensis] 228 6 62

EgAgB8/1 [E. canadensis] 185 3 26
11 EgAgB8/1 [E. canadensis] 102 2 29
12 EgAgB8/1 [E. canadensis] 161 3 26
13 EgAgB8/1 [E. canadensis] 126 2 26
14 EgAgB8/1 [E. canadensis] 111 2 29
15 EgAgB8/1 [E. canadensis] 103 2 29
16 EgAgB8/1 [E. canadensis] 129 2 26

EgAgB8/4 [E. canadensis] 101 5 51
17 EgAgB8/1 [E. canadensis] 105 3 39
e EgAgB8/4 [E. canadensis] 395 5 60

EgAgB8/1 [E. canadensis] 172 3 26
19 EgAgB8/4 [E. canadensis] 169 4 45

EgAgB8/1 [E. canadensis] 103 3 39
20 EgAgB8/1 [E. canadensis] 98 2 26
21 EgAgB8/1 [E. canadensis] 110 2 29
22 EgAgB8/1 [E. canadensis] 118 2 29
23 EgAgB8/1 [E. canadensis] 96 2 29
- EgAgB8/4 [E. canadensis] 204 5 51

EgAgB8/1 [E. canadensis] 149 3 33
- EgAgB8/4 [E. canadensis] 395 4 43

EgAgB8/1 [E. canadensis] 116 2 26
26 Antigeno 5, 22 kDa [E. canadensis] 173 8 54
27 Antigeno 5, 22 kDa [E. canadensis] 130 7 39
28 Antigeno 5, 22 kDa [E. canadensis] 224 4 32
29 Antigeno 5, 22 kDa [E. canadensis] 511 11 61
0 Apolipoproteina A-l [Sus scrofa] 684 20 63

Antigeno 5, 22 kDa [E. canadensis] 256 7 40
31 Apolipoproteina A-l [Sus scrofa] 465 17 63

Antigeno 5, 22 kDa [E. canadensis] 131 5 32
32 Inmunoglobulina, cadena kappa [Sus scrofa] 159 2 24
33 Inmunoglobulina, cadena kappa [Sus scrofa] 148 2 26
34 Inmunoglobulina, cadena lambda [Sus scrofa] 192 4 38
35 Inmunoglobulina, cadena lambda [Sus scrofa] 124 5 51
36 Inmunoglobulina, cadena kappa [Sus scrofa] 118 2 24
37 Inmunoglobulina, cadena lambda [Sus scrofa] 270 6 54
38 Inmunoglobulina, cadena lambda [Sus scrofa] 152 5 51
39 Inmunoglobulina, cadena kappa [Sus scrofa] 118 1 21
40 Antigeno 5, 38 kDa [E. canadensis] 375 11 a4
41 Antigeno 5, 38 kDa [E. canadensis] 230 9 38
42 Antigeno 5, 38 kDa [E. canadensis] 202 9 38
43 Antigeno 5, 38 kDa [E. canadensis] 157 6 25
44 Antigeno 5, 38 kDa [E. canadensis] 113 6 23
45 Albumina [Sus scrofa] 563 19 58
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Tabla S3.2. Componentes hidrofobicos presentes en Lds derivado de hidatides fértiles y no fértiles. Se
extrajeron con solventes orgénicos los componentes hidrofébicos de Ldr provenientes de hidatides fértiles y
no fértiles y se analizaron por espectrometria de masa mediante el uso de una columna HILIC (duplicados
analiticos). Se nombran los 50 &cidos grasos (y sus féormulas moleculares) y fosfolipidos principales, ordenados
de mayor a menor segun la abundancia relativa promedio de los componentes identificados en Ld de
hidatides fértiles (Tablas A y B, respectivamente). Ademas, se asocian los valores correspondientes a m/z,
tiempo de retencion y relaciéon de abundancia relativa entre Ldf de hidatides fértiles y no fértiles (F/NF). PC:
fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina.

A
m/z ";:t'::;:: n'::; "::I':r Lipido neutro FERTIL NO FERTIL | F/NF
1 329.25 3.29 C22H3402 Acido docosapentaenoico 1.11E+08 6.72E+06 16.45
2 303.23 3.24 C20H3202 Acido eicosatetraenoico 7.86E+07 1.66E+06 47.44
3 281.25 3.35 C18H3402 Acido octadecenoico 6.01E+07 6.96E+06 8.63
4 331.26 3.26 C22H3602 Acido docosatetraenoico 5.08E+07 5.75E+06 8.84
5 297.24 3.39 C18H3403 Acido oxo-octadecanoico 5.02E+07 1.36E+07 3.68
6 283.26 3.35 C18H3602 Acido octadecanoico 3.04E+07 2.25E+07 1.35
7 345.24 3.28 C22H3403 Acido hidroxi-docosapentaenoico 2.74E+07 1.10E+07 2.49
8 305.25 3.30 C20H3402 Acido eicosatrienoico 2.52E+07 2.52E+06 9.99
9 295.23 3.41 C18H3203 Acido hidroxi-octadecadienoico 2.37E+07 4.91E+06 4.84
10 377.23 3.32 C22H3405 Acido trihidroxi-neuroprostatetraenoico 2.17E+07 7.35E+06 2.96
11 171.10 4.07 C9H1603 Acido oxo-nonanoico 2.01E+07 1.62E+07 1.24
12 319.23 3.24 C20H3203 Acido hidroxi-eicosatetraenoico 1.97E+07 6.88E+06 2.86
13 361.24 3.30 C22H3404 Acido dihidroxi-docosapentaenoico 1.90E+07 1.04E+07 1.82
14 299.20 3.16 C20H2802 Acido trans-retinoico 1.80E+07 5.97E+06 3.01
15 327.23 3.30 C22H3202 Acido docosahexaenoico 1.79E+07 1.39E+06 12.83
16 365.34 3.30 C24H4602 Acido tetracosenoico 1.68E+07 9.15E+06 1.83
17 255.23 3.38 C16H3202 Acido hexadecanoico 1.66E+07 6.80E+06 2.44
18 375.22 3.41 C22H3205 Acido trihidroxi-docsahexaenoico 1.52E+07 4.01E+06 3.78
19 145.09 5.03 C7H1403 Acido hidroxi-heptanoico 1.51E+07 1.04E+07 1.44
20 379.25 3.38 C22H3605 Acido dinor-trihidroxi-colanoico 1.49E+07 4.13E+06 3.61
21 335.22 3.27 C20H3204 Leucotrieno B4 1.39E+07 6.03E+06 2.30
22 317.21 3.26 C20H3003 Leucotrieno A4 1.33E+07 6.04E+06 2.20
23 343.23 3.24 C22H3203 Acido oxo-dihidroxi-prostadienoico 1.26E+07 9.87E+06 1.28
24 351.22 3.27 C20H3205 Prostaglandina A2 1.26E+07 4.26E+06 2.96
25 333.21 3.21 C20H3004 Quinurenato 1.24E+07 1.08E+04 1145.57
26 188.04 3.43 C10H7NO3 Acido eicosenoico 1.24E+07 7.27E+06 1.71
27 309.28 3.30 C20H3802 Acido metil-oxo-pentanoico 1.23E+07 7.09E+06 1.74
28 129.06 4.17 C6H1003 Acido docosapentaenoico 1.23E+07 1.66E+07 0.74
29 349.20 3.33 C20H3005 Ceto-prostaglandina E2 1.11E+07 3.09E+06 3.60
30 321.24 3.31 C20H3403 Acido hidroxi-eicosatrienoico 1.08E+07 5.76E+06 1.88
31 313.24 3.48 C18H3404 Acido dihidroxi-octadecenoico 1.06E+07 5.31E+06 2.00
32 157.09 4.34 C8H1403 Acido 3-oxo-octanoico 1.02E+07 1.62E+07 0.63
33 315.25 3.48 C18H3604 Acido dihidroxi-octadecanoico 1.02E+07 3.94E+06 2.59
34 301.22 3.10 C20H3002 Acido eicosapentaenoico 1.00E+07 8.65E+06 1.16
35 279.23 3.32 C18H3202 Acido octadecadienoico 9.29E+06 7.16E+05 12.96
36 271.23 4.59 C16H3203 Hidroxi-palmitato 9.02E+06 4.79E+06 1.88
37 311.22 3.41 C18H3204 Acido hidroperoxi-octadecadienoico 8.95E+06 2.58E+06 3.48
38 359.22 3.31 C22H3204 Acido dihidroxi-docosahexaenoico 8.90E+06 4.46E+06 2.00
39 115.04 5.14 C5H803 Acido metil-oxo-butanoico 8.72E+06 9.08E+06 0.96
40 299.26 4.51 C18H3603 Acido hidroxi-octadecanoico 8.26E+06 6.43E+06 1.29
41 337.24 3.32 C20H3404 Acido dihidroxi-eicosatrienoico 8.18E+06 2.81E+06 2.91
42 353.23 3.41 C20H3405 Acido trihidroxi-prostadienoico 7.50E+06 2.08E+06 3.61
43 363.25 3.27 C22H3604 Acido oxo-hidroxi-dimetil-prostadienoico 7.50E+06 6.72E+06 1.12
44 293.21 3.36 C18H3003 Acido oxo-ciclo-pentaneoctanoico 6.93E+06 2.84E+06 2.44
45 173.12 4.89 C9H1803 Acido hidroxi-nonanoico 6.60E+06 1.11E+07 0.59
46 333.28 3.30 C22H3802 Acido docosatrienoico 6.51E+06 2.54E+06 2.56
47 269.21 3.55 C16H3003 Acido oxo-hexadecanoico 6.31E+06 7.86E+06 0.80
48 363.33 3.30 C24H4402 Acido tetracosadienoico 6.16E+06 1.69E+06 3.65
49 337.31 3.30 C22H4202 Acido docosenoico 6.13E+06 3.61E+06 1.70
50 357.28 3.24 C24H3802 Acido dodecanoico 5.80E+06 1.30E+06 4.46
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m/z Tiempo de Férmula Lipido polar FERTIL NO FERTIL | F/NF
retencion molecular

1 788,62 17,50 C44H86NO8P  |PC (18:0/18:1) 4,85E+08 5,28E+08 0,92
2 734,57 17,69 C40H80NO8BP  |PC (16:0/16:0) 4,31E+08 4,73E+08 0,91
3 786,60 17,37 C44H84NO8P  |PC (18:1/18:1) 3,35E+08 3,76E+08 0,89
4 810,60 17,04 C46H84NO8P  |PC (18:1/20:3) 3,00E+08 3,48E+08 0,86
5 706,54 17,73 C38H76NO8P  |PC (15:0/15:0) 2,80E+08 3,18E+08 0,88
6 760,59 17,56 C42H82NO8P  |PC (16:0/18:1) 2,53E+08 2,77E+08 0,91
7 762,60 17,66 C42H84NO8P  |PC (18:0/16:0) 2,44E+08 2,76E+08 0,88
8 836,62 17,12 C48H86NO8SP  PC (18:0/22:5) 2,21E+08 2,49E+08 0,89
9 732,55 17,58 C40H78NO8P  |PC (14:0/18:1) 1,90E+08 2,04E+08 0,93
10 | 814,63 17,32 C46H88NO8BP  |PC (18:0/20:2) 1,50E+08 1,57E+08 0,95
11 838,63 17,12 C48H88NO8P  |PC (18:0/22:4) 1,20E+08 1,26E+08 0,95
12 508,38 19,38 C26H54NO6P  |PC (18:1) 1,00E+08 9,80E+07 1,03
13 746,61 17,79 C42H84NO7P  |PC (16:0/18:0) 1,00E+08 1,09E+08 0,92
14 812,62 17,26 C46H86NO8P  |PC (16:1/22:2) 1,00E+08 1,08E+08 0,93
15 808,59 17,00 C46H82NO8P  |PC (18:1/20:4) 8,86E+07 9,02E+07 0,98
16 784,59 17,32 C44H82NO8P  |PC (18:2/18:1) 8,16E+07 9,24E+07 0,88
17 482,36 19,51 C24H52NO6P  [PC (16:2) 7,79E+07 8,07E+07 0,97
18 892,68 16,88 C52H94NO8P  |PC (20:4/24:1) 7,78E+07 8,30E+07 0,94
19 692,56 17,91 C38H78NO7P  |PC (14:2/16:0) 7,62E+07 9,21E+07 0,83
20 758,57 17,48 C42HBONO8P  |PC (16:0/18:2) 7,61E+07 8,22E+07 0,93
21 720,59 17,89 C40H82NO7P  |PC (14:2/18:0) 7,16E+07 7,35E+07 0,97
22 834,60 16,96 C48H84NO8P  |PC (18:1/22:5) 6,96E+07 8,14E+07 0,85
23 720,55 17,71 C39H78NO8P  |PC (15:0/16:0) 6,89E+07 7,64E+07 0,90
24 870,70 17,29 C50H96NO8P  |PC (18:1/24:1) 6,44E+07 6,66E+07 0,97
25 703,58 17,93 C39H79N206P (SP (16:0) 6,41E+07 8,05E+07 0,80
26 | 748,59 17,69 C41H82NO8P  |PE (16:0/20:0)] 6,13E+07 6,57E+07 0,93
27 782,57 17,12 C44H8ONO8P  |PC (16:0/20:4) 6,03E+07 7,36E+07 0,82
28 718,58 17,80 C40HBONO7P  |PC (14:0/18:0) 5,05E+07 5,33E+07 0,95
29 | 868,68 17,23 C50H94NO8P  |PC (18:2/24:1) 4,45E+07 4,29E+07 1,04
30 866,66 17,05 C50H92NO8P  |PC (18:3/24:1) 4,41E+07 4,90E+07 0,90
31 | 842,66 17,25 C48H92NO8P  [PC (20:0/20:2) 4,40E+07 4,16E+07 1,06
32 918,70 16,95 C54H96NO8P  |PC (22:5/24:1) 4,38E+07 4,06E+07 1,08
33 894,70 16,86 C52H96NO8P  |PC (20:3/24:1) 4,19E+07 4,26E+07 0,98
34 | 774,64 17,78 C44H88NO7P  |PC (18:0/18:0) 4,10E+07 3,65E+07 1,12
35 920,71 16,95 C54H98NO8P  |PC (22:4/24:1) 4,06E+07 3,75E+07 1,08
36 414,32 3,05 C23H43NO5  |Hidroxi-hexadecenoilcarnitina 4,05E+07 3,82E+07 1,06
37 844,68 17,56 C48H94NO8P  |PC (18:0/22:1) 3,98E+07 4,19E+07 0,95
38 840,65 17,24 C48HO0NO8P  |PC (18:1/22:2) 3,77E+07 3,87E+07 0,97
39 678,51 17,79 C36H72NO8P  (PC (14:0/14:0) 3,72E+07 3,84E+07 0,97
40 864,65 16,99 C50H90NO8P  |PC (20:0/22:5) 3,60E+07 3,68E+07 0,98
41 746,57 17,57 C41H8ONO8P  |PC (15:0/18:1) 3,45E+07 3,64E+07 0,95
42 774,60 17,52 C43H84NO8P  |PE (16:0/22:1) 3,30E+07 3,70E+07 0,89
43 772,62 17,64 C44H86NO7P |PC (18:1/18:0) 2,84E+07 2,98E+07 0,95
44 370,30 3,03 C21H39NO4  |Tetradecenoilcarnitina 2,14E+07 1,89E+07 1,13
45 748,62 17,87 C42H86NO7P  |PC (16:2/18:0) 2,09E+07 2,23E+07 0,94
46 744,59 17,66 C42H82NO7P  |Hexadecanoil-glicero-fosfonocolina 2,03E+07 2,20E+07 0,92
47 794,61 17,21 C46H84NO7P  |PC (18:1/20:4) 2,00E+07 2,13E+07 0,94
48 552,40 18,53 C28H58NO7P  |PC (20:0) 1,93E+07 1,93E+07 1,00
49 862,63 16,98 C50H88NO8P  |PC (20:0/22:6) 1,93E+07 1,89E+07 1,02
50 | 890,66 16,90 C52H92NO8P  |PC (20:5/24:1) 1,91E+07 1,79E+07 1,07
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Tabla S3.3. Componentes hidrofébicos presentes en Ld: obtenido por una o dos rondas de
ultracentrifugacion en gradiente de KBr. Se extrajeron con solventes organicos los componentes
hidrofébicos Lds (proveniente de hidatides fértiles) sometida a una o dos rondas de ultracentrifugacion (17 UC
y 2% UQ) y se analizaron por espectrometria de masa mediante el uso de las columnas HILIC y C4. Se
nombran los 50 acidos grasos (y sus férmulas moleculares, triplicados analiticos) y fosfolipidos (duplicados
analiticos) principales, ordenados de mayor a menor segun la abundancia relativa promedio de los
componentes identificados en Lds de hidatides fértiles (Tablas A y B, respectivamente). Ademaés, se asocian los
valores correspondientes a m/z, tiempo de retencién y relacién de abundancia relativa entre Ldf con una o
dos rondas de ultracentrifugacion (1 uc/2% UQ). PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina.

A
m/z Tiempo de Formula Lipido neutro 17 uc 2% uc 17 uc/2* uc
retencion molecular
1 |[255.233101 13.94 C16H3202 Acido hexadecanoico 8.37E+07 7.98E+07 1.05
2 [281.248695 14.82 C18H3402 Acido octadecenoico 6.88E+07 1.27E+08 0.54
3 [329.249001 13.05 C22H3402 Acido docosapentaenoico 4.80E+07 1.01E+08 0.47
4 | 303.23317 12.42 C20H3202 Acido eicosatetraencoico 3.10E+07 8.59E+07 0.36
5 |279.233083 12.46 C18H3202 Acido octadecadienoico 2.72E+07 5.42E+07 0.50
6 |[331.264575 14.93 C22H3602 Acido docosatetraenoico 1.88E+07 4.26E+07 0.44
7 |305.248818 13.73 C20H3402 Acido eicosatrienoico 1.76E+07 5.36E+07 0.33
8 | 227.20185 10.47 C14H2802 Acido tetradecanoico 1.39E+07 9.18E+06 1.51
9 | 269.24881 15.79 C17H3402 Acido heptadecanoico 1.13E+07 8.83E+06 1.28
10 [241.217532 12.15 C15H3002 Acido metil-tetradecanoico 1.02E+07 1.01E+07 1.01
11 | 309.28014 18.26 C20H3802 Acido eicosenoico 9.87E+06 2.71E+07 0.36
12 [311.295823 21.29 C20H4002 Acido eicosanoico 6.88E+06 8.63E+06 0.80
13 |253.217449 11.53 C16H3002 Acido hexadecenoico 6.38E+06 8.24E+06 0.77
14 |367.358342 27.62 C24H4802 Acido tetracosanoico 6.20E+06 7.52E+06 0.82
15 [301.217473 10.60 C20H3002 Acido eicosapentaenoico 4.94E+06 4.28E+06 1.15
16 |365.342572 24.82 C24H4602 Acido tetracosenoico 4.47E+06 6.72E+06 0.67
17 [327.233076 12.11 C22H3202 Acido docosahexaenoico 4.31E+06 1.63E+07 0.26
18 |339.326953 24.65 C22H4402 Acido docosanoico 3.78E+06 4.26E+06 0.89
19 [395.389566 30.17 C26H5202 Acido hexacosanoico 3.32E+06 3.11E+06 1.07
20 |297.243582 7.09 C18H3403 Acido oxo-octadecanoico 3.00E+06 7.22E+05 4.16
21 |199.170491 7.56 C12H2402 Acido dodecanoico 2.87E+06 1.81E+06 1.59
22 [299.201945 8.39 C20H2802 Acido trans-retinoico 2.85E+06 1.29E+06 2.21
23 |333.280414 17.26 C22H3802 Acido docosatrienoico 2.73E+06 8.01E+06 0.34
24 |219.175556 8.76 C15H240 Trans-farnesal 2.61E+06 3.03E+05 8.61
25 [337.311545 21.65 C22H4202 Acido docosenoico 2.53E+06 5.07E+06 0.50
26 |267.233088 13.16 C17H3202 Acido ciclohexil-undecanoico 2.43E+06 5.41E+06 0.45
27 (357.280119 15.94 C24H3802 Acido dodecanoico 2.35E+06 6.48E+06 0.36
28 | 157.12345 4.57 C9H1802 Acido nonanoico 2.33E+06 1.71E+06 1.36
29 [295.264357 16.57 C19H3602 Acido metilen-octadecanoico 2.18E+06 5.30E+06 0.41
30 | 335.29601 19.20 C22H4002 Acido docosadienoico 1.88E+06 5.31E+06 0.35
31 |355.322011 14.49 C22H4403 Acido hidroxi-docosanoico 1.75E+06 9.43E+05 1.86
32 [295.228213 7.92 C18H3203 Acido hidroxi-octadecadienoico 1.73E+06 4.28E+05 4.03
33 |297.24359%4 9.14 C18H3403 Acido oxo-octadecanoico 1.70E+06 7.80E+05 2.19
34 [297.280062 19.48 C19H3802 Acido nonadecanoico 1.65E+06 1.63E+06 1.01
35 [311.295801 19.25 C20H4002 Acido eicosanoico 1.56E+06 4.44E+06 0.35
36 |353.342787 26.21 C23H4602 Acido tricosanoico 1.55E+06 1.41E+06 1.10
37 |363.327273 22.46 C24H4402 Acido tetracosadienoico 1.50E+06 2.78E+06 0.54
38 [359.295856 17.94 C24H4002 Acido dodecanoico 1.50E+06 3.94E+06 0.38
39 | 393.37422 27.68 C26H5002 Acido hexacosenoico 1.50E+06 2.33E+06 0.65
40 |381.374066 28.93 C25H5002 Acido pentacosanoico 1.39E+06 1.10E+06 1.26
41 [277.217392 10.62 C18H3002 Acido octadecatrienoico 1.23E+06 4.01E+06 0.31
42 |383.353377 18.14 C24H4803 Acido hidroxi-tetracosanoico 1.13E+06 8.70E+05 1.30
43 | 325.31149 23.00 C21H4202 Acido heneicosanoico 9.92E+05 8.13E+05 1.22
44 | 143.10785 3.89 C8H1602 Acido octanoico 9.86E+05 5.86E+05 1.68
45 [171.139182 5.37 C10H2002 Acido decanoico 6.90E+05 5.75E+05 1.20
46 [257.176148 5.51 C14H2604 Acido tetradecanedioico 5.61E+05 2.83E+05 1.98
47 [299.259713 8.08 C18H3603 Acido hidroxi-octadecanoico 4.45E+05 2.16E+05 2.06
48 [383.353384 25.34 C24H4803 Acido hidroxi-tetracosanoico 4.22E+05 5.98E+05 0.71
49 |411.384644 21.70 C26H5203 Acido hidroxi-hexacosanoico 4.18E+05 3.15E+05 1.33
50 | 315.2542 4.94 C18H3604 Acido dihidroxi-octadecanoico 2.12E+05 1.53E+05 1.39
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Tiempo de

m/z retencion Lipido polar 1" uc 2*uc | 1”uc/2®uc
i 788.61 3.81 PC (18:0/18:1) 2.41E+08 2.99E+08 0.80
2 734.57 3.87 PC (16:0/16:0) 1.71E+08 1.90E+08 0.90
3 762.60 3.85 PC (18:0/16:0) 1.30E+08 1.44E+08 0.91
4 786.60 3.83 PC (18:1/18:1) 1.14E+08 2.04E+08 0.56
5 760.58 3.84 PC (16:0/18:1 1.02E+08 1.89E+08 0.54
6 706.54 3.90 PC (15:0/15:0) 8.89E+07 1.48E+08 0.60
7 732.55 3.88 PC (14:0/18:1) 7.71E+07 1.40E+08 0.55
8 810.60 3.80 PC (18:1/20:3) 7.40E+07 2.04E+08 0.36
9 836.61 3.81 PC (18:0/22:5) 7.14E+07 1.02E+08 0.70
10 274.27 6.12 Hexadecaesfingosina 6.56E+07 1.09E+08 0.60
11 816.65 3.80 PC (18:0/20:2) 4.95E+07 8.39E+07 0.59
12 814.63 3.99 PC (14:0/24:1) 4.87E+07 6.63E+07 0.73
13 812.61 3.80 PC (16:1/22:2) 4.37E+07 6.68E+07 0.65
14 838.63 4.29 1-Oleoilglicerofosfocolina 3.74E+07 7.77E+07 0.48
15 522.35 3.86 PC (16:0/18:2) 3.63E+07 7.30E+07 0.50
16 758.57 3.81 PC (18:0/22:4) 3.50E+07 5.51E+07 0.64
17 808.58 3.82 PC (18:2/18:1) 3.13E+07 7.22E+07 0.43
18 784.58 3.82 PC (18:1/20:4) 3.11E+07 6.81E+07 0.46
19 288.29 5.43 SP (17:0) 3.01E+07 2.92E+07 1.03
20 892.68 3.81 PC (20:4/24:1) 2.57E+07 1.95E+07 1.32
21 496.34 4.35 PC (16:0) 2.38E+07 4.05E+07 0.59
22 834.60 3.80 PC (18:1/22:5) 2.32E+07 4.42E+07 0.52
23 720.55 4.16 PC (18:1/24:1) 2.22E+07 1.94E+07 1.14
24 870.69 3.87 PC (15:0/16:0) 2.17E4+07 6.29E+07 0.35
25 104.11 3.82 PC (16:0/18:0) 2.17E+07 2.12E+07 1.02
26 746.60 3.91 PC (20:0/20:2) 2.06E+07 2.29E+07 0.90
27 842.66 3.83 PE (16:0/20:0) 2.02E+07 5.96E+07 0.34
28 844.68 7.43 Colina 1.96E+07 1.90E+07 1.03
29 748.58 3.90 PC (18:2/24:1) 1.95E+07 1.43E+07 1.36
30 868.68 4.16 PC (18:0/22:1) 1.88E+07 1.97E+07 0.95
31 782.57 4.26 PC (18:0) 1.85E+07 3.21E+07 0.58
32 482.36 4.40 PC (16:2) 1.83E+07 5.78E+07 0.32
88 920.71 3.98 PC (22:4/24:1) 1.78E+07 1.40E+07 1.27
34 524.37 3.83 PC (16:0/20:4) 1.78E+07 4.36E+07 0.41
35 414.32 3.95 Hidroxi-hexadecenoilcarnitina 1.73E+07 1.11E+07 1.55
36 371.31 3.86 Monooleoilglicerol 1.67E+07 9.63E+06 1.74
37 746.57 5.59 SP (18:0) 1.65E+07 2.70E+07 0.61
38 302.30 3.89 PC (14:0/18:0) 1.60E+07 1.76E+07 0.91
39 692.56 3.86 PC (15:0/18:1) 1.58E+07 4.67E+07 0.34
40 718.57 3.71 Beta-D-Glucano 1.50E+07 1.45E+07 1.03
41 537.16 3.90 PC (14:2/16:0) 1.49E+07 2.59E+07 0.57
42 720.59 3.84 PC (14:2/18:0) 1.48E+07 1.95E+07 0.76
43 840.65 7.61 PC (18:0) 1.45E+07 2.07E+07 0.70
44 894.69 3.80 PC(18:3/24:1) 1.44E+07 2.13E+07 0.68
45 524.37 3.82 PE (16:0/22:1) 1.42E+07 2.96E+07 0.48
46 730.54 7.62 PC (16:0) 1.41E+07 1.89E+07 0.75
47 866.66 3.88 PC (14:0/18:2) 1.41E+07 2.35E+07 0.60
48 774.60 3.92 PC (14:0/14:0) 1.32E+07 1.97E+07 0.67
49 496.34 3.81 PC(18:1/22:2) 1.32E+07 1.93E+07 0.68
50 678.51 4.17 PC(20:3/24:1) 1.31E+07 2.23E+07 0.59
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ANEXO - Capitulo 4
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Figura S4.1. Ensayos de saturacion de la union de EgAgB nativo a macréfagos THP-1. Las células se
incubaron con cantidades crecientes de EgAgB nativo-B derivado de LH no fértil (A y B) o fértil (Cy D) u OVA-
B como control (20 a 350 pg/mL) y se reveld la unién por citometria de flujo empleando estreptavidina-FITC.
(A) y (C) Indice de unién de EgAgB (naranja) y OVA (gris) para macréfagos correspondiente al promedio +
SEM de triplicados analiticos; las figuras son representativas de tres y dos experimentos independientes,
respectivamente. (*) Indica diferencias estadisticamente significativas respecto al control con OVA (ANOVA de
dos vias y prueba de Tukey, p < 0.05). (B) y (D) Curvas de titulacion obtenidas para la unién de EQAgB (e) vy
OVA (A) a macréfagos, utilizando el mejor ajuste obtenido con el modelo de “saturacién con unién a un sitio
especifico” (Graph Pad Prism). La linea sélida corresponde a la curva tedrica obtenida para cada proteina.
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ANEXO - Capitulo 5

Tabla S5.1. Abudancia de las especies lipidicas presentes en EgAgBir y rEgAgB8/1s, en relacion al EgAgBuc. Se
extrajeron con solventes organicos los componentes hidrofébicos de las preparaciones EgAgBuc (obtenida
luego de dos rondas de UC), EgAgBp y rEgAgB8/1s; y se analizd su composicion en términos de lipidos
neutros (triplicados analiticos) y polares (duplicados analiticos) por HPLC-MS/MS utilizando las columnas C4 y
HILIC, respectivamente. Se indican los 50 lipidos (férmulas moleculares) neutros y polares mas abundantes,
ordenados de mayor a menor segun la abundancia relativa promedio de los componentes identificados en
2% UC (Tablas A y B, respectivamente). Ademas, se asocian los valores correspondientes a m/z, tiempo de
retencién y relacién de abundancia relativa entre 2% UC y EgAgBi» o rEgAgB8/1s. PC: fosfatidilcolina; PE:

fosfatidiletanolamina.

A
- - L da da EgAgB
m/z 1:;‘:;:: r::I:an::II:r Lipido neutro 2% uc EgAgBr |EgAgB8/1s; Engg:,/,, EglzkgBUS(ylsz Eg:gss;Pl/sz

1 281.25 14.82 C18H3402 |Acido octadecenoico 1.27E+08 3.11E+07 1.48E+07 4.10 8.60 2.10
2 329.25 13.05 C22H3402 |Acido docosapentaenoico 1.01E+08 2.20E+07 2.04E+03 4.61 49767.58 10784.15
3 303.23 12.42 C20H3202 |Acido eicosatetraencoico 8.59E+07 2.07E+07 3.10E+05 4.15 277.16 66.86
4 255.23 13.94 C16H3202 |Acido hexadecanoico 7.98E+07 3.41E+07 2.58E+07 2.34 3.09 1.32
5 | 279.23 12.46 C18H3202 |Acido octadecadienoico 5.42E+07 1.55E+07 8.86E+05 3.50 61.21 17.46
6 305.25 13.73 C20H3402 |Acido eicosatrienoico 5.36E+07 8.48E+06 1.59E+04 6.32 3364.94 532.76
7 331.26 14.93 C22H3602 |Acido docosatetraenoico 4.26E+07 6.99E+06 4.32E+02 6.09 98481.42 16163.24
8 | 309.28 18.26 C20H3802 |Acido eicosenoico 2.71E+07 4.01E+06 1.83E+05 6.75 147.67 21.88
9 327.23 12.11 C22H3202  |Acido docosahexaenoico 1.63E+07 2.68E+06 6.75E+03 6.10 2421.47 396.64
10 | 241.22 12.15 C15H3002 |Acido metil-tetradecanoico 1.01E+07 3.87E+06 2.41E+06 2.61 4.18 1.60
11 | 227.20 10.47 C14H2802 _|Acido tetradecanoico 9.18E+06 6.93E+06 4.36E+06 1.32 2.11 1,50
12 | 269.25 15.79 C17H3402 |Acido heptadecanoico 8.83E+06 2.87E+06 1.81E+06 3.08 4.87 1.58
13 | 311.30 21.29 C20H4002  |Acido eicosanoico 8.63E+06 3.57E+06 1.05E+06 2.42 8.23 3.40
14 | 253.22 11.53 C16H3002 |Acido hexadecenoico 8.24E+06 4.81E+06 1.13E+07 1.71 0.73 0.42
15 | 333.28 17.26 C22H3802 |Acido docosatrienoico 8.01E+06 1.08E+06 9.93E+02 7.42 8057.99 1086.39
16 | 367.36 27.62 C24H4802  |Acido tetracosanoico 7.52E+06 2.82E+06 1.66E+06 2.67 4.54 1.70
17 | 365.34 24.82 C24H4602 _ |Acido tetracosenoico 6.72E+06 1.48E+06 3.09E+04 4.54 217.33 47.91
18 | 357.28 15.94 C24H3802 |Acido dodecanoico 6.48E+06 8.71E+05 - 7.44 - -
19 | 267.23 13.16 C17H3202  |Acido ciclohexil-undecanoico 5.41E+06 1.23E+06 4.40E+05 4.41 12.30 2.79
20 | 335.30 19.20 C22H4002 |Acido docosadienoico 5.31E+06 7.07E+05 2.00E+03 7.52 2659.39 353.76
21 | 295.26 16.57 C19H3602 |Acido metilen-octadecanoico 5.30E+06 6.81E+05 1.08E+05 7.78 49.25 6.33
22 | 337.31 21.65 C22H4202  |Acido docosenoico 5.07E+06 8.30E+05 3.24E+04 6.11 156.40 25.59
23 | 311.30 19.25 C20H4002 |Acido eicosanoico 4.44E+06 6.16E+05 1.32E+04 7.20 337.22 46.81
24 | 301.22 10.60 C20H3002  |Acido eicosapentaenoico 4.28E+06 2.59E+06 6.85E+05 1.65 6.25 3.78
25 | 339.33 24.65 C22H4402  |Acido docosanoico 4.26E+06 1.73E+06 1.74E+06 2.46 2.44 0.99
26 | 277.22 10.62 C18H3002 |Acido octadecatrienoico 4.01E+06 2.35E+06 3.82E+04 1.71 104.93 61.36
27 | 359.30 17.94 C24H4002  |Acido dodecanoico 3.94E+06 4.59E+05 = 8.58 = =
28 | 395.39 30.17 C26H5202  |Acido hexacosanoico 3.11E+06 1.68E+06 9.71E+05 1.85 3.20 1.73
29 | 363.33 22.46 C24H4402  |Acido tetracosadienoico 2.78E+06 4.48E+05 1.31E+02 6.22 21258.86 3418.36
30 | 393.37 27.68 C26H5002 _|Acido hexacosenoico 2.33E+06 4.58E+05 9.30E+03 5.08 250.39 49.31
31 | 199.17 7.56 C12H2402  |Acido dodecanoico 1.81E+06 1.03E+06 8.66E+05 1.76 2.09 1.19
32 | 157.12 4.57 C9H1802 Acido nonanoico 1.71E+06 1.27E+06 1.60E+06 1.35 1.07 0.80
33 | 297.28 19.48 C19H3802 |Acido nonadecanoico 1.63E+06 5.99E+05 1.56E+05 2.72 10.44 3.85
34 | 353.34 26.21 C23H4602  |Acido tricosanoico 1.41E+06 6.13E+05 4.21E+05 2.29 3.33 1.46
35 | 299.20 8.39 C20H2802  |Acido trans-retinoico 1.29E+06 5.86E+05 9.12E+05 2.20 1.42 0.64
36 | 381.37 28.93 C25H5002 |Acido pentacosanoico 1.10E+06 8.06E+05 3.05E+05 1.37 3.62 2.64
37 | 355.32 14.49 C22H4403 |Acido hidroxi-docosanoico 9.43E+05 2.44E+05 2.11E+05 3.86 4.47 1.16
38 | 383.35 18.14 C24H4803  |Acido hidroxi-tetracosanoico 8.70E+05 3.73E+05 3.53E+05 2.33 2.47 1.06
39 | 325.31 23.00 C21H4202 |Acido heneicosanoico 8.13E+05 3.77E+05 2.24E+05 2.16 3.64 1.69
40 | 297.24 9.14 C18H3403 |Acido oxo-octadecanoico 7.80E+05 3.35E+05 2.39E+05 2.32 3.27 1.41
41 | 297.24 7.09 C18H3403 |Acido oxo-octadecanoico 7.22E+05 3.93E+05 2.46E+05 1.84 2.94 1.60
42 | 383.35 25.34 C24H4803 _ |Acido hidroxi-tetracosanoico 5.98E+05 1.09E+05 2.09E+04 5.48 28.67 5.24
43 | 143.11 3.89 C8H1602 Acido octanoico 5.86E+05 2.74E+05 3.22E+05 2.14 1.82 0.85
44 | 171.14 5.37 C10H2002 |Acido decanoico 5.75E+05 2.97E+05 3.08E+05 1.93 1.87 0.96
45 | 295.23 7.92 C18H3203 |Acido hidroxi-octadecadienoico 4.28E+05 1.89E+05 1.38E+05 2.27 3.10 1.36
46 | 411.38 21.70 C26H5203  |Acido hidroxi-hexacosanoico 3.15E+05 1.55E+05 1.73E+05 2.03 1.82 0.90
47 | 219.18 8.76 C15H240 Trans-farnesal 3.03E+05 1.21E+05 3.04E+04 2.51 9.98 3.97
48 | 257.18 5.51 C14H2604 |Acido tetradecanedioico 2.83E+05 1.95E+05 7.15E+04 1.45 3.96 2.72
49 | 299.26 8.08 C18H3603 |Acido hidroxi-octadecanoico 2.16E+05 1.23E+05 2.87E+05 1.76 0.75 0.43
50 | 315.25 4.94 C18H3604 |Acido dihidroxi-octadecanoico 1.53E+05 4.76E+04 1.50E+05 3.20 1.02 0.32
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. da da
m/z T_':t'::; :ne Lipido polar 2% yc EgAgB | EgAgB8/1s; Ezg A::I/P Engg susc//15, E:z:g:;"llsz
1 788.61 3.81 PC (18:0/18:1) 2.99E+08 2.84E+08 - 1.05 = =
2 810.60 3.80 PC (18:1/20:3) 2.04E+08 1.46E+08 - 1.40 - -
3 786.60 3.83 PC (18:1/18:1) 2.04E+08 1.71E+08 2.08E+07 1.19 9.81 8.23
4 734.57 3.87 PC (16:0/16:0) 1.90E+08 3.09E+08 - 0.61 - -
5 760.58 3.84 PC (16:0/18:1 1.89E+08 1.81E+08 1.51E+07 1.04 12.50 11.97
6 706.54 3.90 PC (15:0/15:0) 1.48E+08 2.09E+08 - 0.71 - -
7 762.60 3.85 PC (18:0/16:0) 1.44E+08 2.07E+08 - 0.69 = =
8 732.55 3.88 PC (14:0/18:1) 1.40E+08 1.65E+08 2.62E+07 0.85 5.33 6.30
9 274.27 6.12 Hexadecaesfingosina 1.09E+08 5.75E+07 4.87E+07 1.89 2.23 1.18
10 | 836.61 3.81 PC (18:0/22:5) 1.02E+08 9.04E+07 - 1.13 - -
11 | 814.63 3.80 PC (18:0/20:2) 8.39E+07 7.33E+07 - 1.14 = =
12 | 522.35 4.29 1-Oleoilglicerofosfocolina 7.77E+07 8.95E+06 - 8.68 - -
13 | 758.57 3.86 PC (16:0/18:2) 7.30E+07 6.15E+07 5.13E+07 1.19 1.42 1.20
14 | 784.58 3.82 PC (18:2/18:1) 7.22E+07 5.19E+07 - 1.39 - -
15 | 808.58 3.82 PC (18:1/20:4) 6.81E+07 5.48E+07 - 1.24 = =
16 | 812.61 3.80 PC (16:1/22:2) 6.68E+07 5.71E+07 - 1.17 - -
17 | 816.65 3.99 PC (14:0/24:1) 6.63E+07 5.97E+07 - 1.11 = =
18 720.55 3.87 PC (15:0/16:0) 6.29E+07 7.40E+07 - 0.85 - -
19 | 748.58 3.83 PE (16:0/20:0) 5.96E+07 7.96E+07 - 0.75 = =
20 | 482.36 4.40 PC (16:2) 5.78E+07 8.76E+06 - 6.59 - -
21 | 838.63 3.81 PC (18:0/22:4) 5.51E+07 5.27E+07 - 1.05 = =
22 746.57 3.86 PC (15:0/18:1) 4.67E+07 3.69E+07 - 1.27 - -
23 | 834.60 3.80 PC (18:1/22:5) 4.42E+07 3.66E+07 - 1.21 = =
24 782.57 3.83 PC (16:0/20:4) 4.36E+07 2.77E+07 - 1.57 - -
25 | 496.34 4.35 PC (16:0) 4.05E+07 1.22E+07 2.65E+05 3 152.94 45.98
26 524.37 4.26 PC (18:0) 3.21E+07 1.16E+07 - 2.77 - -
27 774.60 3.82 PE (16:0/22:1) 2.96E+07 2.65E+07 - 1.12 = =
28 288.29 5.43 SP (17:0) 2.92E+07 1.05E+07 7.40E+06 2.79 3.95 1.41
29 302.30 5.59 SP (18:0) 2.70E+07 1.48E+07 - 1.82 = =
30 692.56 3.90 PC (14:2/16:0) 2.59E+07 4.11E+07 - 0.63 - -
31 730.54 3.88 PC (14:0/18:2) 2.35E+07 2.27E+07 3.26E+07 1.03 0.72 0.70
32 | 842.66 3.91 PC (20:0/20:2) 2.29E+07 1.78E+07 - 1.28 - -
33 | 894.69 4.17 PC(20:3/24:1) 2.23E+07 1.38E+07 - 1.61 = =
34 | 866.66 3.80 PC(18:3/24:1) 2.13E+07 1.54E+07 - 1.39 - -
35 746.60 3.82 PC (16:0/18:0) 2.12E+07 2.58E+07 = 0.82 = =
36 524.37 7.61 PC (18:0) 2.07E+07 8.07E+06 - 2.56 - -
37 | 844.68 4.16 PC (18:0/22:1) 1.97E+07 1.55E+07 = 1.27 = =
38 678.51 3.92 PC (14:0/14:0) 1.97E+07 3.52E+07 - 0.56 - -
39 720.59 3.84 PC (14:2/18:0) 1.95E+07 3.59E+07 - 0.54 = =
40 | 892.68 3.81 PC (20:4/24:1) 1.95E+07 0.00E+00 - - - -
41 870.69 4.16 PC (18:1/24:1) 1.94E+07 1.28E+07 = 1.52 = =
42 | 840.65 3.81 PC(18:1/22:2) 1.93E+07 1.70E+07 - 1.13 - -
43 104.11 7.43 Colina 1.90E+07 1.87E+07 4.21E+07 1.02 0.45 0.44
44 | 496.34 7.62 PC (16:0) 1.89E+07 5.49E+06 - 3.44 - -
45 718.57 3.89 PC (14:0/18:0) 1.76E+07 2.33E+07 = 0.75 = =
46 537.16 3.71 Beta-D-Glucano 1.45E+07 3.00E+07 2.00E+07 0.48 0.73 1.50
47 | 868.68 3.90 PC (18:2/24:1) 1.43E+07 9.45E+06 - 1.52 = -
48 | 920.71 3.98 PC (22:4/24:1) 1.40E+07 0.00E+00 - - - -
49 | 414.32 3.95 Hidroxi-hexadecenoilcarnitina 1.11E+07 8.92E+06 7.65E+06 1.25 1.45 1.16
50 | 371.31 3.86 Monooleoilglicerol 9.63E+06 5.15E+06 4.96E+06 1.87 1.94 1.04
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Material suplementario S5.1

Buscando profundizar en la interferencia observada entre el EgAgB y el LPS por la union a los
macréfagos se intentd evaluar la expresion del receptor TLR4 y el co-receptor CD14, claves para la
unién y sefializacion del LPS en macréfagos. Para ello, se incubaron macréfagos THP-1 con el LPS
(10 y 5000 ng/mL) en ausencia o presencia de EgAgB (10 y 100 pg/mL) o en medio como control.
La estimulacion se realizé por distintos tiempos (15, 30 y 60 min) y posteriormente las células se
marcaron con anticuerpos anti-CD14 y anti-TLR4 determinando la emisién de fluorescencia por
citometria de flujo. El anticuerpo anti-CD14 permitié detectar y cuantificar el nivel de CD14 sobre
los macréfagos (Figura 5.21 Ay C para estimulos a baja concentracién, y B y D para estimulos a
alta concentracién) pero la sefial correspondiente al anticuerpo anti-TLR4 fue siempre igual a la
determinada para el respectivo control FMO (se hicieron pruebas con diferente concentracion
aunque sin éxito). En cuanto a la expresién de CD14, se observé dispersion en el nivel de expresién
entre experimentos independientes por lo cual los niveles de CD14 se normalizaron por la
expresion de CD14 en presencia de vehiculo (PBEg g-apam). LOS resultados obtenidos mostraron que
el nivel de CD14 no vari6 a los tiempos analizados tanto con dosis bajas o altas de EgAgB o LPS, ni
en presencia de ambos estimulos a la vez.

Estimulos a baja concentracion Estimulos a alta concentracion
EgAgB 10 pg/mL EgAgB 100 pg/mL
LPS 10 ng/mL LPS 5000 ng/mL
A B
M /NM\*\
-/ —  LPS + EgAgB  — -
“ /'\\—-_.‘\ 2 /\\_\ N
- w =3 -
o v @ AN
o o
o ]
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/ /
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Figura S5.1. Niveles de CD14 sobre macréfagos THP-1 en presencia de EgAgB y LPS. Se incubaron
macréfagos THP-1 con EgAgB (10 pug/mL y 100 pg/mL) o PBEe-g-apam (control) en presencia/ausencia de LPS
(100 pg/mL y 5000 ng/mL). Luego de 15, 30 y 60 minutos (min) a 37° C las células se marcaron con el
anticuerpo anti-CD14-PE o su respectivo control FMO y se analizd la fluorescencia d las células por citometria
de flujo. (A y B) Histogramas representativos de la IF para CD14 (detector FL-2) en un experimento con
triplicados analiticos para los estimulos a baja y alta concentracién, respectivamente. (C y D) Se grafica la
expresion promedio de CD14 (media geométrica corregida por el control FMO) + SEM correspondiente a tres
experimentos independientes utilizando triplicados analiticos.
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Figura S5.2. El EJAgB nativo aumenté los niveles de CD86 y CD40 en LPM en relacién al control a las 24
horas p.e.. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con EgAgB (50 pg/ratdn) o PBSe-g-abam
(control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratén). Las inyecciones de EgAgB y de LPS se
realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 24 horas p.e. se
recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a
fluorocromos para su andlisis por citometria de flujo (secciéon 2.10.3). Utilizando el programa Flowlo se
definieron los LPM como aquellas células CD19°Ly6C F4/80"" y se determind sobre esta poblacién el nivel de
expresion de las moléculas CD86 (A) y CD40 (B). Se grafica la IF para CD86 (PE) y CD40 (FITC) en funcién de la
IF para F4/80 (PE-Cy7) de los eventos CD19'Ly6CF4/80"". La IF de cada control FMO se representa con una
linea sélida. Los gréficos corresponden a un experimento con 5 individuos por lote y sus respectivos FMO y
son representativos de tres experimentos independientes.
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Figura S5.3. El EgAgB nativo potencid los niveles de CD86 y modul6 los niveles de MHC-II inducidos por
LPS en LPM a las 4 y 24 horas p.e., respectivamente. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal
con EgAgB (50 pg/ratén) o PBSe-g-apam (control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratén). Las
inyecciones de EgAgB y de LPS se realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar las
preparaciones. A las 4 y 24 horas p.e. se recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se marcaron
con anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos para su andlisis por citometria de flujo (seccién
2.10.3). Utilizando el programa FlowJo se definieron los LPM como aquellas células CD19Ly6C F4/80°" y se
determind sobre esta poblacion el nivel de expresion de las moléculas CD86 (A) y MHC-II (B), a las 4 y 24
horas p.e., respectivamente. Se grafica en A la IF para CD86 (PE) y en B la IF para MHC-II (APC) en funcién de
la IF para F4/80 (PE-Cy7) de los eventos CD19'Ly6C F4/80"". La IF de cada control FMO se representa con una
Iinea sdélida. Los gréaficos corresponden a un experimento con 5 individuos por lote y sus respectivos FMO y
son representativos de tres experimentos independientes.
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Figura S5.4. El EgAgB nativo modulé los niveles de CD86 y CD40 inducidos por LPS en SPM a las 4 horas
p.e.. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con EgAgB (50 pug/ratdn) o PBSg-g-abam (control de
vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratén). Las inyecciones de EgAgB y de LPS se realizaron en
forma secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 4 horas p.e. se recuperaron las células
mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos para su
analisis por citometria de flujo (seccién 2.10.3). Utilizando el programa FlowJo se definieron los SPM como
aquellas células CD19'Ly6C F4/807 "MHC-II"" descartando los eosindfilos en base a su menor tamafio y mayor
complejidad (FSC bajo, SSC alto) y se determind sobre esta poblacién el nivel de expresion de las moléculas
CD86 (A) y CD40 (B). Se grafica en A la IF para CD86 (PE) y en B la IF para CD40 (APC), ambas en funcion de la
IF para Ly6C (eF450) de los eventos CD19 Ly6C F4/807 " MHC-II"* sin eosindfilos. La IF de cada control FMO se
representa con una linea sélida. Los graficos corresponden a un experimento con 5 individuos por lote y sus
respectivos FMO y son representativos de dos experimentos independientes.
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Figura S5.5. El EgAgB nativo modul6 los niveles de CD86 y CD40 inducidos por LPS en SPM a las 24
horas p.e.. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con EgAgB (50 pg/ratén) o PBSe-g-abam
(control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratén). Las inyecciones de EgAgB y de LPS se
realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 24 horas p.e. se
recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a
fluorocromos para su anélisis por citometria de flujo (seccion 2.10.3). Utilizando el programa Flowlo se
definieron los SPM como aquellas células CD19 Ly6C F4/807 "MHC-II"* descartando los eosinéfilos en base a
su menor tamafio y mayor complejidad (FSC bajo, SSC alto) y se determind sobre esta poblacion el nivel de
expresion de las moléculas CD86 (A) y CD40 (B). Se grafica en A la IF para CD86 (PE) y en B la IF para CD40
(APC), ambas en funcién de la IF para Ly6C (eF450) de los eventos CD19’Ly6C’F4/80’/+MHC—I|++ sin
eosindfilos. La IF de cada control FMO se representa con una linea sélida. Los graficos corresponden a un
experimento con 5 individuos por lote y sus respectivos FMO y son representativos de dos experimentos
independientes.
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Figura S5.6. El rEgAg8/1 modulé los niveles de CD86 pero no de CD40 inducidos por LPS en SPM a las 4
horas p.e.. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con rEgAgB8/1 (50 ug/ratén) o PBSe-g-abam
(control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratén). Las inyecciones de rEgAgB8/1y de LPS se
realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 4 horas p.e. se
recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a
fluorocromos para su andlisis por citometria de flujo (secciéon 2.10.3). Utilizando el programa Flowlo se
definieron los SPM como aquellas células CD19 Ly6C F4/807 "MHC-II"* descartando los eosindfilos en base a
su menor tamafio y mayor complejidad (FSC bajo, SSC alto) y se determind sobre esta poblacion el nivel de
expresion de las moléculas CD86 (A) y CD40 (B). Se grafica en A la IF para CD86 (PE) y en B la IF para CD40
(APC), ambas en funcion de la IF para Ly6C (eF450) de los eventos CD19Ly6C F4/807"MHC-II"" sin
eosindfilos. La IF de cada control FMO se representa con una linea sélida. Los gréaficos corresponden a un
experimento con 5 individuos por lote y sus respectivos FMO y son representativos de dos experimentos
independientes.
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Figura S5.7. El rEgAgB8/1 aumento los niveles de CD86 y CD40 en SPM a las 24 horas p.e.. Se estimularon
hembras Balb/c por via intraperitoneal con rEgAgB8/1 (50 pg/ratén) o PBSe-g-abam (control de vehiculo) en
ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratén). Las inyecciones de rEgAgB8/1 y de LPS se realizaron en forma
secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 24 horas p.e. se recuperaron las células
mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos para su
analisis por citometria de flujo (seccién 2.10.3). Utilizando el programa FlowJo se definieron los SPM como
aquellas células CD19'Ly6C F4/807 "MHC-II"" descartando los eosindfilos en base a su menor tamafio y mayor
complejidad (FSC bajo, SSC alto) y se determind sobre esta poblacién el nivel de expresion de las moléculas
CD86 (A) y CD40 (B). Se grafica en A la IF para CD86 (PE) y en B la IF para CD40 (APC), ambas en funcion de la
IF para Ly6C (eF450) de los eventos CD19 Ly6C F4/807 " MHC-II"* sin eosindfilos. La IF de cada control FMO se
representa con una linea sélida. Los graficos corresponden a un experimento con 5 individuos por lote y sus
respectivos FMO y son representativos de dos experimentos independientes.
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Figura S5.8 A. Efectos in vivo en la expresion del CD19 sobre la poblacion de linfocitos B peritoneales. Se
estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con EgAgB (50 pg/ratén) o PBSgs-abam (control de
vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/raton). Las inyecciones de EGAgB y de LPS se realizaron en
forma secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 4 y 24 horas p.e. se recuperaron las
células mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos
para su andlisis por citometria de flujo (seccidon 2.10.3). Utilizando el programa FlowJo se definieron los
linfocitos B totales como aquellas células CD19°F4/80" y se determind sobre esta poblacion el nivel de
expresion del marcador fenotipico CD19. Se grafica el nivel de expresion de CD19 para experimentos con
EgAgB nativo y rEgAgB8/1, determinado como la media geométrica de la IF normalizada por el nivel del
grupo control, a las 24 horas p.e.. Cada punto del gréafico representa un individuo y se indica la mediana por
lote correspondiente a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos
independientes (linea horizontal gruesa y larga). Los graficos corresponden a tres y dos experimentos
independientes para EgAgB nativo y rEgAgB8/1, respectivamente, con 5 individuos por lote. Se aplico la
prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings seguido de la prueba basada en el test T de
Student, sobre la cual se realizé la correccidén de Benjamini y Hochberg (* p < 0.05).
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Figura S5.8 B. Efectos in vivo de EgAgB sobre la poblacién de linfocitos B total y la sub-poblacién de
linfocitos B1 peritoneales. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con EgAgB (50 pg/ratén) o
PBSe-8-abam (control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/raton). Las inyecciones de EgAgB y de
LPS se realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 4 y 24 horas p.e. se
recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a
fluorocromos para su andlisis por citometria de flujo (seccién 2.10.3). Utilizando el programa FlowJo se
definieron los linfocitos B totales y la sub-poblacién B1, como aquellas células CD19°F4/80" y CD19"F4/80°
Cd11b", respectivamente y se determiné sobre esta poblacién el nivel de expresion de las moléculas MHC-II 'y
CD8é6. Se grafica el nimero total de linfocitos B y B1 (A y B) y los niveles de expresién de MHC-Il (Cy D) y
CD86 (E y F), determinados como la media geométrica de la IF normalizada por el nivel del lote control, a las
24 horas p.e.. Cada punto del grafico representa un individuo y se indica la mediana por lote correspondiente
a cada experimento (linea horizontal fina y corta) y al conjunto de experimentos independientes (linea
horizontal gruesa y larga). La IF del control FMO se representa con una linea punteada. Los graficos
corresponden a dos experimentos independientes para 4 horas y a tres experimentos independientes para 24
horas, con 5 individuos por lote. Se aplico la prueba exacta no paramétrica de dos vias de Mack Skillings
seguido de la prueba basada en el test T de Student, sobre la cual se realizd la correcciéon de Benjamini y
Hochberg (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Figura S5.9. El EgAgB nativo modulé los niveles de CD86 inducidos por LPS en células dendriticas
peritoneales. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con EgAgB (50 pg/ratén) o PBSe-g-abam
(control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratén). Las inyecciones de EgAgB y de LPS se
realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 4 y 24 horas p.e. se
recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a
fluorocromos para su andlisis por citometria de flujo (seccidon 2.10.3). Utilizando el programa Flowlo se
definieron las células dendriticas como aquellas células CD11c”"MHC-II"" y se determiné sobre esta poblacién
el nivel de expresion de CD86. Se grafica la IF para CD86 (PE) en funcién de la IF para CD11c (PE-Cy7) de los
eventos CD11c""MHC-II"*. La IF de cada control FMO se representa con una linea sélida. Los graficos
corresponden a un experimento con 5 individuos por lote y sus respectivos FMO y son representativos de tres
experimentos independientes.
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Figura S5.10. El EgAgB nativo modulé los niveles de MCH-I1l y CD86 inducidos por LPS en la poblacién
de monocitos CD19F4/80°Ly6C"*" a las 24 horas p.e.. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal
con EgAgB (50 pg/ratén) o PBSe-g-anam (control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratdn). Las
inyecciones de EgAgB y de LPS se realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar las
preparaciones. A las 24 horas p.e. se recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se marcaron con
anticuerpos especificos conjugados a fluorocromos para su analisis por citometria de flujo (seccién 2.10.3).
Utilizando el programa FlowJo se definieron los monocitos como aquellas células CD19F4/80°Ly6C"" y se
determind sobre esta poblacion el nivel de expresién de MHC-II (A) y CD86 (B). Se grafica en A la IF para
MHC-II (APC) y en B la IF para CD86 en funcion de la IF para Ly6C (Pacific-Blue) de los eventos CD19F4/80
Ly6C™". Los gréficos corresponden a un experimento con 5 individuos por lote y sus respectivos FMO y son
representativos de tres experimentos independientes. La IF de cada control FMO se representa con una linea
sélida. Se representa con graficos de contorno (y no de puntos) para una mejor visualizacién, por tratarse de
una poblaciéon minoritaria.
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Figura S5.11. El EgAgB indujo un rapido reclutamiento de neutréfilos a cavidad peritoneal a las 4 horas
p.e.. Se estimularon hembras Balb/c por via intraperitoneal con EgAgB nativo/rEgAgB8/1 (50 pg/ratén) o
PBSk-8-abam (control de vehiculo) en ausencia o presencia de LPS (15 pg/ratén). Las inyecciones de EgAgB y de
LPS se realizaron en forma secuencial y en este orden sin mezclar las preparaciones. A las 4 horas p.e. se
recuperaron las células mediante lavado peritoneal y se marcaron con anticuerpos especificos conjugados a
fluorocromos para su andlisis por citometria de flujo (secciéon 2.10.3). Utilizando el programa Flowlo se
definieron los neutréfilos como aquellas células CD19°F4/80 CD11c’ MHCII SiglecF Gr-1"". Se grafica la IF para
Gr-1 (FITC), el marcador fenotipico de neutrdfilos utilizado, en funcién de la IF para SiglecF (PE). Los gréficos
corresponden a un experimento con 5 individuos por lote y sus respectivos FMO y son representativos de tres
experimentos independientes. La IF de cada control FMO se representa con una linea sélida.
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ANEXO - Capitulo 6

Material suplementario S6.1

Andlisis in silico de posibles modificaciones post-traduccionales en variantes de

subunidades detectadas en el EQAgB nativo de origen bovino

1. >tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH EgAgBS8/1

1.1. Prediccidn de sitios de fosforilacion utilizando NetPhos-3.1

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1)

>tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH

78 aminoacidos

Secuencia # x Contexto Score Quinasa Prediccion
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 11T FVVVTQADD 0.534 DNAPK Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 18 T DDGLTSTSR 0.636 PKC Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 19S DGLTSTSRS 0.980 unsp Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 19S DGLTSTSRS 0.532 PKC Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 20T GLTSTSRSV 0.891 unsp Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 20T GLTSTSRSV 0.822 PKC Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 21 S LTSTSRSVM 0.549 unsp Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 21 S LTSTSRSVM 0.516 cdc2 Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 23S STSRSVMKM 0.953 unsp Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 23S STSRSVMKM 0.651 PKC Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 68 S MALRSHFRG 0.672 unsp Si
# tr_Q5EKQ4_Q5EKQ4_ECH 68 S MALRSHFRG 0.534 PKC Si
ALALVSFVVVTQADDGLTSTSRSVMKMFGEVKYFFERDPLGQKVVDLLKE  # 50
LEEVFQLLRKKLRMALRSHFRGLIAEGE # 100

%1 .......... T...... TSTS. S # 50

%1 i S

las

En rojo se indica el péptido sefial y por tanto el sitio predicho en la T11 no tendria consecuencias a nivel

de la proteina madura

1.2. Prediccién del PM y pl en las variantes fosforiladas correspondientes a la proteina madura (en hasta

5 sitios) utilizando Scansite 4.0
(https://scansite4.mit.edu/#calcMolWeight;s=4f17a042-d734-432b-aba6-93ad256b2be9)

NUmero de sitios fosforilados PM pl
0 7590.775 8.31
1 7668.746 6.56
2 7746.717 5.78
3 7824.688 5.33
4 7902.659 5.04
5 7980.631 4.83
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2. tr_Q9UAO06_Q9UA06_ECH EgAgB8/1

2.1 Prediccion de sitios de fosforilacion utilizando NetPhos-3.1
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1)

tr_Q9UA06_Q9UAO06_ECH 81 aminoacidos

Secuencia # x Contexto Score Quinasa Prediccion
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 14T FVVVTQADD 0.534 DNAPK Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 21 T DDGLTSTSR 0.636 PKC Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 22 S DGLTSTSRS 0.980 unsp Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 22 S DGLTSTSRS 0.532 PKC Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 23 T GLTSTSRSV 0.891 unsp Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 23 T GLTSTSRSV 0.822 PKC Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 24 S LTSTSRSVM 0.549 unsp Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 24 S LTSTSRSVM 0.516 cdc2 Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 26 S STSRSVMKM 0.953 unsp Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 26 S STSRSVMKM 0.651 PKC Si
# tr_Q9UAO06_Q9UAO6_ECH 71 S MALRSHLRG 0.522 unsp Si
MLLALALVSFVVVTQADDGLTSTSRSVMKMFGEVKYFFERDPLGQKVVDL  # 50
LKELEEVFQLLRKKLRMALRSHLRGLIAEGE # 100

%1 s T...... TSTS.Suriiiiiiiei s # 50

%1 i S

En rojo se indica el péptido sefial y por tanto el sitio predicho en la T14 no tendria consecuencias a nivel
de la proteina madura

2.2. Prediccion del PM y pl en las variantes fosforiladas correspondientes a la proteina madura (en hasta
5 sitios) utilizando Scansite 4.0
(https://scansite4.mit.edu/#calcMolWeight;s=4f17a042-d734-432b-aba6-93ad256b2be9)

Numero de sitios fosforilados PM pl

0 7556.758 8.31
1 7634.729 6.56
2 7712.700 5.78
3 7790.671 5.33
4 7868.642 5.04
5 7946.613 4.83

3. Q6UZE2_Q6UZE2_ECH EgAgB8/4

3.1. Prediccion de sitios de fosforilacion utilizando NetPhos-3.1
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1)

>tr_Q6UZE2_Q6UZE2_ECH 81 amino acidos

Secuencia Quinasa Prediccion

# tr_Q6UZE2_Q6UZE2_ECH 50T GRDLTAICQ 0.504

ALVAFVAVVQAKAEPERCKCLIMRKLGEIRDFFRSDPLGQKLVALGRDLT # 50

AICQKLQLKVHEVLKKYVKDLLEEEDEDDLK # 100
8 T # 50
Yol i

Los aminoacidos en rojo corresponden al péptido sefial
3.2. Prediccion del PM y pl en la variante fosforilada correspondiente a la proteina madura utilizando

Scansite 4.0
(https://scansite4.mit.edu/#calcMolWeight;s=4f17a042-d734-432b-aba6-93ad256b2be9)

NUmero de sitios fosforilados PM pl
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0 8200.625 6.78
1 8278.597 5.81

4. Q6UZE3_Q6UZE2_ECH EgAgB8/4

4.1. Prediccion de sitios de fosforilacion utilizando NetPhos-3.1
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1)

>tr_Q6UZE2_Q6UZE3_ECH 81 amino acidos

Secuencia # x Contexto Score Quinasa Prediccidn
# tr_Q6UZE3_Q6UZE3_ECH 50T GRDLTAICQ 0.504 PKG Si
ALVAFVAVVQAKAEPERCKCLIMRKLGEIRDFFRSDPLGQKLAALGRDLT  # 50
AICQKLQLKVHEVLKKYVKDLLEEEDEDDLK # 100

B3 PP T # 50

B

Los aminoacidos en rojo corresponden al péptido sefial

4.2. Prediccion del PM y plI en la variante fosforilada correspondiente a la proteina madura utilizando
Scansite 4.0
(https://scansite4.mit.edu/#calcMolWeight;s=4f17a042-d734-432b-aba6-93ad256b2be9)

Numero de sitios fosforilados PM pl
0 8172.572 6.78
1 8250.543 5.81

3. Q6UZDS_Q6UZD8_ECH EgAgB8/4

5.1. Prediccidn de sitios de fosforilacion utilizando NetPhos-3.1
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1)

>tr_Q6UzZD8_Q6UzZD8_ECH 81 aminoacidos

Secuencia # x  Contexto Score Quinasa Prediccion
# tr_Q6UzD8_Q6UzZD8_ECH 50T GRDLTAICQ 0.504 PKG Si
ALVAFVAVVQAKAEPERCKRLIMRKLGEIRDFFRSDPLGQKLVALGRDLT # 50
AICQKLQLKVHEVLKKYVKDLLEEEDEDDLK # 100

3 Pt T # 50

Yol

5.2. Prediccién del PM y pl en la variante fosforilada correspondiente a la proteina madura utilizando
Scansite 4.0
(https://scansite4.mit.edu/#calcMolWeight;s=4f17a042-d734-432b-aba6-93ad256b2be9)

Numero de sitios fosforilados PM pl
0 8253.674 7.96
1 8331.645 6.56
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