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Resumen 
 

Echinococcus granulosus es un platelminto parásito cuyo estadio larvario (hidátide) provoca la 

echinococcosis quística en diversos mamíferos incluyendo al humano. En hospederos a los que el 

parásito está bien adaptado, la hidátide se establece de manera crónica porque logra evadir la 

respuesta inmune mediante su aislamiento parcial y la expresión de componentes con función 

inmunomoduladora. Se postula que uno de estos componentes es la lipoproteína conocida como 

antígeno B (EgAgB) que mostró efectos inhibitorios de la activación mediada por LPS en células 

inmunes innatas, incluyendo macrófagos, tanto in vitro como in vivo. La caracterización bioquímica 

del EgAgB demostró que esta lipoproteína presenta cierta similitud con la HDL de vertebrados a nivel 

de su tamaño molecular, la relación lípido:proteína, la heterogeneidad de sus componentes lipídicos 

y el predominio de hélices alfa en la estructura secundaria de sus componentes proteicos o 

apolipoproteínas. Además, el trabajo de nuestro grupo de investigación mostró que comparten 

actividades asociadas a la unión a receptores celulares y la captura de lípidos de los macrófagos. Por 

otra parte, se han descripto propiedades inmunomoduladoras de la HDL sobre la activación de 

macrófagos por LPS, que podrían incluir su capacidad para unir y neutralizar al LPS en solución. En 

este escenario, planteamos que la actividad inmunomoduladora del EgAgB sobre los macrófagos 

podría involucrar mecanismos similares a los observados en la HDL, incluyendo la capacidad de unir 

LPS y neutralizarlo en el medio extracelular. Para abordar esta hipótesis analizamos los efectos del 

EgAgB de E. granulosus y la HDL sobre los macrófagos, comparando su capacidad para modular la 

activación por LPS y para interferir con la unión del LPS a dichas células. Utilizando macrófagos de 

la línea celular THP-1 o derivados de médula ósea de ratón observamos que el EgAgB inhibió 

significativamente la producción de mediadores proinflamatorios (IL-1β, IL-6, IL-12p40, IFN-β y nitrito) 

inducida por LPS, mientras que la HDL no indujo inhibición a la misma concentración. Por otra parte, 

ambas lipoproteínas interfirieron con la unión del LPS a los macrófagos, pero el EgAgB mostró mayor 

capacidad que la HDL. Además, en ensayos de unión in vitro observamos que el EgAgB muestra 

mayor capacidad de unir el LPS que la HDL, tanto en presencia como ausencia de la proteína de 

unión al LPS. En conjunto, estos resultados apoyan la idea de que el EgAgB podría actuar como una 

molécula barrendera en solución, uniendo el LPS y evitando su acción sobre células innatas como 

los macrófagos. Esto explicaría, al menos parcialmente, la actividad inmunomoduladora descripta en 

el EgAgB en varios estudios previos. Interesantemente, la actividad específica del EgAgB parece ser 

mayor que la observada para la HDL, incluyendo su fracción HDL3, la cual actuaría como una 

lipoproteína neutralizante del LPS en condiciones fisiológicas. 
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1. Introducción 
 

1.1. El parásito Echinococcus granulosus s.l. 

 

Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.) es una tenia parásita de la clase Cestoda del filo Platelminto. 

Su estadio larvario provoca la enfermedad conocida como echinococcosis quística (EQ) en una 

variedad de mamíferos incluyendo el humano, considerado hospedero accidental porque interrumpe 

el ciclo de vida natural del parásito) (1). Esta zoonosis se extiende por todos los continentes, excepto 

Antártida, y es endémica en ciertos países de África, América del Sur, Asia y Europa (2). 

Particularmente, en algunos países de América del Sur, esta enfermedad se considera de importancia 

para el sector ganadero y de la salud pública, ya que E. granulosus es capaz de utilizar bovinos u 

ovinos y humanos como hospederos intermediarios (3). E. granulosus s.l. comprende 10 genotipos 

(G) que han sido reconocidos por caracteres fenotípicos (morfología, especificidad de hospedero 

intermediario, parámetros bioquímicos y desarrollo), distribución geográfica y secuencias génicas 

(gen mitocondrial cox1). Los genotipos G1, G2 y G3 se agrupan dentro de E. granulosus sensu stricto 

(s.s.) y utilizan como hospedero intermediario a ovejas/bovinos, ovejas de Tasmania y búfalos, 

respectivamente. Además, se reconocen los genotipos de equinos (G4), vacunos (G5), camélidos 

(G6), porcinos (G7), cérvidos (G8 y G10) y porcino-humano (G9) (4).  

 

 

1.1.1. Ciclo de vida 

 

El ciclo de vida de E. granulosus s.l. se esquematiza en la Figura 1.1. Los hospederos intermediarios 

(ovejas, vacas, humanos, entre otros) se infectan tras la ingesta de alimentos contaminados por los 

huevos del parásito que contienen oncosferas o, en humanos, por contacto estrecho con perros 

infectados. Estas son liberadas en el tracto digestivo del hospedero y se sujetan con sus ganchos a 

las microvellosidades del intestino delgado. Rápidamente penetran el tejido con movimientos 

musculares y por las secreciones de las glándulas de penetración. Hay evidencia de que completan 

su migración a través de vasos sanguíneos o linfáticos hasta alcanzar un sitio idóneo, generalmente 

órganos como hígado, pulmón, cerebro y músculo. Allí se desarrollan al estadio larvario o hidátide 

cuya estructura se describe en el siguiente párrafo. Cuando esta alcanza la madurez, genera 

protoescólices (PE) por reproducción asexual, transformándose en hidátide fértil. Cuando una 

hidátide no genera PE se la denomina no fértil. Los hospederos definitivos (carnívoros, por ejemplo, 

perros) se infectan tras la ingesta de vísceras de hospederos intermediarios con hidátides 

conteniendo PE viables. Estímulos aún no esclarecidos provocan la evaginación de los PE que deben 

sujetarse rápidamente al epitelio del intestino delgado para no ser expulsados con las heces. Allí 

ocurren varios procesos que resultan en la maduración al individuo adulto. Los gusanos adultos son 

hermafroditas y predominantemente autofecundativos. Luego de la fecundación se desarrollan los 

huevos dentro de la proglótide terminal que es expulsada con las heces, cerrando así el ciclo de vida 

del parásito (1). 
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Figura 1.1. Esquema del ciclo de vida básico de E. granulosus s.l. El individuo adulto, hospedado en el 

intestino del hospedero definitivo, libera la proglótide terminal, conteniendo huevos, hacia las heces. Los 

hospederos intermediarios se infectan al consumir comida contaminada con dichos huevos. En el estómago, 

los huevos eclosionan y liberan las oncosferas, las cuales penetran la mucosa intestinal e ingresan a 

circulación, por la cual llegan a un órgano (hígado o pulmón principalmente). Allí se desarrolla la hidátide que 

mediante reproducción asexual genera los PE. Los hospederos definitivos se infectan al consumir vísceras 

con hidátides conteniendo PE viables. En el tracto digestivo los PE evaginan y se sujetan a las criptas del 

intestino delgado donde maduran y se reproducen sexualmente generando huevos, cerrando así el ciclo de 

vida del parásito. Tomado y modificado de (1).  
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1.1.2. Morfología de la hidátide 

 

Ya que el antígeno a estudiar se extrae de la hidátide, se profundiza solo en este estadio del ciclo de 

vida de E. granulosus. La hidátide, esquematizada en la Figura 1.2, es generalmente unilocular, 

esférica y crece concéntricamente. Presenta una pared compuesta por una capa laminar externa 

(acelular, rica en carbohidratos y permeable a macromoléculas), producida por una capa celular 

interna denominada germinativa. La proliferación de las células de la capa germinativa genera los PE 

de manera asincrónica: en una misma hidátide puede haber varios PE en distintas etapas de 

desarrollo. Los PE completamente desarrollados se caracterizan por la posesión de ganchos en el 

rostellum invaginado. Contenido dentro de la hidátide, se encuentra el líquido hidático (LH) que está 

compuesto por una mezcla compleja de productos de secreción/excreción del parásito y moléculas 

derivadas del hospedero (1). Una lámina fibrosa generada por el hospedero en respuesta a la 

infección, denominada capa adventicia, rodea la pared de la hidátide. En especies de hospederos a 

los que el parásito está bien adaptado, la larva puede sobrevivir por muchos años, estableciendo una 

enfermedad crónica, lo que implica que el parásito posee estrategias de control del sistema inmune 

del hospedero (revisado por (5)). Este es un punto clave que se desarrolla en la siguiente sección. 

 

   

 Figura 1.2. Ilustración del corte transversal de la hidátide fértil de E. granulosus establecida en el 

hospedero intermediario. La pared de la hidátide se conforma por una capa germinativa que sintetiza la 

capa laminar y por reproducción asexual genera PE. La pared rodea una cavidad donde se encuentra el 

LH conformado por productos del hospedero y de secreción/excreción del parásito. La capa adventicia 

es una lámina fibrosa generada por el hospedero en respuesta a la infección. Tomada y modificada de 

(1).  
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1.2. El sistema inmune del hospedero intermediario frente a la infección por E. granulosus 

 

Típicamente, los metazoarios parásitos inducen en sus hospederos mamíferos una respuesta inmune 

de tipo 2. Esta es promovida por productos del parásito y/o señales de daño de tejidos que 

interaccionan con células epiteliales, células linfoides innatas de tipo 2 (ILC2), mastocitos, macrófagos 

y células dendríticas. Proliferan linfocitos T que secretan las citoquinas IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 

(revisado por (6)). La IL-4 es clave para la diferenciación de las células Th2 y junto con la IL-13 

inducen la diferenciación de macrófagos hacia M2, también llamados macrófagos alternativamente 

activados (AAM), fenotipo reparador de tejidos (7–9). La citoquina IL-5 promueve la eosinofilia y la IL-

9 potencia la actividad de los mastocitos (10). Además, esta respuesta de citoquinas induce la 

generación de anticuerpos de isotipo IgG4 en humanos (11). Eosinófilos, basófilos, mastocitos y 

macrófagos son reclutados a los sitios de invasión del parásito y ejercen allí diversas funciones con 

el objetivo de, al menos, limitar al parásito y reparar tejidos dañados. Una de estas funciones, llevada 

a cabo principalmente por eosinófilos, neutrófilos y macrófagos es la citotoxicidad mediada por 

anticuerpos (ADCC). Los receptores Fc de estas células pueden reconocer el parásito cubierto por 

anticuerpos y así descargar sobre él su contenido lisosomal o granular (revisado por (6)). Así, la 

respuesta Th2 resulta protectora en varias infecciones, particularmente contra nematodos 

gastrointestinales. 

 

Sin embargo, las respuestas observadas en infecciones crónicas por helmintos no son meramente 

del tipo 2, sino que incluye un componente anti-inflamatorio/regulador. A esta respuesta se la 

denomina Th2-modificada. Si bien el componente tipo 2 refleja el reconocimiento del parásito por 

parte del sistema inmunológico, el componente de regulación negativa probablemente refleja la 

adaptación de los mismos para evadir la respuesta inmune del hospedero. La respuesta Th2-

modificada se caracteriza por una disminución de la secreción de IL-5 e IL-13 y un aumento de la 

secreción de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y/o TGF-β. Además, las infecciones por 

helmintos expanden las poblaciones de células T reguladoras (dependientes de IL-10) potenciando 

así los circuitos reguladores negativos del hospedero (revisado por (12)).  

 

Puntualmente, la infección por E. granulosus promueve una respuesta con predominio de linfocitos 

colaboradores (Th) de tipo 2, pero dependiendo de la adaptación hospedero-parásito se ha 

observado presencia de otros tipos de células Th.  En particular, en pacientes con EQ se observó la 

inducción de una respuesta de tipo 1, caracterizada por linfocitos Th1 que secretan IFN-γ, citoquina 

que activa macrófagos induciendo un fenotipo altamente microbicida. Estas respuestas coexisten en 

la infección por E. granulosus, pero se vio que una fuerte respuesta Th1 se correlaciona con quistes 

inactivos (revisado por (13)). Si la respuesta inicial hacia al parásito es muy intensa, puede causar la 

degeneración y eventualmente su muerte. Pero, como sucede en gran parte de los casos en el que 

el parásito se establece en un hospedero intermediario conveniente, la reacción inicial se resuelve 

coincidentemente con el desarrollo de la capa laminar de la hidátide y la aparición de la capa 

adventicia (1). De esta forma, la hidátide logra establecerse de manera crónica en su hospedero. Su 

sobrevivencia se debe a que, como otros helmintos parásitos, E. granulosus logra evadir la respuesta 

inmune mediante esencialmente dos mecanismos: evasión pasiva, en la cual el parásito evita los 

efectos nocivos de la inmunidad aislándose parcialmente; y evasión activa, llevada a cabo por la 

interacción directa de componentes parasitarios con función inmunomoduladora (revisado por (14)). 
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Algunos de los componentes conocidos que interfieren con los mecanismos efectores del sistema 

inmune del hospedero son EgTeg, proteínas 14-3-3, EgTPx, Calpain, EgEF-1β/𝛿 y el antígeno B 

(EgAgB). EgTeg y EgEF-1β/𝛿 dirigen la respuesta a Th2, asociada a la infección crónica (15,16). Las 

proteínas 14-3-3 se relacionan con la resistencia a la respuesta mediada por células (17). EgTPx juega 

un rol clave en la detoxificación de las especies reactivas del oxígeno producidas tanto por el propio 

metabolismo del parásito como de las producidas por las células efectoras del sistema inmune (18). 

Calpain es una proteasa que facilita la digestión de las proteínas del hospedero y la invasión de tejidos 

(revisado por (19)). Por su parte, el EgAgB ha sido propuesto como una molécula importante en la 

modulación del sistema inmune del hospedero ya que se ha visto que puede controlar tanto la 

respuesta innata como la adaptativa. En la sección 1.5 se describe en detalle al EgAgB y las 

observaciones que apoyan la idea del rol inmunomodulador. Adicionalmente, partículas derivadas de 

la capa laminar de E. granulosus inhibieron la producción de IL-4 y la proliferación de macrófagos 

(20) así como los niveles de CD40 en células dendríticas (21). 

 

 

1.3. Los macrófagos frente a la infección 

 

En este trabajo se utilizó a los macrófagos como modelo celular, por lo que en esta sección se 

describen los aspectos más relevantes de su papel en la respuesta inflamatoria, particularmente 

innata.  

 

Los macrófagos, los cuales constituyen una población de células heterogénea tanto ontogénica como 

funcionalmente, son células del sistema inmune innato fundamentales para la destrucción de 

patógenos y la homeostasis de los tejidos. Los macrófagos residentes suelen tener funciones 

altamente especializadas asociadas al tejido que pueblan, y en su mayoría son de origen embrionario 

y tienen capacidad de autorrenovación. Presentan en su superficie receptores de reconocimiento de 

patrones (PRRs, del inglés Pattern Recognition Receptors) que reconocen patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs, del inglés Patogen Associated Molecular Patterns) así como también 

motivos moleculares asociados al daño tisular (DAMPs, del inglés, Damage Associated Molecular 

Patterns). Se han descrito dos fenotipos principales de macrófagos según las propiedades que 

adquieren luego de ser estimulados: el clásico (M1) y el alternativo (M2) (Figura 1.3). Antes de 

describirlos, es necesario aclarar que la distinción de estos dos fenotipos discretos es una 

simplificación para su descripción, ya que se conoce que en condiciones fisiológicas pueden 

generarse un abanico de fenotipos en función de los estímulos presentes en el ambiente (revisado 

por (22)). 

 

El fenotipo clásico se genera en respuesta a la estimulación por agonistas de PRRs de tipo Toll (TLRs, 

del inglés Toll Like Receptors) e IFN-γ, y está asociado a una potente actividad microbicida (alta 

capacidad fagocítica) relevante en la defensa contra bacterias extracelulares. Además, mediante la 

producción de citoquinas como la IL-1β, IL-6, IFN- β y TNF-α, este fenotipo sostiene una fuerte 

respuesta inflamatoria que recluta y activa a células efectoras, y promueve el desarrollo de la 

respuesta de fase aguda (10). Por otro lado, los macrófagos estimulados por PAMPs, por ejemplo, 

LPS (lipopolisacárido), aumentan la expresión de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), la 

cual genera óxido nítrico (NO•) que es un eficaz microbicida (23).  
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Como se mencionó en la sección anterior, el fenotipo alternativo M2, es producto de la diferenciación 

inducida por citoquinas asociadas a las respuestas de tipo 2: IL-4 e IL-13. Este fenotipo está 

especializado en controlar la diseminación de patógenos no fagocitables y persistentes, así como 

también de limitar el desarrollo de respuestas inflamatorias exacerbadas asociadas a agentes que 

provocan daño tisular. Así, los macrófagos M2 son capaces de sintetizar citoquinas anti-inflamatorias 

(IL-10), moléculas involucradas en la reparación del tejido (RELMα, Ym1, Ym2) y la enzima arginasa-

1 (10). Esta enzima comparte con la enzima óxido nítrico sintetasa-2 (NOS2) el sustrato arginina, a 

partir del cual cataliza la formación de urea y ornitina, y de esta manera es capaz de limitar la síntesis 

de NO• y los efectos tóxicos del mismo (24).  

 

 

 

Figura 1.3. Esquema simplificado de los fenotipos de macrófagos residentes de los tejidos: señales 

que promueven su diferenciación, fenotipos adquiridos y respuestas efectoras consecuentes. El IFN-

γ y PAMPs como el LPS promueven el fenotipo clásico (M1), el cual libera las citoquinas pro-inflamatorias IL-

6, IL-1β, IFN-β, TNF-α, citoquinas reguladoras como la IL-12 y expresa la enzima óxido nítrico sintasa (iNOS) 

productora del NO•, radical que contribuye a la actividad microbicida del macrófago. La IL-4 e IL-13 

promueven el fenotipo alternativo (M2), el cual libera la citoquina anti-inflamatoria IL-10, expresa moléculas 

involucradas en la reparación de tejidos (Ym1/2 y RELMα) y la enzima arginasa-1 la cual limita la síntesis del  

NO•. Creado en BioRender.com. 
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1.4. Respuesta inducida por el LPS en macrófagos y monocitos 

 

Dado que en este trabajo se utilizó el LPS como estímulo inflamatorio, se revisa aquí la literatura sobre 

sus principales características bioquímicas, relevantes en cuanto a la interacción con los macrófagos.  

 

El LPS es un glucolípido que forma parte del 50 % de la masa de la membrana externa de las bacterias 

gram-negativas. Posee tres regiones distinguibles: el lípido A, que es un glicofosfolípido que ancla el 

LPS a la membrana mediante interacciones hidrofóbicas con las cadenas acilo de los fosfolípidos de 

membrana; el oligosacárido central y, por último, las colas de polisacáridos O que consisten en un 

número de unidades repetidas de oligosacáridos. Debido a su estructura anfipática, las moléculas de 

LPS se asocian en solución formando estructuras en bicapa o micelares. El lípido A es el responsable 

de la activación de células innatas, incluyendo macrófagos, mediante el receptor TLR4 (25). Para que 

el LPS active al receptor TLR4 es necesaria la participación de una proteína, llamada proteína de 

unión al LPS (LBP, del inglés, LPS binding protein). La LBP se une al lípido A y extrae monómeros de 

LPS de las estructuras laminares o micelares que el LPS forma en solución. Estos monómeros pueden 

unirse al CD14, para ser luego transferidos al complejo TLR4-MD2 (revisado por (26)). Dicha 

interacción induce la dimerización del receptor activando vías de señalización intracelulares. La 

señalización está mediada por proteínas adaptadoras y resulta en cambios en la expresión génica 

que conllevan a la producción de citoquinas inflamatorias como IFN-β, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-12 y TNF-

α (revisado por (27)). Además, como ya se mencionó, los macrófagos estimulados por PAMPs como 

el LPS (lipopoliscárido), aumentan la expresión de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), la 

cual genera NO• que es un microbicida eficaz (Figura 1.4) (23).  

 

El LPS es un PAMP frecuentemente utilizado como activador de macrófagos y ha sido utilizado por 

nuestro grupo para evaluar funciones moduladoras de distintos componentes de E. granulosus, entre 

ellos el EgAgB (21,28,29).  Macrófagos de diferente origen (i.e. líneas celulares, médula ósea murina, 

macrófagos de tioglicolato) se han utilizado como modelo y sus respuestas a la estimulación con LPS 

incluyen diversas combinaciones de citoquinas y NO• (determinado en función de la concentración 

de nitrito)  (23,29–31). Se debe considerar que, si bien el LPS no es un PAMP derivado de cestodos, 

es una molécula que está presente en el hígado (principal localización de la hidátide) debido al 

arrastre de productos derivados de la microbiota intestinal por la vía porta (32), por lo que podría 

estar presente en el sitio de establecimiento de la hidátide en condiciones fisiológicas. 
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Figura 1.4. Esquema de señalización del LPS a través del TLR4 en macrófagos. La LBP facilita la 

monomerización del LPS, permitiendo su unión al CD14, el cual lo transfiere al complejo TLR4-MD2. Esto 

permite la dimerización de tal complejo, iniciando una cascada de señalización intracelular que tiene como 

consecuencia la producción de IFN-β, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α y la expresión de la iNOS. Tomada de 

(33) y modificada en BioRender.com. 

 

 

1.5. El antígeno B de E. granulosus 

 

El EgAgB se identificó como una lipoproteína antigénica (34,35), e inicialmente, el interés en el mismo 

radicó en su importancia para el inmunodiagnóstico de la EQ: diversos grupos evaluaron sus epítopes 

inmunodominantes así como su valor diagnóstico (36–40). Esta lipoproteína pertenece a la familia de 

las HLBP (del inglés, hydrophobic ligand binding protein), que es exclusiva de cestodos (34,41–43). 

Las HLBPs se identificaron como oligómeros altamente abundantes, inmunogénicos y de alta masa 

molecular cuyos monómeros son subunidades ricas en hélices de aproximadamente 7 a 11 kDa. Se 

ha propuesto que las HLBPs podrían desempeñar un papel importante en la biología de los cestodos 

al tomar y transportar lípidos del organismo hospedero y también podrían actuar como moléculas 

mensajeras. Por ejemplo, podrían unir y transportar lípidos con capacidad de inducir cascadas de 

señalización intracelular, participando en los procesos de activación y/o diferenciación celular 

necesarios para la adaptación del parásito a las respuestas inmunitarias del hospedero (44). A 

continuación, se describen en detalle distintos aspectos fisicoquímicos y biológicos del EgAgB, los 

cuales se ilustran a modo de resumen en la Figura 1.5. 
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El componente proteico del EgAgB está codificado por una familia multigénica y polimórfica: 

comprende 5 subfamilias, EgAgB1 a EgAgB5 (43,45,46). Con la secuenciación del genoma de E. 

granulosus s.s. se detectó la presencia de un cluster con 7 genes del EgAgB que incluyen tres copias 

similares de EgAgB3 y una de cada uno de los restantes genes (47). En el artículo de Zhang et al., 

2010 se halló que estos genes se expresan diferencialmente en los estadios del ciclo de vida de E. 

granulosus s.l. (no se especifica el genotipo) así como en distintas estructuras de un mismo estadio. 

En la capa germinativa se expresan todos los genes mientras que la oncosfera, los PE y el gusano 

adulto inmaduro y maduro mostraron expresión principalmente de EgAgB3 y EgAgB5. En particular, 

la expresión 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 (47). La expresión diferencial de 

los genes del EgAgB podría deberse que los lípidos transportados sean liberados en compartimientos 

diferentes, permitiéndoles interactuar con diferentes blancos y cumpliendo funciones adaptadas al 

entorno celular y estadio del parásito. Los productos proteicos (EgAgB8/1-EgAgB8/5) codificados por 

estos genes contienen entre 65 y 71 aminoácidos, alto contenido de α-hélices (entre 35 y 65 %) y 

alcanzan un peso molecular de alrededor de 8 kDa. Estas subunidades se asocian formando 

oligómeros de mayor peso molecular, capacidad que se evidencia en el perfil electroforético 

característico (en escalera) que muestra el EgAgB (Figura 1.5 A). Aunque no se conoce el mecanismo 

por el cual las subunidades oligomerizan, se determinó que no está mediado por puentes disulfuro, 

puesto que el patrón característico en los geles de poliacrilamida ocurre aún en condiciones 

reductoras (48). La predicción de la estructura de las distintas subunidades del EgAgB mediante el 

modelado por homología, muestra un patrón interesante de distribución de cargas electrostáticas y 

zonas hidrofóbicas que podría explicar la agregación entre sí y su unión con ligandos hidrofóbicos, 

respectivamente (Figura 1.5 B) (36,49–51).  

 

Respecto al componente lipídico del EgAgB, es muy heterogéneo y contiene varias clases neutras y 

polares (Figura 1.5 C). Dentro de los lípidos neutros, hay una alta proporción de triacilglicéridos (31.3 

%), esteroles (20.2 %), ésteres de esteroles (19 %) y ácidos grasos libres (12 %), así como también 

una fracción propuesta como alquildiacilgliceroles y/o alquenildiacilgliceroles. En el caso de los lípidos 

polares, la fosfatidilcolina es el principal fosfolípido (64 %), seguido por la fosfatidiletanolamina (20.8 

%), glicolípidos (8 %), fosfatidilserina (3.8 %), fosfatidilinositol (3.2 %) y cardiolipina (0.3 %). En cuanto 

al contenido de ácidos grasos del EgAgB nativo, predominan las formas 16:0, 18:0 y 18:1, seguido de 

18:2 y 20:4, y otros ácidos grasos que representaron menos del 5% del total (52).  

 

Un estudio realizado por nuestro grupo de investigación determinó, mediante gel filtración acoplada 

a dispersión de luz (SEC-MALLS, del inglés, Size Exclusion Chromatography - Multi-Angle Laser Light 

Scattering), que las subunidades proteicas y los lípidos se asocian formando partículas de 230 kDa 

en promedio (Figura 1.5 D). 
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Debido a la gran proporción de lípidos y su heterogeneidad, el tamaño lipoproteico y su densidad, se 

propuso que el EgAgB adopta una organización similar a la de las lipoproteínas del plasma de los 

vertebrados, particularmente a la fracción más pequeña de la HDL, conocida como HDL3 (52). Así, la 

partícula de EgAgB nativo podría adquirir una estructura como la que se modela en la Figura 1.5 E, 

donde los lípidos más hidrofóbicos, como los triacilglicéridos y los ésteres de esteroles, se ubicarían 

en el interior de la partícula formando un núcleo hidrofóbico mientras que los fosfolípidos estarían 

más expuestos, ubicando sus cabezas polares hacia el exterior y sus colas hidrofóbicas hacia el 

núcleo. Otros lípidos neutros menos hidrofóbicos, como el colesterol y los ácidos grasos, podrían 

formar parte del núcleo, pero debido a la presencia de grupos polares, podrían también intercalarse 

con los fosfolípidos como ocurre en las membranas biológicas. Las diferentes subunidades del EgAgB 

quedarían expuestas en la superficie de la partícula. Se estima que entre 10 y 15 subunidades podrían 

estar expuestas al solvente y establecer contacto con diversas moléculas blanco (51).  
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Figura 1.5. Características del EgAgB de E. granulosus s.l. (A) Perfil proteico del EgAgB analizado 

mediante Western-Blot (SDS-PAGE) de una muestra de LH proveniente de hidátides suinas, empleando un 

anticuerpo policlonal de conejo anti-EgAgB nativo. Se observa el patrón de bandas regularmente espaciadas 

de 8, 16, 24, 32 y 40 kDa, característico del EgAgB, donde la subunidad de 8 kDa constituye el bloque a partir 

del cual se arman los oligómeros de mayor tamaño. Adaptado de (53).  (B) Modelos de la posible estructura 

terciaria adoptada por las subunidades de EgAgB8. En la primera fila se muestra el perfil electrostático de 

las apolipoproteínas con superficies positivas en azul y negativas en rojo. En la segunda fila se representan 

las características hidrofóbicas de las proteínas con los aminoácidos no polares en verde y los hidrofílicos en 

naranja. Adaptado de (51). (C) Composición lipídica del EgAgB estimada mediante cromatografía en capa 

fina de alta resolución. Adaptado de (52). (D) Análisis por cromatografía de exclusión molecular acoplada a 

medición de la dispersión de luz (SEC-MALLS) del EgAgB (inmunopurificado de LH de hidátides bovinas 

fértiles193) y de la HDL humana, paneles inferior y superior, respectivamente). Los gráficos corresponden al 

monitoreo de la elución de la cromatografía del EgAgB sobre una matriz de exclusión molecular, donde la 

curva en negro representa el perfil de absorbancia a 280 nm y la curva roja corresponde a la masa estimada 

a partir del perfil de dispersión de la luz. Adaptado de (52). (E) Modelo del EgAgB basado en la variedad de 

sus lípidos constituyentes, la relación lípido:proteína y la densidad y tamaño de las partículas. De manera 

análoga a las lipoproteínas plasmáticas, el EgAgB presentaría un centro hidrofóbico compuesto por TAG y 

EE; mientras que los fosfolípidos (PC, PS, PE y PI) y las distintas subunidades de EgAgB se encontrarían 

expuestas hacia el solvente. El colesterol y los ácidos grasos podrían repartirse entre un entorno más apolar 

(núcleo) y la capa de fosfolípidos. Tomado de (51). PC: fosfatidilcolina; PS: fosfatidilserina; PE: 

fosfatidiletanolamina; PI: fosfatidilinositol; CLP: cardiolipina; Col: colesterol, AG: ácidos grasos, TAG: 

triacilglicéridos; EE: ésteres de esteroles. 

 

 

Dado que el EgAgB es el principal componente parasitario en el LH, es probable que sea un 

componente relevante para la supervivencia de la hidátide (54). Si bien no existe evidencia de un 

mecanismo de transporte activo del EgAgB fuera de ésta, el hecho que se genere una respuesta de 

anticuerpos específica demuestra que esta lipoproteína efectivamente logra interactuar con células 

inmunes del hospedero, al menos con células innatas en la interfaz hospedero-parásito y con los 

linfocitos B en los ganglios linfáticos (33). El rol biológico del EgAgB no ha sido completamente 

dilucidado aún, sin embargo, en base a estudios in vitro, se han planteado dos grandes funciones que 

podría desempeñar: a) tomar y transportar lípidos del hospedero, y b) modular la activación del 

sistema inmune del hospedero.  

 

Respecto a la primera función, esta idea se apoya en que E. granulosus no tiene la capacidad de 

sintetizar ácidos grasos y colesterol de novo (47,55,56), sin embargo, como se mencionó 

anteriormente, estos lípidos forman parte de la lipoproteína. Además, se demostró que su 

componente proteico delipidado puede capturar/transferir derivados de ácidos grasos a membranas 

artificiales (57). Para cumplir esta función, sería necesaria la interacción del EgAgB con componentes 

del hospedero que permitieran adquirir los lípidos, y luego la interacción con componentes del 

parásito, otras HLBPs y/o células, para su eventual descarga. La toma de lípidos podría ocurrir a partir 

de interacciones con las células del órgano infectado o con las lipoproteínas plasmáticas del 

hospedero, dada la capacidad de estas últimas de intercambiar lípidos entre ellas. Existen evidencias 

del grupo sobre la unión del EgAgB a monocitos/macrófagos (28) y hepatocitos (33,58), posiblemente 

mediada por receptores compartidos con lipoproteínas plasmáticas (28). Además, recientemente, el 

grupo observó que el EgAgB es capaz de tomar colesterol de los macrófagos (33), función que 

cumple la HDL en los vertebrados (59). Se ha reportado también que el EgAgB interacciona y es 

endocitado por células de mamífero, incluyendo hepatocitos (58), pero esto no contradice su 

potencial para remover colesterol, porque la HDL también es internalizada tras su interacción con 

transportadores ligados al eflujo de colesterol (60–62).  
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Con relación a la capacidad inmunomoduladora del EgAgB, esta hipótesis surgió de ensayos que 

mostraron que el EgAgB afectó la funcionalidad de los neutrófilos; sus subunidades -eluídas de geles 

de poliacrilamida- inhibieron la quimiotaxis de los neutrófilos inducida por la proteína del sistema 

complemento C5a, el factor activador de las plaquetas (63) y productos bacterianos (64). Estudios 

posteriores mostraron que la presencia de EgAgB durante la diferenciación de células dendríticas 

alteró la respuesta frente a la estimulación con LPS, disminuyendo la expresión de las moléculas 

esenciales para cumplir su función presentadora e inmunoestimuladora y modulando la producción 

de citoquinas que afectan el tipo de respuesta Th que se establece (TNF-α, IL-10, IL 6 e IL-12p70). 

Además, afectó el fenotipo de las células dendríticas maduras aumentando sólo los niveles de TNF-

α, IL-10, IL-6 per se y disminuyendo IL-12p70 inducidos por LPS. En concordancia con estos 

resultados, se encontró que la estimulación con EgAgB de células mononucleares de la sangre 

periférica de pacientes con EQ indujo la síntesis de IL-4 e IL-13 (inductoras de respuesta de tipo 2), 

pero no de IL-12 (crítica para el desarrollo de la respuesta de tipo 1 (10)). Esto sugiere que el EgAgB 

favorecería la diferenciación T hacia el perfil Th2 sobre el Th1 (según la relación IL-4/IFN-γ) (65). 

Resultados preliminares del grupo, obtenidos por Sofía Lagos en su doctorado, condicen con esta 

idea. Sin embargo, dado que en estos ensayos se utilizaron preparaciones de EgAgB 

desnaturalizadas (eluídas de geles de SDS-PAGE u obtenidas por procedimientos de precipitación 

diferencial que incluyeron pasos de calentamiento a 100 °C), los efectos observados en los trabajos 

citados podrían diferir de las interacciones que establezca el EgAgB en condiciones fisiológicas. 

Considerando esto, nuestro grupo trabajó en el ajuste de protocolos de purificación del EgAgB y 

observó que la partícula lipoproteica nativa es capaz de unirse a macrófagos y células dendríticas y 

modular su activación por LPS. En particular, se observó que la presencia del EgAgB disminuyó la 

secreción de los mediadores solubles IL-1β, IL-6, IL12p40, IFN-β y la formación de NO• inducida por 

LPS en macrófagos humanos THP-1 y/o en macrófagos o células dendríticas derivadas de médula 

ósea de ratón, in vitro ((28,33) y proyecto de doctorado Sofía Lagos, 2022-2025). Además, es 

importante resaltar que en un estudio reciente se observó que los síntomas clínicos de ratones con 

inflamación intestinal inducida por sulfato sódico de dextrano (DSS), eran menores en aquellos 

animales infectados previamente con microquistes de E. granulosus s.s. o en aquellos previamente 

inoculados intraperitonealmente con EgAgB. Al parecer, estos efectos se deben por la inducción de 

un perfil de macrófagos M2 y disminución de los M1 en la lámina propia intestinal (66). 

 

 

 

1.6. El EgAgB y la HDL de vertebrados 

 

La HDL es una de las lipoproteínas que transportan lípidos en el plasma de los vertebrados. Se 

compone de colesterol, triacilglicéridos y varias apolipoproteínas incluyendo la Apo-AI, Apo-AII, Apo-

AIV, Apo-AV, Apo-C1, Apo-CII, Apo-CIII, and Apo-E. Apo-AI es la apolipoproteína estructural 

mayoritaria (67). Dentro de la población total de partículas de HDL se pueden diferenciar según su 

tamaño y densidad, al menos tres sub-fracciones de partículas lipoproteicas conocidas como large 

(grande) HDL o HDL2, medium (mediana) HDL y small (pequeña) HDL, también conocida como HDL3 

(68).  
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La caracterización de la composición proteica y lípidica del EgAgB (52), (y el posible uso de 

receptores comunes y la capacidad de remover colesterol de los macrófagos plantearon ciertas 

similitudes con la HDL de vertebrados. A nivel de las propiedades fisicoquímicas, tienen similitud en 

el tamaño, la relación lípido/proteína (m/m) y su variada composición lipídica (varias clases de lípidos 

neutros y polares). Sin embargo, no se encontró similitud a nivel de la estructura primaria de las 

subunidades de 8 kDa del EgAgB y las apolipoproteínas de la HDL, aunque comparten características 

en cuanto a su tamaño (moléculas de bajo PM) y alto contenido de estructura alfa hélice, que ordena 

aminoácidos hidrofóbicos y polares hacia sus lados opuestos (36,69). A nivel funcional, la capacidad 

compartida de tomar colesterol de los macrófagos abre preguntas acerca de posibles similitudes en 

cómo ambas lipoproteínas interaccionan con células innatas, mediando efectos moduladores de la 

inflamación (33). Se ha descripto que la HDL puede mediar efectos que impactan sobre las funciones 

de células inmunes. De hecho, su capacidad para modular la biodisponibilidad del colesterol en las 

balsas lipídicas podría vincularse con efectos sobre las propiedades de las células involucradas en la 

respuesta inmune innata y adaptativa. Por otra parte, sus efectos moduladores podrían estar 

asociados al transporte de esfingosina-1 fosfato, un esfingolípido activo que mostró ser relevante en 

la patogénesis de varios trastornos inflamatorios, a través de la modulación de las funciones de 

macrófagos y linfocitos. Además, la HDL influye en la inmunidad innata humoral modulando la 

activación del sistema del complemento y la expresión de pentraxina 3 (revisado por (70)). En 

particular se han observado efectos de la HDL sobre la activación de macrófagos. En macrófagos 

THP-1 estimulados con LPS, la HDL provocó la disminución de ARN mensajero de TNF-α e IL-6 (71) 

y disminución de IL-6 en sobrenadantes de cultivo respecto a macrófagos estimulados con LPS sin 

tratar con HDL (72). La secreción de IL-6 y TNF de macrófagos derivados de la médula ósea de ratón 

(BMDM) tratados por 6 horas con HDL y estimulados con LPS, disminuyó significativamente respecto 

a los BMDMs sin tratar (73). En el artículo reciente de Han et al., 2021, en el que se basó parte de 

este trabajo, observaron que la respuesta de IL-1β y TNFα por las células de Kupffer (macrófagos 

hepáticos) estimuladas con LPS disminuía con la presencia de HDL2 y aún más con HDL3. Además, 

determinaron in vitro que la HDL3 podía unir LPS en presencia de LBP (74).  
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2. Hipótesis y objetivos 
 

Varias observaciones muestran que el EgAgB y la HDL son lipoproteínas con propiedades 

bioquímicas similares incluyendo su tamaño molecular, la relación lípido:proteína, la variada 

composición de sus componentes lipídicos, la estructura secundaria de sus componentes proteicos 

(apolipoproteínas) y actividades asociadas a sus propiedades de unión a receptores celulares y 

captura de lípidos de los macrófagos. En este escenario planteamos que la actividad 

inmunomoduladora del EgAgB sobre los macrófagos podría involucrar mecanismos similares a los 

observados en la HDL, incluyendo la capacidad de unir LPS y neutralizarlo en el medio extracelular. 

 

Objetivo general 

 

Estudiar si el EgAgB de E. granulosus s.l. y la HDL comparten actividades inmunomoduladoras sobre 

macrófagos y propiedades de unión al LPS. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Obtener EgAgB nativo a partir de LH y caracterizar la preparación obtenida. 

 

2. Comparar la capacidad del EgAgB y de la HDL de modular la activación de los macrófagos 

inducida por el LPS in vitro. 

 

3. Evaluar la capacidad del EgAgB y de la HDL de inhibir la unión del LPS a los macrófagos. 

 

4. Evaluar la capacidad del EgAgB de unir el LPS, de forma análoga a lo descrito para la HDL3.  
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3. Materiales y métodos 
 

3.1. Reactivos generales 

 

Se adquirieron de Sigma-Aldrich (EEUU) los siguientes componentes: sales inorgánicas para 

soluciones amortiguadoras, ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), di-tert-butil-4-metilfenol (BHT), 

albúmina del suero bovino (BSA), ovoalbúmina (OVA), detergentes laurilsulfato de sodio (SDS) y  

monolaurato de polioxietilen-sorbitan (Tween 20), ácido tri-fluoro acético (TFA), 3.3.5.5 

tetrametilbenzidina (TMB), estreptavidina conjugada a peroxidasa y los reactivos para la preparación 

de geles de poliacrilamida como bisacrilamida, N.N.N.N-tetrametiletilenodiamina (TEMED), persulfato 

de amonio y azul de Coomassie G250. Del mismo fabricante se obtuvieron los siguientes reactivos 

para su uso en cultivo celular: bicarbonato, HEPES, dimetil sulfóxido (DMSO), L- glutamina, solución 

antibiótica/antimicótica (AbAm, conteniendo 100 U/mL penicilina, 0.1 mg/mL estreptomicina y 250 

ng/mL anfotericina B), forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), lipopolisacárido (LPS, Sigma #L4516, 

Escherichia coli O127 B8). De los laboratorios Pierce-Thermo Fisher Scientific (EEUU) se adquirió el 

marcador de peso molecular preteñido (#26616) utilizado en SDS-PAGE. Del laboratorio AppliChem 

(Alemania) se obtuvieron reactivos para electroforesis como acrilamida, ditiotreitol (DTT), urea y 

tricina y los medios de cultivo RPMI-1640 y DMEM. De Dorwil (Argentina) se obtuvo el metanol. 

 

 

3.2. HDL y material parasitario 

 

La HDL total y la fracción HDL3 utilizadas en los ensayos fueron donadas generosamente por el Dr. 

Josep Julve del Instituto de Investigación del Hospital de la Santa Cruz y San Pablo (grupo de Bases 

Metabólicas de Riesgo Cardiovascular), participante del proyecto FCE 2021 en el cual se enmarca 

esta tesina. El LH se obtuvo mediante punción aséptica de hidátides fértiles y no fértiles contenidas 

en vísceras bovinas (sin signos de putrefacción) colectadas en frigoríficos locales. Se le agregó EDTA 

5mM y BHT 20 µm y se lo conservó a -20°C. Se realizó, por un lado, un pool de LH derivado de 9 

hidátides fértiles que alcanzó un volumen de 100 mL. Por otro lado, se realizó un pool de LH derivado 

de 6 hidátides no fértiles que alcanzó un volumen de 360 mL. No se genotiparon los PE provenientes 

de quistes fértiles de donde se extrajo el LH, pero en base a la experiencia previa del grupo se estima 

que entre un 78 y 100 % de los PE son G5 y entre un 0 y 22 % son G1. 

 

 

3.2.1. Obtención del EgAgB nativo a partir de LH 

 

Se purificó el EgAgB a partir del LH, derivado de hidátides fértiles y no fértiles, siguiendo el protocolo 

puesto a punto en la tesis de doctorado de Maite Folle (33), con algunas modificaciones. El mismo se 

realizó empleando material estéril y en cabina de flujo laminar. Además, todas las soluciones 

amortiguadoras utilizadas se prepararon con agua apirógena y filtraron por 0.22 𝜇𝑚 para evitar 

contaminación. Inicialmente se clarificó el LH mediante centrifugación a 7800 rpm por 20 minutos a 

4°C (Sorvall RC 6 Plus, Thermo) y se guardó una alícuota del sobrenadante para analizar por SDS-

PAGE (fracción LH).  
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Al LH clarificado se lo sometió a una cromatografía de intercambio aniónico sobre una matriz de Q-

Sefarosa (GE Healthcare) previamente equilibrada con una solución amortiguadora fosfato 20 mM, 

pH 7.2, conteniendo NaCl 0.2 M, EDTA 5 mM, BHT 20 µM y AbAm 1 % (buffer A). A diferencia del 

procedimiento utilizado por Folle (33), esta cromatografía se realizó in batch con el objetivo de 

disminuir posibles fuentes de contaminación, realizando todo el procedimiento en una cabina de flujo 

laminar y con material de plástico estéril. Se incubaron 45 mL de LH por cada mililitro de resina 

durante 1 hora en agitación a temperatura ambiente (en varios tubos de 50 mL estériles y realizando 

varias rondas). Luego se centrifugó a 1500 rpm por 5 minutos y se guardó el sobrenadante 

conteniendo los componentes no unidos a la Q-Sefarosa (fracción QS-). Se realizaron lavados de la 

resina (LQS) con el buffer A hasta que la absorbancia del sobrenadante a 280 nm fuera menor a 0.05 

UA. La elución de la fracción unida a la Q-Sefarosa (fracción QS+) se realizó aumentando la fuerza 

iónica con buffer fosfato 20 mM, pH 7.2, conteniendo NaCl 1 M, EDTA 5 mM, BHT 20 µM y AbAm 1 

% (buffer B). Cada mL de resina se incubó en primera instancia con 2 mL de buffer B por 30 minutos 

y posteriormente se centrifugó a 1500 rpm por 5 minutos. A continuación, se repitió este último paso, 

pero utilizando 4 mL de buffer B. Se obtuvieron 15 mL de QS+ del pool de LH fértil y 30 mL de QS+ 

del pool de LH no fértil. 

 

Las fracciones QS+ se sometieron a una cromatografía de inmunoafinidad empleando una matriz 

conteniendo anticuerpos VHH (dominio variable único de una cadena pesada) anti-EgAgB8/1 

conjugados a Sefarosa (1.5 mL de resina). Las fracciones QS+ se diluyeron en solución amortiguadora 

fosfato sin NaCl hasta alcanzar una molaridad de ~0.3 M de NaCl y se aplicaron a la columna de 

inmunoafinidad previemnete equilibrada con 10 volúmenes de columna (VC, ~1.5 ml totales) de PBS 

conteniendo EDTA, BHT y antibiótico/antimicótico (PBSE-B-AbAm). Se guardó la fracción no retenida o 

flow through (FTIA). Con la intención de interrumpir las interacciones inespecíficas entre la resina y 

algunas proteínas de la fracción QS+, la columna se lavó con 10 VC de PBSE-B-AbAm (fracción LIA) y 3 

VC de glicina pH 5 (LIA-pH5). La elución del EgAgB, unido específicamente a los VHH anti-EgAgB8/1, 

se realizó con glicina pH 2.5 siguiendo la coloración amarilla del eluato (E) y neutralizando con Tris 2 

M pH 9.6 al momento de su recolección. Se obtuvieron 2.5 mL a ~0.18 mg/mL de EgAgB derivado 

del pool de LH fértil (EgAgBF) y 3 mL a ~0.22 mg/mL de EgAgB derivado del pool de LH no fértil 

(EgAgBNF) (concentración estimada según la medida de Abs a 280 nm en equipo Nanodrop). 

 

Finalmente, las preparaciones EgAgBF y EgAgBNF se sometieron a un cambio de solución 

amortiguadora utilizando columnas de desalado PD-10 de 2.5 mL (#17-0851-01, GE Healthcare) 

equilibradas en PBSE-B-AbAm diluido 1/20 (importante para el siguiente paso). Se colectó la elución del 

EgAgB, siguiendo las instrucciones del fabricante y la coloración amarilla, obteniendo 3.5 mL de 

EgAgBF y 2 mL de EgAgBNF (por error en la colección se perdió una porción del total). Las 

preparaciones se colocaron en tubos Falcon de 15 mL selladas con filtros de 0.22 µm de 13 mm de 

diámetro (para conservar la esterilidad) y se concentraron ~20 veces en un rotavapor (SpeedVac) a 

temperatura media. Las mismas se llevaron a PBSE-B-AbAm 1x utilizando columnas de desalado PD-10 

de 500 µL (Cytiva 28918007). Se separaron alícuotas de EgAgBF y EgAgBNF para determinar la 

concentración exacta por MicroBCA, el tamaño de las partículas por dispersión dinámica de la luz 

(DLS) y el contenido de endotoxinas mediante el ensayo LAL. Las preparaciones se conservaron en 

10 % sacarosa a -20° C. 
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3.2.2. Caracterización de las preparaciones de EgAgB y de la HDL total 

 

3.2.2.1. Evaluación del protocolo de purificación del EgAgB nativo por SDS-PAGE y Western Blot 

 

Se determinó el perfil electroforético de las distintas fracciones obtenidas a lo largo del protocolo de 

purificación: LH, QS-, LQS, QS+, LIA y LpH5 y eluatos (E) derivados de los pooles de LH fértil y no fértil. 

Debido a la baja concentración, las fracciones QS-, LQS, QS+, LIA y LpH5 se precipitaron con TCA. Las 

muestras se incubaron a partes iguales con TCA 20 % por 20 minutos a 4°C, se centrifugó a 11000 g 

por 20 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1 mL de acetona. Se 

centrifugó nuevamente a 11000 g por 20 minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

el pellet en solución amortiguadora de muestra 6x (Tris-HCl 0.35 M, pH 6.8, SDS 10 %, glicerol 10 %, 

con azul de bromofenol y DTT 40 µM) ajustando el pH cuando fue necesario y se calentaron por 5 

minutos a 100°C. La electroforesis se realizó en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes y reductoras según el protocolo de Laemmli (75). Se utilizaron geles discontinuos 

con una región concentradora (4 %) y otra separadora (15 %) de 1.5 mm de espesor. Se usó como 

marcador de peso molecular (MPM) el marcador pre-teñido de Sigma (#26616). La corrida se realizó 

con solución amortiguadora de corrida (Tris 0.3 %, glicina 1.44 %, SDS 0.1 %) en el sistema Mini 

Protean 3 (Bio-Rad), aplicando entre 25-35 mA durante toda la corrida (aproximadamente 1 hora). 

Para visualizar las proteínas se sumergió el gel en una solución de fijación conteniendo metanol 40 

% y ácido acético 10 % por 1 hora y posteriormente en colorante azul de Coomasie coloidal R-250 

(0.1 %) durante toda una noche. Se destiñó realizando lavados con agua destilada durante todo un 

día.  

 

Para analizar la presencia de EgAgB por Western Blot, se transfirieron las proteínas del gel (corrido 

en paralelo al teñido con coomassie) a una membrana PVDF (Millipore-Merck, EEUU), utilizando el 

sistema de electrotransferencia húmeda (Bio-Rad) con voltaje constante de 56 V durante toda la 

noche y una solución amortiguadora de transferencia (Tris-base 50 mM, glicina 380 mM, SDS 0.1 %, 

metanol 20 %). A continuación, se bloqueó la membrana con leche descremada 5 % por 1 hora y se 

incubó con el sobrenadante del hibridoma productor del anticuerpo monoclonal de ratón EB7 anti-

EgAgB8/1 por otra hora, todo a temperatura ambiente. La presencia del EB7 se evidenció incubando 

con un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a peroxidasa (1:2000, Calbiochem). Para revelar se 

utilizó el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Thermo Fischer Scientific), siguiendo 

instrucciones del fabricante. Entre cada paso de incubación se realizaron tres lavados con PBS-

Tween 0.05 % de 5 minutos cada uno, excepto previo al revelado que se hicieron 5 lavados.  La 

membrana se fotografió utilizando el sistema (G: BOX, Syngene, India). 
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3.2.2.2. Determinación de la concentración proteica 

 

La concentración de las preparaciones EgAgBF, EgAgBNF y HDL total se determinó utilizando el kit 

MicroBCA (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizaron diluciones de 

EgAgBF y EgAgBNF para alcanzar una concentración de ~2.5, 10 y 20 µg/mL (según concentración 

estimada en NanoDrop). Como diluyente de la curva estándar y para el blanco se utilizó PBSE-B-AbAm 

diluido tantas veces como se diluyó el EgAgB a la concentración de ~20 µg/mL (1/41). Se sembraron 

150 µL de cada preparación (estándar y muestra) por duplicado y 150 µL del mix de reacción en 

placas de microtitulación, se incubó por 2 horas a 37°C y se midió la absorbancia a 562 nm en un 

espectrofotómetro de placas. Se restó el valor del blanco a todos los valores obtenidos y se graficó 

absorbancia vs concentración del estándar. A partir de la ecuación de la recta se obtuvo la 

concentración de EgAgBF y EgAgBNF. 

 

 

3.2.2.3. Determinación del radio hidrodinámico de las partículas  

 

Se determinó el radio hidrodinámico (RH) de las partículas de EgAgB de las preparaciones obtenidas 

y de la HDL utilizada en los ensayos mediante DLS (del inglés, Dynamic Light Scattering) con la 

colaboración de Federico Carrión de la Unidad de Biofísica de Proteínas del Instituto Pasteur de 

Montevideo. Se colocaron 70 µL de cada muestra a una concentración de 1 mg/mL en una cubeta 

descartable (UVette, Eppendorf) y se realizaron tres medidas consecutivas a 25°C en el equipo 

Zetasizer NanoS (Malvern, Panalytical). El equipo determina el cambio de la luz dispersada por las 

partículas presentes en la muestra, en un volumen y tiempo determinado para obtener el coeficiente 

de difusión. Luego convierte los valores a una distribución de tamaños mediante la relación Stokes-

Einstein. Además, el equipo corrige los valores de intensidad por volumen, ya que las partículas más 

grandes dispersan luz con una intensidad mayor que las pequeñas. Los datos de mediciones por 

triplicado se promediaron y analizaron con el software Zetasizer v7.13 para obtener la distribución de 

tamaño de las muestras (ponderadas por volumen asumiendo esfericidad y homogeneidad de 

partículas). El RH, se calculó como el valor del diámetro dividido dos. 

 

 

3.2.2.4. Cuantificación de endotoxinas bacterianas 

 

La presencia de endotoxinas en las preparaciones EgAgBF, EgAgBNF, HDL y HDL3 se analizó mediante 

el kit LAL (Thermo Scientific™ Pierce), que permite cuantificarlas mediante una señal cromogénica. 

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se dispensaron en una placa estéril de 96 pozos 50 µL de 

las muestras o del estándar/blanco y 50 µL del reactivo LAL e incubaron por 10 minutos a 37°C. 

Luego se agregó 100 µL del sustrato cromogénico e incubó 6 minutos a 37°C y finalmente se 

dispensaron 100 µL del reactivo de detención de la reacción. Se cuantificó la absorbancia a 405 nm 

en un espectrofotómetro de placas. Se restó el valor del blanco a todos los valores obtenidos y se 

graficó absorbancia vs concentración del estándar. A partir de la ecuación de la recta se obtuvo la 

concentración de endotoxinas presentes en EgAgBF, EgAgBNF, HDL y HDL3. 
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3.3. Cultivo celular 

 

3.3.1. Medios de cultivo 

 

Para los cultivos celulares se utilizaron los medios RPMI (RPMI 1640 suplementado con 1-glutamina 

2 mM, bicarbonato de sodio 1.5 g/L, HEPES 10 mM, ácido pirúvico 1 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 

%). Se adicionó suero fetal bovino (SFB, Capricorn), según se indica en cada caso. 

 

3.3.2. Líneas celulares y cultivos primarios 

 

Se utilizó la línea celular THP-1 (ATCC), pre-monocitos aislados de sangre periférica de paciente con 

leucemia monocítica aguda de entre 6 y 26 pasajes. Los viales con pocos pasajes (6-10) conservados 

en tanques de N2 RPMI conteniendo 10 % SFB y 10 % DMSO (disponibles en el Laboratorio de 

Inmunología) se descongelaron sumergiendo en baño húmedo a 37°C. El contenido del vial se lavó 

dos veces con 40 mL de RPMI 20 % SFB centrifugando a 1000 rpm por 10 minutos a 20°C. Los pre-

monocitos se cultivaron en frascos T-25 (Greiner, #690160) con 7.5 mL de RPMI-20 % SFB en 

atmósfera húmeda a 37°C con 5 % CO2 hasta alcanzar una concentración de 1.0x106 células/mL. 

Luego se mantuvieron en RPMI-10 % SFB sub-cultivando cada 3-4 días para mantener la densidad 

celular entre 0.2 y 1.0x106 cél/mL. Para los experimentos los pre-monocitos se amplificaron en frascos 

de cultivo T-75 y posteriormente diferenciaron a macrófagos con PMA 50 ng/mL en RPMI-5 % SFB 

por 72 horas. Para los experimentos de estimulación se eliminó el PMA a las 48 horas y se agregó 

RPMI-5 % SFB por 24 horas. 

 

Por otro lado, se emplearon macrófagos derivados de médula ósea de ratón (BMDM, del inglés, Bone 

Marrow Derived Macrophages). Su obtención se realizó siguiendo el protocolo N° 538 avalado por la 

CHEA-UdelaR. Se utilizaron hembras de las cepas C57BL/6 o Balb/c de 9 a 12 semanas de edad, 

criadas en el bioterio de la Unidad de Animales Transgénicos de Experimentación del Instituto Pasteur 

de Montevideo. Los ratones se sacrificaron mediante el anestésico inhalatorio isofluorano. Se 

diseccionaron sus patas para recuperar las tibias y los fémures. En cámara de flujo laminar, se 

limpiaron dichos huesos con etanol 70 % utilizando papel absorbente y se colocaron en una placa de 

Petri con DMEM. Se cortaron las epífisis de los huesos y se perfundió el canal medular de cada hueso 

con 6 mL totales, utilizando una jeringa estéril con aguja 24G, de manera de extraer la médula ósea. 

Los agregados celulares se rompieron pipeteando suavemente y la suspensión obtenida se centrifugó 

a 1000 rpm por 10 minutos a 20°C. Se descartó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 

5 mL de DMEM para el conteo. Se plaquearon 7.5x106 progenitores por placa de Petri estériles (10 

cm, Greiner #633181) en 15 mL de medio DMEM conteniendo 10 % SFB y 15 % sobrenadante de 

cultivo L929 (disponible en el Laboratorio de Inmunología, como fuente de M-CSF para lograr la 

diferenciación de los progenitores murinos a macrófagos). Al quinto día se realizó un cambio de medio 

(DMEM conteniendo 10 % SFB y 15 % sobrenadante de cultivo L929) y 2 días después se cosecharon 

los macrófagos por despegado mecánico, pipeteando con PBS conteniendo EDTA 3 mM y glucosa 

0.1 %. Se obtuvieron entre 5.0x106 y 8.0x106 células totales en cada cosecha.  
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3.3.3. Determinación de la concentración y viabilidad celular 

 

El conteo de células viables se realizó en cámara de Neubauer, utilizando una dilución del cultivo que 

permitiera contar entre 20 y 60 células por cuadrante de la gradilla grabada en la cámara. Se utilizó 

tripán blue como marcador de viabilidad. Luego de obtener el promedio de células por cuadrante se 

multiplicó por el factor de dilución y se calculó el número de células/mL. 

 

 

3.4. Ensayos de estimulación de macrófagos en ausencia y presencia del agonista LPS  

 

Se plaquearon 0.2x106 macrófagos (THP-1 en RPMI 5 % SFB o BMDM en DMEM 1 % SFB) por pozo 

en placas de 96 pocillos y se estimularon las células por incubación durante 24 horas con las 

siguientes muestras en ausencia o presencia de LPS (10 ng/mL): EgAgBF (1, 5 y 10 µg/mL), EgAgBNF 

(1, 5 y 10 µg/mL), HDL a (1, 5 y 10 µg/mL). En paralelo se incubaron células con LPS (10 ng/mL, 

máxima estimulación esperada) o el vehículo (PBSE-B-AbAm) como control. Transcurridas 24 horas de 

estimulación se colectaron los sobrenadantes en una placa de microtitulación y se los preservó a -

20°C. Se realizaron tres experimentos independientes con triplicados analíticos. Debido a que la 

preparación de HDL está compuesta por varios tipos de lipoproteínas y, como se mencionó 

anteriormente, la HDL3 es la más similar al EgAgB, en un ensayo se utilizó una preparación pura de 

HDL3 ensayadas por triplicado. No se dispuso de esta preparación al inicio de este trabajo. 

 

 

3.4.1. Cuantificación de citoquinas 

 

La cuantificación de los mediadores solubles en los sobrenadantes de cultivo (IL-6, IL-1β, IFN-β para 

THP-1, e IL-6, IL-12p40, IL-10, IFN-β y nitritos para BMDM) se realizó mediante ELISA (del inglés, 

Enzyme-Lynked ImmunoSorbent Assay), utilizando kits comerciales y siguiendo las indicaciones 

recomendadas por el fabricante (Tabla 1). De manera general, se sensibilizaron placas de 96 pozos 

con alta capacidad de unión (Maxisorp, Nunc) con los anticuerpos de captura correspondientes por 

24 horas a 4°C. Luego, se bloqueó con 1 % BSA o 10 % SFB (según el kit) por 1 hora a 37°C. 

Posteriormente, se sembraron las muestras y el estándar a las diluciones adecuadas y un blanco 

(diluyente). Pasadas 2 horas de incubación a 37°C, se sembró el anticuerpo de detección conjugado 

a biotina y la estreptavidina-peroxidasa (PO) e incubó por 1 hora a 37°C. Para revelar se emplearon 

100 µL por pozo de acetato 0.1 M conteniendo TMB y H2O2 y se detuvo la reacción con 50 µL por 

pozo de H2SO4 1 M. Entre cada paso de incubación se realizaron 5 lavados con PBS-Tween (0.05 %), 

excepto previo a la incubación con la solución de revelado, cuando se hicieron 7 lavados. Se 

cuantificó la absorbancia a 450 nm en un espectrofotómetro de placas, corrigiendo con la absorbancia 

a 560 nm. Se restó el valor del blanco a todos los valores obtenidos y se graficó en Excel (Microsoft) 

la absorbancia en función de la concentración de la serie de diluciones del estándar. A partir de la 

ecuación de la recta se obtuvo la concentración de citoquinas en la muestra. Utilizando GraphPad se 

graficó para cada condición la concentración de cada citoquina relativa a la generada por la 

estimulación con LPS (100 %).  
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Tabla 1. Kits de ELISA utilizados para cuantificar 

mediadores solubles en los sobrenadantes de cultivo 

celular.  

 

Especie Citoquina # catálogo 

Humano 

IL-6 BD 555220 

IL-1β BD 557953 

IFN-β R&D DY 814-05 

Ratón 

IL-6 R&D DY 406 

IFN-β R&D DY 8234-05 

IL-10 R&D DY 417 

IL-12 R&D DY 2398 

 

 

3.4.2. Cuantificación de nitrito como medida de la generación de NO•  

 

Se determinaron los niveles de NO2- acumulados en los sobrenadantes de cultivo para evaluar la 

producción de óxido nítrico por las células. El método se basa en la reacción de diazotización de 

Greiss que utiliza sulfanilamida y N-(1-Naftil) etilenamina diclorhidrato (NED) bajo condiciones ácidas. 

Se dispensaron 50 μL del sobrenadante de cultivo en placas de microtitulación de 96 pozos y se 

agregaron 50 μL del reactivo de Greiss (H3PO4 2.9 mL, sulfanilamida 0.5 g, naftilendiamina 0.05 g, 

completando a 50 mL con agua destilada). En paralelo se realizó una curva estándar a partir de 

diluciones de una solución de nitrito de sodio de concentración conocida en el rango de 0 a 100 μM. 

La placa se incubó a temperatura ambiente por 5-10 minutos en oscuridad y se midió la absorbancia 

a 560 nm en un espectrofotómetro de placas. 

 

 

3.5. Ensayos de competencia por la unión a macrófagos entre el LPS y el EgAgB o la HDL 

 

Se siguió el protocolo puesto a punto por Maite Folle en su tesis de doctorado (33). Se plaquearon 

0.2x106 macrófagos THP-1 en placas de fondo cónico y se los incubó con 50 μL de EgAgB o HDL (1-

200 μg/mL), OVA (200 μg/mL) como control o vehículo (PBSE-B-AbAm), por 30 minutos a 37°C. 

Posteriormente se agregaron 50 μL de LPS conjugado al fluorocromo Alexa-488 (5 µg/mL LPS*, 

Molecular Probes) por 30 minutos a 37°C. Finalizada la incubación, las células se lavaron dos veces 

con una solución amortiguadora de tinción para citometría de flujo (FACS, PBS conteniendo BSA 0.1 

% m/v, EDTA 2 mM, pH 7.1) y se analizaron por citometría de flujo (FACS Calibur). La unión del LPS* 

a las células en las diferentes condiciones de competencia se expresó como el porcentaje de unión 

promedio, relativo a la unión del LPS* en vehículo.  
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3.6. Ensayos de evaluación de la capacidad del EgAgB de unir el LPS 

 

La capacidad del EgAgB de unir el LPS se analizó siguiendo el protocolo reportado por Han et al., 

2021. Para ello se inmovilizó la HDL, el EgAgBF o la OVA como proteína control (10 µg/mL) en 

microplacas de ELISA de 96 pozos con alta capacidad de unión (Maxisorp, Nunc) durante toda la 

noche a 4°C. En paralelo, se prepararon pozos control donde se incubó con PBS durante la 

sensibilización, para evaluar interacciones inespecíficas con el bloqueante (control del bloqueante).  

Se bloqueó con PBS-1 %BSA por 1.5 horas a temperatura ambiente. Se pre-incubaron las distintas 

concentraciones de LPS-biotina (0, 10, 100 y 1000 ng/mL, InvivoGen #tlrl-lpsbiot) con o sin hLBP 

(human LBP, 1 µg/mL, R&D Systems #6445-LP) por 1 hora a temperatura ambiente y se incubaron 

luego en las placas por 45 minutos a 37°C (100 µL). Posteriormente, se realizó el agregado de 100 

µL por pozo de Sv-HRP (Sigma #5512) por otros 45 minutos a 37°C. Las incubaciones de la placa se 

realizaron siempre en cámara húmeda y entre cada incubación se realizaron 5 lavados con PBS 

Tween 0.05 %, excepto luego de la sensibilización que se hicieron 2. Para revelar se emplearon 100 

µL por pozo de acetato 0.1 M conteniendo TMB y H2O2 y se detuvo la reacción con 50 µL por pozo 

de H2SO4 1 M. Se cuantificó la absorbancia a 450 nm en un espectrofotómetro de placas, corrigiendo 

con la absorbancia a 560 nm. Se restó el valor del control del bloqueante (correspondiente a la 

concentración de LPS y LBP utilizada)  a los valores obtenidos para las muestras y se graficó en 

GraphPad la densidad óptica en función de la concentración de LPS-biotina. 

 

 

3.7. Análisis de los datos 

 

Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces (n = 3, salvo que se indique lo contrario), con 

duplicados o triplicados analíticos (según se detalle en la presentación de los resultados). Los análisis 

estadísticos se llevaron a cabo con el software GraphPad Prism (version 8, GraphPad Software, EE. 

UU, (www.graphpad.com). Para el análisis comparativo se utilizó el análisis de varianza (ANOVA) de 

dos vías (considerando cada experimento como otra variable) con la prueba de Tukey, ambos con un 

p < 0.05, según se describe en la sección Resultados para cada experimento. 
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4. Resultados 
 

4.1. Purificación del EgAgB nativo a partir de LH y caracterización de las preparaciones 

obtenidas 

 

Como se mencionó en la introducción, el LH es una mezcla compleja de glicoproteínas, lipoproteínas, 

hidratos de carbono y sales minerales derivadas tanto del parásito como del hospedero (76). El 

EgAgB, a pesar de ser uno de los componentes parasitarios más abundante en el LH, se encuentra 

en baja proporción. Por tal motivo, la obtención de esta lipoproteína en su estado nativo requiere 

aplicar un paso inicial de enriquecimiento por cromatografía de intercambio aniónico sobre Q-

Sefarosa y luego un paso de purificación mediante cromatografía de inmunoafinidad, en nuestro caso 

basada en el uso de anticuerpos VHHs anti-EgAgB8/1 (33).  

 

En este trabajo se purificó el EgAgB nativo a partir de dos pools de LH, uno derivado de hidátides 

fértiles (n=9) y otro de no fértiles (n=6). Las fracciones recolectadas a lo largo del protocolo (detallado 

en la sección 2.2) se analizaron por SDS-PAGE y Western Blot (Figura 4.1 A y B, respectivamente). 

El perfil electroforético del LH mostró bandas de alto peso molecular compatibles con la presencia 

de albúmina (banda intensa de ~65 kDa) e inmunoglobulinas (bandas de ~50 y 25 kDa) del hospedero, 

señaladas con flechas en Figura 4.1 A, y una banda de entre 10 y 15 kDa que corresponde a la forma 

monomérica del EgAgB, como se evidencia en el Western-Blot (aunque las subunidades del EgAgB 

pesan 8 kDa, por lo general migran un poco menos). La baja proporción del EgAgB, antes de la 

purificación, en el LH no permitió observar el patrón de bandas característico del EgAgB tras su 

análisis por SDS-PAGE. La cromatografía de intercambio aniónico logró retirar gran parte de la 

albúmina e inmunoglobulinas, las cuales se hicieron presentes en la fracción no retenida por la Q-

Sefarosa (QS-) y en el lavado de la matriz (LQS). La fracción asociada a la Q-Sefarosa (QS+) se 

enriqueció en el EgAgB respecto al LH, mostrando un perfil tenue de 3 bandas espaciadas 

regularmente (Figura 4.1 B). La cromatografía de inmunoafinidad permitió purificar el EgAgBF y 

EgAgBNF (patrón de bandas especiadas regularmente -en escalera- con una forma monomérica y al 

menos 4 formas oligoméricas), eliminando de la fracción otros componentes del hospedero y del 

parásito presentes en QS+ que no son retenidos por el VHH anti-EgAgB8/1. 
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El protocolo de purificación aplicado permitió obtener 430 µL de EgAgBF a 2.0 mg/mL y 450 µL de 

EgAgBNF a 1.3 mg/mL (de este último se perdió una proporción de EgAgB por un error en la colecta 

de las columnas de desalado). De acuerdo con estos datos, la realización de la cromatografía sobre 

Q-Sefarosa utilizando el sistema estéril in batch rindió 860 µg de EgAgBF de 100 mL de LH de 

rendimiento final.  

 

Las preparaciones de EgAgBF, EgAgBNF y, adicionalmente, la preparación de HDL total, se 

caracterizaron en términos de su tamaño molecular. El análisis por dispersión dinámica de la luz (DLS, 

sección 3.2.2.3) permitió determinar el radio hidrodinámico promedio y la distribución de tamaños de 

las partículas lipoproteicas presentes en la muestra (Figura 4.2). EgAgBF y EgAgBNF arrojaron gráficos 

con picos definidos, de RH=6.83 ± 0.99 y RH=8.90 ± 0.68 nm, con índices de polidispersión (PDI, del 

inglés Polydispersity Index) de 0.435-0.446 y 0.504-0.567, respectivamente. Por su parte, la HDL total 

mostró un pico con un RH=5.6 ± 2.06 nm y un PDI entre 0.371 y 0.429.  

  

 

Figura 4.1. Purificación del EgAgB nativo a partir de LH. Análisis por (A) SDS-PAGE y (B) Western Blot de 

las fracciones obtenidas a lo largo del protocolo de purificación del EgAgB a partir del LH, utilizando 

cromatografía de intercambio aniónico sobre Q-Sefarosa seguido de cromatografía de inmunoafinidad con VHH 

anti-EgAgB8/1. Las fracciones se sembraron en geles de poliacrilamida (15 %) bajo condiciones reductoras 

(6mM de DTT) y se visualizaron (A) por tinción con azul de Coomassie o (B) transfiriendo a una membrana de 

PVDF para revelar la presencia de EgAgB8/1. Se sembraron las siguientes fracciones correspondientes a la 

purificación de EgAgBNF: líquido hidático (LH), fracción no unida a la Q-Sefarosa (QS-), lavado de Q-Sefarosa 

(LQS), fracción unida a la Q-Sefarosa (QS+), percolado de la cromatografía de inmunoafinidad de QS+ (FT), 

lavado de la columna de inmunoafinidad (LIA), lavado de la columna de inmunoafinidad a pH 5 (pH 5) y eluato 

de la columna de inmunoafinidad (E). La figura es representativa de la purificación lograda para EgAgBNF; pero 

además se muestra el EgAgBF, obtenido, correspondiente al eluato final de la inmunoafinidad (EF). En el último 

carril se sembró el marcador de peso molecular (MPM). 



30 

 

 

Figura 4.2. Tamaño de las partículas lipoproteicas presentes en HDL total, EgAgBF y EgAgBNF por DLS. 

Gráficos representativos de la distribución de las poblaciones de partículas presentes en las preparaciones 

de HDL total, EgAgBF y EgAgBNF, de acuerdo con el tamaño estimado determinado según la medida de la luz 

dispersada ajustado por el volumen. Para el cálculo del radio hidrodinámico promedio de las partículas (RH) 

se tomó el valor del diámetro promedio de tres medidas consecutivas y se dividió entre dos. en Ldf n 

 

 

Los niveles de endotoxinas (UE/mL) en las preparaciones se determinaron mediante el kit LAL 

(Thermo Scientific™ Pierce). Los resultados mostraron que la HDL total contenía niveles menores a 

0.01 UE/µg de HDL, correspondientes a 0.001 ng/µg de proteína. Por otra parte, se detectaron en el 

EgAgBF y EgAgBNF 0.52 y 0.55 UE/µg proteína, correspondientes a 0.052 y 0.055 ng de LPS/µg de 

proteína. Este contenido se tomó en cuenta al momento de discutir acerca de los efectos del EgAgB 

sobre los macrófagos.  

 

4.2. Modulación de la activación inflamatoria de macrófagos inducida por LPS por el EgAgB 

nativo y la HDL total 

 

Para determinar si el EgAgB nativo y la HDL comparten propiedades moduladoras de la respuesta 

que el LPS induce en los macrófagos, se realizaron experimentos de estimulación en macrófagos 

THP-1 y BMDM (sección 3.4), para posteriormente cuantificar los mediadores solubles producidos 

por ELISA (sección 3.4.1). Debido a que se registraron diferencias en la intensidad de la respuesta 

entre experimentos independientes, posiblemente asociadas a la preparación celular y/o a 

variaciones inherentes a los reactivos/manipulación, los resultados se normalizaron tomando como 

100 % la respuesta generada por el LPS en presencia del vehículo.  
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La Figura 4.3 presenta los resultados correspondientes a la estimulación de los macrófagos THP-1. 

EgAgBF, EgAgBNF y HDL total no generaron per se respuesta de las citoquinas pro-inflamatorias 

cuantificadas, a ninguna de las concentraciones ensayadas, mientras que la estimulación con LPS 

indujo la producción de IL-6, IL-1β e IFN-β por parte de los macrófagos THP-1. En presencia de 

EgAgBF y EgAgBNF se observó una fuerte interferencia sobre la respuesta de IL-6 inducida por el LPS, 

que disminuyó en forma dependiente de la dosis (aunque no significativa entre EgAgBNF a 5 y 10 

µg/mL). Este efecto inhibitorio a 1 µg/mL fue mayor para EgAgBNF que para EgAgBF pero no se 

observaron diferencias entre ellos al emplear 5 y 10 µg/mL. Por el contrario, la estimulación con HDL 

total no generó cambios significativos en la respuesta de IL-6 promovida por el LPS. Además, se 

observó que en presencia de HDL los efectos del EgAgBF se mantuvieron mayormente, mostrando 

un perfil de inhibición similar; sólo a la concentración de 1 µg/mL existió una inhibición menor 

respecto a la promovida por el EgAgBF. Los gráficos correspondientes a IL-1β e IFN-β muestran 

resultados en la misma dirección. Se observó una robusta interferencia con la respuesta al LPS de 

IFN-β pero que no alcanzó la significancia estadística a la concentración de 1 µg/mL de EgAgBF y 

EgAgBNF. IL-1β disminuyó significativamente sólo a la concentración de 10 µg/mL de EgAgBF y 

EgAgBNF. La presencia de HDL tampoco influyó en los efectos inhibitorios del EgAgBF particularmente 

a las concentraciones de 5 y 10 µg/mL (para IL-1β la inhibición fue menor a 1 µg/mL y para IFN-β fue 

menor a 1 y a 5 µg/mL). Respecto a citoquinas anti/inflamatorias, de acuerdo con los antecedentes 

de nuestro grupo, en estas condiciones de estimulación no se detecta la producción de IL-10. 

 

En conjunto, utilizando la línea celular THP-1 de origen humano, se evidenció que las preparaciones 

EgAgBF y EgAgBNF tienen la capacidad de modular la activación inflamatoria inducida por el LPS en 

macrófagos, inhibiendo la secreción de IL-6, IL-1β e IFN-β, al contrario de HDL que no exhibió 

propiedades inhibitorias bajo las condiciones experimentales empleadas. 
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La Figura 4.4 presenta los resultados correspondientes a la estimulación de BMDM. De manera similar 

a lo observado en la línea THP-1, EgAgBF, EgAgBNF y HDL total no promovieron per se una respuesta 

de IL-6. EgAgBF y EgAgBNF interfirieron de forma dosis-dependiente con los niveles de IL-6 generados 

en respuesta al LPS, comportamiento nuevamente no observado para la HDL total. El gráfico 

correspondiente a IL-12 muestra resultados en la misma dirección. Se observó interferencia con la 

respuesta al LPS alcanzando significancia estadística a la concentración de 5 y 10 µg/mL de EgAgBF 

y EgAgBNF. En los sobrenadantes de estos cultivos no se registraron niveles cuantificables de IFN-β 

e IL-10 para ninguna de las condiciones ensayadas. A diferencia de los macrófagos THP-1, los 

ensayos con BMDM permitieron analizar el efecto de las preparaciones lipoproteicas sobre la 

expresión/actividad de la iNOS (NOS2) inducida por la estimulación con LPS. Para ello se 

determinaron los niveles de NO2
- utilizando el método de Greiss (sección 3.4.2). Al igual que en los 

casos anteriores, las preparaciones de EgAgB o de HDL no generaron per se una respuesta en los 

macrófagos. A concentraciones de 5 y 10 ug/mL el EgAgBF y EgAgBNF interfirieron significativamente 

con la producción de nitrito respecto a la condición de LPS en vehículo (no hay diferencias 

significativas entre estas condiciones ni entre EgAgBF y EgAgBNF). Nuevamente, la HDL no logró 

interferir con la producción de nitrito en estas condiciones. Además, en ninguno de los parámetros 

medidos se observó que la HDL influyera significativamente en los efectos inhibitorios del EgAgBF, 

excepto para IL-6 e IL-12 que se vio una disminución de la inhibición a 1 µg/mL.   

Figura 4.3. Efecto del EgAgB y de la HDL sobre la secreción de IL-6, IL-1β e IFN-β inducida por 

LPS en macrófagos THP-1. Se estimularon 0.2x106 macrófagos THP-1 con EgAgBF/EgAgBNF o HDL a 

distintas concentraciones (1, 5 y 10 µg/mL) en ausencia o presencia de LPS (10 ng/mL). Además, se 

estimuló con HDL a 5 µg/mL y distintas concentraciones de EgAgBF (1, 5 y 10 µg/mL) en presencia de 

LPS (10 ng/mL). En todos los ensayos se utilizó el diluyente de las preparaciones de EgAgB (PBSE-B-

AbAm) como control de vehículo (Veh). A las 24 horas se cuantificaron las citoquinas IL-6, IL-1β e IFN-β 

presentes en los sobrenadantes de cultivo por ELISA de captura. El gráfico muestra el porcentaje de 

producción de cada citoquina relativo a la condición de LPS (media ± SEM correspondientes a tres 

experimentos independientes con triplicados analíticos). Se indican con (*) sobre las barras las 

diferencias significativas con el LPS y sobre corchetes las diferencias significativas entre muestras 

(ANOVA de dos vías y prueba de Tukey, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001). Se indican con (#) 

sobre las barras las diferencias significativas (# p < 0.05) con el EgAgBF a las respectivas 

concentraciones.  
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Figura 4.4. Efecto del EgAgB y de la HDL sobre la secreción de IL-6, IL-12 y liberación de nitrito 
inducida por LPS en macrófagos BMDM. Se estimularon 0.2x106 macrófagos BMDM con EgAgBF/EgAgBNF 

o HDL a distintas concentraciones (1, 5 y 10 µg/mL) en ausencia o presencia de LPS (10 ng/mL). Además, 

se estimuló con HDL a 5 µg/mL y distintas concentraciones de EgAgBF (1, 5 y 10 µg/m) en presencia de LPS 

(10 ng/mL). En todos los ensayos se utilizó el diluyente de las preparaciones de EgAgB (PBSE-B-AbAm) como 

control de vehículo (Veh). A las 24 horas se cuantificaron las citoquinas IL-6 e IL-12 y el nivel de nitrito 

presente en los sobrenadantes de cultivo por ELISA de captura y reacción de diazotización de Greiss, 

respectivamente.El gráfico muestra el porcentaje de producción de cada citoquina relativo a la condición de 

LPS (media ± SEM) correspondientes a tres experimentos independientes con triplicados analíticos). Se 

indican con (*) sobre las barras las diferencias significativas con el LPS y sobre corchetes las diferencias 

significativas entre muestras (ANOVA de dos vías y prueba de Tukey, * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001). 

Se indican con (#) sobre las barras las diferencias significativas (# p < 0.05) con el EgAgBF a las respectivas 

concentraciones. 

 

 

 

Debido a que la preparación de HDL total está compuesta por varias sub-fracciones de lipoproteínas 

con distinta relación lípido:proteína y, como se mencionó anteriormente, la HDL3 es la más similar al 

EgAgB nativo, se realizó un experimento con HDL3 para evaluar su capacidad de modular la activación 

inflamatoria inducida por LPS en macrófagos THP-1 (Figura 4.5). Al igual que lo observado para la 

HDL total, HDL3 no causó alteraciones significativas en la producción de IL-6, IL-1β e IFN-β y el patrón 

observado fue muy similar al obtenido en los experimentos anteriores. Cabe mencionar que para 

HDL3 existió una tendencia a la reducción de los mediadores cuantificados a 5 µg/mL que no se 

reforzó al aumentar la concentración. Adicionalmente, se observó una tendencia de la HDL3 de 

disminuir los efectos inhibitorios del EgAgBF sobre IL-1β e IFN-β a todas las concentraciones 

ensayadas. 
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Figura 4.5. Efecto del EgAgB, HDL y HDL3 sobre la secreción de IL-6, IL-1β e IFN-β inducida por LPS en 

macrófagos THP-1. Se estimularon 0.2x106 macrófagos THP-1 con EgAgBF, HDL o HDL3 a distintas 

concentraciones (1, 5 y 10 µg/mL) en ausencia o presencia de LPS (10 ng/mL). Además, se estimuló con HDL 

o HDL3 a 5 µg/mL y distintas concentraciones de EgAgBF (1, 5 y 10 µg/m) en presencia de LPS (10 ng/mL). En 

todos los ensayos se utilizó el diluyente de las preparaciones de EgAgB (PBSE-B-AbAm) como control de vehículo 

(Veh). A las 24 horas se cuantificaron las citoquinas IL-6, IL-1β e IFN-β presentes en los sobrenadantes de 

cultivo por ELISA de captura. Se muestra el porcentaje de producción de cada citoquina relativo a la condición 

de LPS (media ± SEM correspondiente a un experimento con triplicados analíticos). 
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4.3. Capacidad del EgAgB nativo y de la HDL total de competir con el LPS por la unión a los 

macrófagos 

 

Los resultados obtenidos en este y otros trabajos del grupo mostraron que el EgAgB nativo es 

potencialmente capaz de modular la activación de macrófagos inducida por LPS hacia fenotipos 

inflamatorios. El primer paso para la activación de los macrófagos por este agonista es su 

reconocimiento por PRRs, particularmente el TLR4 (77,78). Dado que las lipoproteínas plasmáticas, 

incluyendo la HDL, pueden unir LPS, resulta posible que los efectos inhibitorios del EgAgB sean 

consecuencia de la unión EgAgB-LPS en el medio extracelular, neutralizando o alterando la 

interacción del LPS con el TLR4. En ensayos previos, se encontró que el EgAgB compite con la unión 

del LPS a los macrófagos (33). Dada la similitud con algunas propiedades de la HDL, en este trabajo 

buscamos comparar la capacidad del EgAB y de la HDL de desplazar la unión del LPS a los 

macrófagos THP-1 (sección 3.5) (33).  

 

La Figura 4.6 presenta los resultados obtenidos en los ensayos de competencia entre EgAgB y HDL 

con el LPS por la unión a los macrófagos. La unión del LPS* a las células se evidencia por un aumento 

de fluorescencia respecto a aquellas incubadas sólo con vehículo (sin LPS*), que decrece en caso 

de existir competencia (se muestra un ejemplo para el EgAgB en la Figura 4.6 A). En la Figura 4.6 B, 

obtenida a partir de la consolidación de datos de 3 experimentos independientes, se observa que la 

unión del LPS* a los macrófagos se alteró en presencia de EgAgBF y EgAgBNF (sin diferencias 

significativas entre ellos) y en forma dependiente de la dosis: a 1 µg/mL no hubo competencia, a 10 

µg/mL se observa una disminución de entre aproximadamente 10 y 20 % respecto al vehículo y a 100 

y 200 µg/mL se observa una disminución de alrededor del 50 % (significativa respecto a 10 µg/mL). 

Entre 100 y 200 µg/mL no existió diferencia significativa en la unión del LPS*. La OVA a 200 µg/mL 

no alteró la unión del LPS* a los macrófagos, lo cual apoya la idea de una interferencia específica del 

EgAgB que no se reproduce por la presencia de una alta concentración de una proteína en el entorno 

(notar que el uso de OVA es un control razonable ya que las albúminas son proteínas con capacidad 

de unir lípidos (77). Por su parte, la HDL disminuyó la unión del LPS* a los macrófagos a una 

concentración de 100 y 200 µg/mL, pero sólo alrededor de un 20 % (diferencia significativa con el 

EgAgB que alcanzó el 50 % a 100 y 200 µg/mL). 
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Figura 4.6. Comparación de la capacidad del EgAgB y HDL de competir con la unión del LPS a los 

macrófagos THP-1. Se analizó la unión del LPS* (5 µg/mL) a los macrófagos THP-1 (0,2x106 células) en 

presencia de EgAgB fértil (F), no fértil (NF) y OVA (proteína control) por 30 minutos a 37º C con NaN3. Se 

utilizó PBSE-B-AbAm como control de vehículo (Veh). En (A) se muestra un histograma representativo para el 

EgAgB. En (B) se grafica el porcentaje de unión promedio del LPS*, relativo a la condición de unión del LPS* 

en vehículo -barra fucsia (± SEM correspondiente a tres experimentos independientes con triplicados 

analíticos). Se indican con (*) sobre las columnas los datos que mostraron diferencias significativas con el 

LPS* en vehículo y con (*) sobre corchetes los datos que mostraron diferencias significativas entre muestras 

(ANOVA de dos vías y prueba de Tukey, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001). 
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4.4. Capacidad del EgAgB de unir el LPS  

 

Como ya se mencionó en la sección Introducción, se ha determinado que la HDL3 posee potentes 

propiedades neutralizadoras de LPS (74). El conjunto de resultados previos de nuestro grupo sugiere 

que los efectos inhibitorios del EgAgB podrían ser al menos parcialmente mediados por neutralización 

del LPS en la fase extracelular. Para buscar más evidencias acerca de esta hipótesis realizamos un 

ensayo para valorar la unión directa del LPS a esta lipoproteína y al EgAgBF, siguiendo el diseño 

experimental descripto por Han et al., 2021 (74) (sección 3.6).  El resultado obtenido se muestra en 

la Figura 4.7. 

 

La unión del LPS a las lipoproteínas se evidencia por un incremento en la densidad óptica (DO450 nm) 

al aumentar la concentración del LPS-biotina. La proteína control OVA no unió LPS-biotina a ninguna 

concentración ya que no se registró aumento de la densidad óptica (ni siquiera a 1000 ng/mL). En las 

condiciones sin LBP, la unión del LPS-biotina a las lipoproteínas solo se hizo evidente a una 

concentración de 1000 ng/mL, con una tendencia mayor para el EgAgBF que para la HDL3. En la 

condición EgAgBF + LBP, la unión del LPS-biotina a esta lipoproteína se percibe a 100 ng/mL de LPS-

biotina (DO450nm = 0.4) y fue mayor a una concentración de 1000 ng/mL (DO450nm = 1.4). Para la HDL3, 

la unión se percibe únicamente a 1000 ng/mL de LPS-biotina (DO450nm = 0.7), siendo aparentemente 

menor que el EgAgBF. Estos resultados provienen de un único experimento con duplicados analíticos 

por lo que no se pudo aplicar una prueba estadística que determine la significancia de los datos. De 

todas maneras, corresponde mencionar que en otros tres ensayos más simples de este experimento 

se observó una tendencia similar para el EgAgBF y la HDL3. 

  

 

 

Figura 4.7. Análisis de la capacidad de unión del LPS-biotina al EgAgB y HDL3. Se sensibilizaron placas 

de ELISA con EgAgBF, HDL3 y OVA como control (10 µg/mL) y se analizó la capacidad de unión del LPS-

biotina (1, 10, 100 y 1000 ng/mL) en presencia o en ausencia de LBP humana (hLBP, 1 µg/mL). Se realizó 

un control (utilizando sólo PBS en la sensibilización) y se restó la absorbancia obtenida de este control a los 

correspondientes valores obtenidos para cada preparación. Se grafica la absorbancia en función de la 

concentración de LPS (media ± SEM correspondiente a un experimento independiente con duplicados 

analíticos).  



40 

 

5. Discusión y perspectivas 
 

La purificación del EgAgB en su estado nativo, mediante el enriquecimiento por cromatografía de 

intercambio aniónico sobre Q-Sefarosa seguido de un paso de inmunoafinidad utilizando el VHHs 

anti-EgAgB8/1 (33) resultó exitosa. En cuanto al rendimiento, la purificación incluyendo el paso de Q-

Sefarosa in batch permitió obtener 860 µg de EgAgBF cada 100 mL de LH, superando el alcanzado 

en el sistema de columna empaquetada de Q-Sefarosa empleado anteriormente, que rendía menos 

de 400 µg cada 100 mL (33). No puede descartarse que estas diferencias en el rendimiento sean 

consecuencia de variaciones en el contenido de EgAgB entre diferentes pooles de LH. Por otra parte, 

es posible que el uso del sistema automatizado FPLC (del inglés, Fast Protein Liquid Chromatography) 

para realizar la cromatografía de intercambio iónico contribuya a mayores pérdidas, ya que implica el 

pasaje del LH por filtros donde el EgAgB puede quedar retenido. De acuerdo con la experiencia del 

grupo el EgAgB es una lipoproteína que se adsorbe fácilmente al material plástico y queda atrapada 

en filtros (por ejemplo, durante procesos para concentrar la muestra). Es probable que esta retención 

y pérdidas afecten en mayor medida a las partículas de mayor tamaño, lo cual coincide con el hecho 

que las preparaciones de EgAgB nativo obtenidas mostraron un RH levemente mayor que las 

obtenidas con el procedimiento anterior, tal como se comenta más abajo. Por otra parte, con el 

protocolo actual se realizó la totalidad de la purificación en la sala de cultivo, protegiendo a las 

muestras de contaminación, en comparación con el sistema en columna que se realizaba en una sala 

donde se utilizan diferentes equipos, se trabaja con muestras muy diversas y no hay control de la 

calidad del aire. Por las razones mencionadas, y debido a que como se discutirá más adelante las 

preparaciones de EgAgB nativo obtenidas mostraron una actividad y comportamiento similar a las 

previamente caracterizadas, resulta ventajoso a futuro seguir utilizando el protocolo de purificación 

empleado en este trabajo.   

 

El análisis del tamaño de las partículas lipoproteicas y del contenido de pirógenos en las 

preparaciones de EgAgB ha sido una buena herramienta para comparar y evaluar los distintos lotes 

obtenidos y para determinar su utilidad en ensayos funcionales. Según los valores de PDI obtenidos 

mediante el análisis por DLS, EgAgBF, EgAgBNF y HDL total contuvieron una población de partículas 

relativamente homogénea compatible con la presencia de distintas sub-fracciones de lipoproteínas 

que coexisten en la preparación o de agregados (pico minoritario a la derecha del pico principal que 

se observó en las preparaciones del EgAgB). En cuanto al tamaño promedio de las lipoproteínas, la 

HDL total mostró un RH = 0.6 ± 2.06 nm, similar al obtenido por Folle en su doctorado (33) para el 

EgAgB nativo purificado utilizando el sistema de Q-Sefarosa en columna (RH= 5.77 ± 0.25), mostrando 

similitud entre ambas partículas. El RH de las preparaciones de EgAgB nativo obtenidas en este trabajo 

resultó algo mayor para EgAgBF (RH=6.83 ± 0.99) y aún más para EgAgBNF (RH=8.90 ± 0.68 nm). Es 

posible que estas diferencias sean consecuencia del cambio en el protocolo de purificación, tal como 

se comentó arriba. Sin embargo, las diferencias de tamaño no se asociaron con cambios en la 

actividad inmunomoduladora de las preparaciones EgAgBF y EgAgBNF, ya que se comportaron de 

forma similar a preparaciones de EgAgB nativo testeadas anteriormente (33) en los experimentos de 

estimulación y competencia de la unión con el LPS en macrófagos (33). Respecto al contenido de 

endotoxinas, la HDL arrojó un resultado negativo mientras que las preparaciones de EgAgB 

contuvieron 0.05 ng de LPS/ µg de proteína. Los fabricantes de muchos medios de cultivo y de suero 

bovino fetal con bajo contenido de endotoxina certifican que sus productos contienen menos de 0.1 

ng de endotoxinas por mL (80). Tomando como referencia este valor, las preparaciones utilizadas 
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tienen un bajo contenido de LPS, que sería menor de este umbral cuando se ensayó el EgAgB a 1 

µg/mL, pero 2.5 y 5 veces mayor cuando se ensayó a 5 y a 10 µg/mL, respectivamente. Es llamativo 

que a pesar de todos los cuidados en el procesamiento de la muestra y la utilización de un paso final 

de inmunoafinidad en la purificación, las preparaciones obtenidas no están libres de LPS. Esto 

probablemente sea consecuencia de la capacidad del EgAgB de unir LPS (aún en mayor medida que 

la HDL), observación que se discute más adelante. De todas maneras, en los experimentos de 

estimulación, las preparaciones de EgAgB no indujeron por sí solas la producción significativa de 

ninguno de los mediadores inflamatorios determinados en macrófagos y por tanto pueden 

considerarse aptas para su uso en los experimentos planteados, cumpliendo así con el primer objetivo 

de la tesina.   

 

Los ensayos de estimulación permitieron verificar que EgAgBF y EgAgBNF reprodujeron la ya 

reportada capacidad del EgAgB nativo de modular la activación inflamatoria de los macrófagos en 

respuesta al LPS, tanto en el modelo de macrófagos THP-1 como en BMDM (28,33). Estos resultados 

in vitro concuerdan además con resultados in vivo de nuestro grupo, que muestran que el EgAgB 

disminuyó los niveles de IL-6 e IL-12p40 inducidos por LPS en cavidad peritoneal de ratones, y de 

otros autores, que observaron que el EgAgB redujo los síntomas de la enfermedad inflamatoria del 

intestino inducida por DSS mediante la polarización de una respuesta gobernada por macrófagos M2 

(66).  

 

Las preparaciones EgAgBF y EgAgBNF mostraron efectos muy similares en relación a la capacidad 

inhibitoria de los distintos mediadores solubles cuantificados. En otras palabras, la fertilidad de las 

hidátides de partida (fértil/no fértil) no condicionó las propiedades moduladoras del EgAgB, a 

diferencia de observaciones realizadas por el grupo en otras oportunidades en las que existió menor 

o nula capacidad de inhibición en preparaciones derivadas de pooles de hidátides no fértiles con 

relación a las fértiles. Un factor que debe tomarse en cuenta es que la ausencia de PE, y por tanto la 

clasificación de hidátide no fértil, puede ser consecuencia de variados escenarios que hacen que 

esas hidátides puedan tener características muy diferentes. Por ejemplo, la ausencia de PE podría 

ocurrir en, una hidátide muy joven y viable en un hospedero en el cual ha establecido mecanismos 

fuertes de regulación de la respuesta. Alternativamente, una hidátide no fértil podría corresponder a 

un parásito de mayor edad, pero sometido a una respuesta inmune que no logra controlar y por tanto 

pueden existir signos de daño de diferente entidad. Por lo tanto, la condición “no fértil” incluiría 

distintos estados de viabilidad de la hidátide, con mayor o menor actividad metabólica y no 

necesariamente diferenciables macroscópicamente. 

 

La similitud en la actividad mostrada por el EgAgBF y EgAgBNF es un dato a tener en cuenta para 

pensar en qué componentes de la partícula lipoproteica (proteico y/o lipídico) son responsables de la 

actividad. El estado de fertilidad de la hidátide podría repercutir en la composición de la lipoproteína 

y su comparación podría arrojar información sobre qué componentes comunes explican la actividad. 

Si bien en este trabajo no se analizó la composición proteica y lipídica de EgAgBF y EgAgBNF, la 

similitud observada en los efectos funcionales hace pensar que no difieren en gran medida en el/los 

componente/s activo/s. Estudios anteriores mostraron que todas las subunidades proteicas 

(EgAgB8/1-5) están presentes en el EgAgB derivado de pooles fértiles y no fértiles, aunque con mayor 

abundancia de isoformas en el primero. De todas formas, la subunidad EgAgB8/1 fue el componente 

mayoritario del EgAgB derivado tanto de hidátides fértiles como no fértiles, en ambas superando el 
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90 % de la abundancia. Además, el estudio de los ligandos hidrofóbicos reveló similitudes en los 

lípidos polares constituyentes del EgAgB de hidátides fértiles y no fértiles, pero diferencias en los 

neutros. Existió también una menor abundancia relativa de los principales ácidos grasos y una mayor 

abundancia relativa de ácidos grasos con mayor grado de oxidación en el EgAgB de hidátides no 

fértiles (33). Es factible que la composición lipídica del EgAgB muestre mayores cambios que la 

proteica entre una hidátide no fértil y una fértil; menor viabilidad podría ligarse con procesos 

oxidativos aumentados y la generación de PE requiere probablemente mayor adquisición y transporte 

de lípidos esenciales para la construcción de los componentes estructurales del parásito.   

 

Llamativamente, la HDL total analizada en paralelo al EgAgB no logró reducir los niveles de citoquinas 

o nitrito producidos en respuesta a la estimulación con LPS, en ninguno de los dos modelos celulares. 

Esto contrasta con lo reportado por Jee Song et al., 2015 (71), Taborda et al., 2019 (72), Nardo et al., 

2014 (73) y Han et al., 2021 (74). En el primero, la HDL a 50 µg/mL generó una disminución 

significativa de los niveles de ARN mensajero de TNF-α e IL-6 inducidos por LPS (10 ng/mL) en 

macrófagos THP-1 respecto a aquellos estimulados en ausencia de la lipoproteína. En el segundo, 

también utilizando macrófagos THP-1 y LPS (50 pg/mL) como estímulo, la presencia de 300 µg/mL 

de HDL redujo los niveles de IL-6 en el sobrenadante de cultivo. En el tercero, la secreción de IL-6 y 

TNF por macrófagos BMDMs tratados por 6 horas con HDL a 2 mg/mL y estimulados con LPS (100 

ng/mL), disminuyó significativamente respecto a los BMDMs sin tratar. En el artículo reciente de Han 

et al., 2021, en el que se basó parte de este trabajo, observaron que la respuesta de IL-1β y TNFα 

por las células de Kupffer (macrófagos hepáticos) estimuladas con LPS (20 ng/mL) disminuía con la 

presencia de HDL2 y aún más con HDL3 (300 µg/mL). La discrepancia de los mencionados trabajos 

con el presente estudio podría ser explicada por diferencias en el diseño experimental, tal como se 

discute a continuación. Aquí y al igual que en Jee Song et al., 2015 y Taborda et al., 2019, se trabajó 

con macrófagos THP-1 ya que se trata de una línea sencilla de cultivar y es ampliamente utilizada 

para estudiar la funcionalidad de los macrófagos (30). De hecho, nuestro grupo cuenta con amplia 

experiencia en el trabajo con la misma. Como las líneas celulares pueden diferir de aquellas células 

que pretenden representar y pueden sufrir cambios permanentes en su fenotipo a través de 

transformaciones genéticas (79) se empleó como modelo adicional a las BMDM (cultivo primario de 

células de ratón), como en Nardo et al., 2014. Su uso permitió cuantificar la producción de IL-12 y 

nitritos, que no fue posible determinar en macrófagos THP-1, brindando información adicional al 

estudio de los efectos moduladores. Por tanto, la diferencia con dichos trabajos no puede deberse al 

modelo celular empleado. En Han et al., 2019 emplean a las células de Kupffer, o macrófagos del 

hígado, que según los estímulos recibidos pueden diferenciarse a M1 o M2 y responder a las 

infecciones, pero su umbral de activación es mayor que el de otros tipos de macrófagos dado su perfil 

tolerogénico (80). Esto puede ser una de las razones de la discrepancia. Por otro lado, la 

concentración de HDL empleada en todos los trabajos mencionados (50 a 2000 µg/mL) fue 

considerablemente superior a la ensayada aquí (10 µg/mL). La elección de 10 µg/mL pretendió 

hacerla comparable con la utilizada para el EgAgB, y siendo la concentración máxima de EgAgB 

nativo a utilizar por los efectos que podría provocar per se en los macrófagos debido al contenido de 

LPS; según datos previos de nuestro grupo utilizando preparaciones equivalentes de EgAgB nativo, 

a partir de 20 µg/mL se observa la producción de IL-1β e IL-6 per se (33). Además, se conocía que 

en las concentraciones que se utilizó el EgAgB (1-10 µg/mL) se observa un efecto inhibitorio de la 

respuesta al LPS en los macrófagos. Además de esta diferencia en la concentración de HDL utilizada, 

los investigadores estimulan a las células con distintas concentraciones de LPS, generalmente 
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mayores (20 - 100 µg/mL) que la aquí utilizada (10 ng/mL), excepto en Taborda et al., 2019 que 

emplean el LPS a 50 pg/mL. En este sentido es posible que el uso de concentraciones mayores podría 

requerir la presencia de concentraciones tamién mayores de HDL para inhibir los efectos. 

Corresponde mencionar también que en el trabajo realizado por Han et al., 2021, se agregó LBP (1 

µg/mL) al medio de cultivo, mientras que en los presentes ensayos no. Consideramos que esta 

diferencia no explicaría la ausencia de actividad moduladora observada en la preparacíón de HDL 

utilizada en este trabajo ya que se conoce que hay entre 5 y 10 µg/mL de tal proteína en el SFB 

utilizado para suplementar los medios (81) y este agregado no fue necesario en los otros trabajos. En 

suma, la literatura sobre la HDL y lo observado en los ensayos aquí presentados sugieren que el 

EgAgB y la HDL podrían compartir la actividad inmunomoduladora siendo el EgAgB mucho más 

eficiente porque se necesitan concentraciones más elevadas de HDL para observar su efecto 

inhibitorio. La ausencia de actividad moduladora en la preparación de HDL utilizada es probablemente 

consecuencia de la concentración a la que fue testeada y sería necesario realizar nuevos 

experimentos testeando mayores concentraciones de HDL, particularmente HDL3. Corresponde 

mencionar que no se contó con HDL3 al inicio de este trabajo, razón por la cual se trabajó 

principalmente con la HDL total. 

 

Los experimentos de competencia de unión del LPS* a los macrófagos y de unión del LPS a las 

preparaciones inmovilizadas en placas de ELISA permitieron determinar en paralelo la capacidad del 

EgAgB y la HDL de interactuar con el LPS, de forma indirecta y directa, respectivamente. En los 

ensayos de competencia quedó en evidencia la interferencia del EgAgB y la HDL en la interacción 

del LPS con los macrófagos, en forma dependiente de la dosis. Además, ensayos previos mostraron 

que esta interferencia era más eficiente cuando el EgAgB se pre o co-incubaba con el LPS en relación 

con la post-incubación (33) lo que en conjunto sugiere que compite desde la fase soluble por la unión 

del LPS a sus receptores celulares. El experimento de la unión directa del LPS a HDL3 o EgAgB, 

mostró resultados compatibles con la función neutralizadora, indicando también la relevancia del 

papel de la LBP. La optimización de este ensayo requirió de 3 experimentos en los que se aplicaron 

variaciones en las soluciones amortiguadoras y en los tiempos de incubación, por lo cual en 

resultados se muestra un gráfico derivado de un único experimento con duplicados analíticos, en las 

condiciones que se optimizaron. El ensayo optimizado (sección 3.6) se repetirá para que los datos 

puedan ser tratados a nivel estadístico confirmando las tendencias muy claras y compatibles con los 

resultados mostrados por Han et al., 2021 (74). En conjunto, se reportó aquí por primera vez la 

capacidad del EgAgB de unir el LPS, lo cual apoya la hipótesis sobre su función neutralizadora 

compartida con las lipoproteínas plasmáticas. En este sentido, la presencia de trazas de LPS en 

EgAgBF y EgAgBNF (y preparaciones de EgAgB realizadas anteriormente por el grupo) es compatible 

con esta capacidad de interacción, que resiste las condiciones disociativas, el aumento de 

concentración salina y el descenso de pH aplicados durante la purificación. Sería posible utilizar el 

ensayo de unión optimizado para evaluar en qué medida estas condiciones disociativas afectan la 

unión.  

 

Es pertinente resaltar que los efectos de la HDL en los experimentos de competencia/unión fueron 

siempre más modestos que los de EgAgBF y EgAgBNF, lo que sugiere que el EgAgB nativo tendría 

una mayor potencia para neutralizar el LPS en solución en comparación a la HDL. Estos resultados 

podrían explicar, al menos en parte, por qué en los ensayos de inmunomodulación el EgAgB logra 

disminuir la respuesta de mediadores inflamatorios inducidos por LPS y la HDL no lo hace, siendo 
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necesarias concentraciones mayores para lograr tal efecto. Para profundizar en la comparación de la 

capacidad de unir LPS entre la HDL (HDL3) y el EgAgB se podrían realizar ensayos de competencia 

inmovilizando a la HDL (HDL3) e incubando posteriormente con LPS-biotina y concentraciones 

crecientes de EgAgB (en ausencia y presencia de LBP) y/o inmovilizar el EgAgB nativo e inhibir la 

unión del LPS con la HDL. La concentración de EgAgB/HDL necesarias para lograr un 50 % de 

inhibición de la unión podrían describir mejor las diferencias en sus afinidades por el LPS.   

 

Con respecto a las características de la unión EgAgB-LPS, cabe notar que se vio reforzada en 

presencia de la LBP, de forma análoga a lo que sucede con la HDL3 (74). Tal como ocurre en la 

señalización del LPS por el TLR4 (Figura 1.4), la LBP podría contribuir a extraer monómeros de LPS 

de las micelas de manera de que éstos puedan interactuar con las lipoproteínas. Alternativamente la 

LBP podría unirse directamente a la lipoproteína (HDL o EgAgB) y este complejo interactuar con las 

micelas de LPS, resultando en la disociación y unión de monómeros de LPS al complejo LBP-

lipoproteína. Esta idea encuentra sustento en un artículo que reporta que la LBP es transportada en 

las lipoproteínas y actúa como cofactor en la neutralización de LPS (82). Por otra parte, se determinó 

que la LBP se une a ApoA-I (83), apolipoproteína mayoritaria de la HDL. Como se mencionó 

anteriormente, aunque ApoA-I y las subunidades proteicas del EgAgB no son similares en secuencia, 

presentan características similares en cuanto al plegamiento que adquieren y sus propiedades de 

unión a lípidos (28). Ambas muestran una estructura secundaria con gran proporción de hélices alfa, 

y distribución espacial de aminoácidos hidrofóbicos e hidrofílicos en caras opuestas de las hélices. Si 

la distribución de cargas y de regiones hidrofóbicas juegan un papel en la interacción de la Apo-AI 

con la LBP, quizás sea posible que el EgAgB pueda unir a la LBP directamente. Para comprobar que 

el EgAgB y la HDL3 unen directamente LBP o LBP-LPS, son necesarios experimentos que establezcan 

directamente dicha unión. Con este fin podrían realizarse ensayos inmovilizando las lipoproteínas a 

la placa e incubando con LBP en presencia y ausencia de LPS para luego detectar a la LBP con un 

anticuerpo específico. Se ha descripto además que la interacción entre el LPS y la HDL es facilitada 

no sólo por la LBP sino por otras proteínas capaces de transferir lípidos (84,85), y el lípido A parece 

ser la región clave en esta interacción, aunque los mecanismos subyacentes a la asociación siguen 

sin esclarecerse completamente (86). Sería interesante profundizar en las interacciones implicadas 

en la unión del LPS al EgAgB, incluyendo el papel del lípido A, motivo principalmente asociado a su 

actividad endotoxina.  

 

En este trabajo se utilizó LPS para el análisis de mecanismos de modulación de la inflamación por los 

antecedentes sobre activación y modulación del EgAgB y considerando que los DAMPs generados 

como consecuencia de la infección por la hidátide pueden ser reconocidos por el TLR4 (como por 

ejemplo hialuronano (87)). Corresponde mencionar que el LPS no sería el motivo molecular óptimo 

para analizar posibles efectos inmunomoduladores durante la EQ, considerando que no es un PAMP 

presente en platelmintos sino en bacterias gram-negativas. Sin embargo, este agonista es un 

protagonista importante en el hígado porque la vena porta recoge el drenaje venoso del intestino, 

transportando nutrientes, metabolitos y componentes de origen propio y de la microbiota hacia el 

hígado (32). Por tal motivo, este órgano cuenta con mecanismos de tolerancia frente a PAMPs 

provenientes del intestino (incluyendo al LPS (88)) que inhiben la activación y actividad pro-

inflamatoria de sus células. Entonces se podría hipotetizar, dados los efectos inhibitorios del EgAgB 

sobre macrófagos estimulados con LPS, que, en un contexto fisiológico, el EgAgB podría llegar a 
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limitar efectos pro-inflamatorios mediados por el LPS en el hígado, órgano donde se establece con 

mayor frecuencia el parásito. 

 

Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la idea de que la capacidad inmunomoduladora del 

EgAgB nativo observada en los experimentos con los macrófagos podría explicarse por el secuestro 

de este agonista, limitando la señalización por el TLR4 y la consecuente activación inflamatoria. Esta 

idea concuerda con observaciones realizadas en nuestro grupo por Sofía Lagos, que determinaron 

que el EgAgB inhibe la dimerización de este receptor en células dendríticas, impidiendo que se 

dispare la cascada de señalización que da lugar a la generación de mediadores solubles e inducción 

de la iNOS. Además, en Han et al., 2021 describen que la producción intestinal de HDL3, a diferencia 

de la HDL2, secuestra el LPS de forma eficiente (74). Considerando el tamaño de las partículas, si el 

tamaño es un factor importante para el establecimiento de las interacciones entre estas lipoproteínas 

y el LPS, el EgAgB cumpliría con tal requisito ya que es más similar a la HDL3 que a la HDL2 ((52) y 

Figura 1.5). La neutralización por el EgAgB del LPS en el medio extracelular explicaría que en 

presencia del EgAgB resultara reducida la producción de IL-1β, IL-6, IL-12, IFN-β y la producción de 

nitritos en los macrófagos estimulados con LPS. Las citoquinas IL-1β e IL-6 son cruciales para la 

inducción de la producción de proteínas de la fase aguda de la respuesta y la inducción de fiebre a 

nivel fisiológico (10). IL-12 es crítica para el desarrollo de la respuesta Th1 (10), la cual se ha asociado 

a quistes inactivos (13). Por tanto, esta neutralización lógicamente limitaría los efectos inflamatorios 

locales y sistémicos, a la vez que inhibiría mecanismos que disparan la respuesta adaptativa. En 

experimentos in vivo comentados anteriormente (33), el EgAgB además de reducir la respuesta al 

LPS en cavidad peritoneal, potenció modestamente el nivel de IL-10, característica de la respuesta 

Th2-modificada, sin embargo, en los estudios de estimulación in vitro no fue posible detectar la IL-10 

sugiriendo diferencias en los mecanismos que dirigen su expresión. Sería relevante estudiar si esta 

actividad de inmunomodulación se reproduce al inducir respuestas con otros agonistas distintos al 

LPS, particularmente con agonistas del TLR4 que quizás compartan motivos estructurales con el LPS. 

Además, sería interesante verificar el potencial del EgAgB para controlar la inflamación en modelos 

de sepsis asociados al LPS. 

 

El hecho de que el EgAgB mostró más actividad inmunomoduladora que la HDL podría también ser 

consecuencia de su capacidad para interactuar con blancos diferenciales en los macrófagos, no 

utilizados por la HDL, que induzcan señales de apagado de la respuesta. Nuestro grupo reportó la 

capacidad de unión del EgAgB a monocitos y macrófagos, de manera dosis-dependiente. De acuerdo 

con ensayos de unión, esta interacción podría ser mediada por el EgAgB8/1 (componente proteico 

mayoritario de en la lipoproteína nativa), el EgAgB8/3 (aunque se encuentra poco representado en la 

partícula) y la fosfatidilcolina expuesta en la partícula proveería el entorno adecuado (28). Sería 

posible que estas subunidades del EgAgB reconozcan blancos diferentes a la HDL ya que esta última 

inhibió parcialmente la unión del EgAgB a los macrófagos y sólo cuando se usó en concentraciones 

mayores que el EgAgB (28) Alternativamente podría plantearse que ambas lipoproteínas usen un 

mismo receptor, pero la afinidad o el tipo de interacciones disparen señales distintas en la célula. 

Existe la posibilidad de que el EgAgB y la HDL compartan receptores involucrados en el eflujo del 

colesterol. La HDL controla el nivel de colesterol en los tejidos periféricos (59) mediado por los 

transportadores de membrana SR-B1, ABCA1 y ABCG1 (62,89–91), principalmente, los cuales se han 

asociado a efectos anti-inflamatorios/inmunomoduladores. De hecho, se conoce que las vías de 

señalización asociadas al metabolismo e inflamación se interceptan (92). La toma de colesterol altera 
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el nivel de colesterol en las balsas lipídicas en macrófagos y células dendríticas, interfiriendo con la 

activación por TLRs y la capacidad presentadora de antígeno (90,93–95). Sería posible que la toma 

de colesterol por el EgAgB imprima simultáneamente señales antiinflamatorias/inmunomoduladoras 

en células innatas, a través de interacciones con receptores asociados al eflujo de colesterol. Estas 

interacciones podrían explicar los efectos inhibitorios del EgAgB sobre la activación inmune que no 

pueden ser explicados por la neutralización del LPS únicamente. 

 

Aún quedan numerosas incógnitas sobre el EgAgB y su función en la biología de E. granulosus. Las 

propiedades descriptas por nuestro y otros grupos provienen de la lipoproteína derivada del LH, pero 

el EgAgB se expresa en otras estructuras de la hidátide y en otros estadios del parasito, por lo cual 

podría ejercer funciones en distintas etapas del ciclo de vida de este cestodo. No conocemos cómo 

alcanza la interfaz con el hospedero, pero el desarrollo de una respuesta de anticuerpos específica 

contra el EgAgB en el hospedero indica que en algún punto esto sucede. Su papel como 

transportador lipídico es aún más desconocido; para cumplir esta función el EgAgB debería tomar 

contacto con componentes del hospedero que suministren los lípidos esenciales (tráfico de ida), 

como células o lipoproteínas, para luego retornar a las estructuras parasitarias a realizar su entrega 

(tráfico de vuelta). Suponemos que el tráfico de ida podría involucrar la transcitosis del EgAgB, tal 

como ocurre para la HDL a través del receptor SR-B1 en células endoteliales (96) y/o el transporte 

vía exosomas, dado que el EgAgB se detectó en vesículas extracelulares en el LH (97). El tráfico de 

vuelta podría implicar que el EgAgB cediera los lípidos al tegumento de la capa germinativa por un 

mecanismo independiente (98) o dependiente de transportadores, aunque aún no identificados. 

Eventualmente el EgAgB podría transferir los lípidos a las lipoproteínas plasmáticas que sí se conoce 

alcanzan el interior de la hidátide ya que las apolipoproteínas plasmáticas principales han sido 

identificadas en el LH (99).  

  

En síntesis, se logró alcanzar los objetivos de esta tesina, obteniendo preparaciones nativas de EgAgB 

a partir de LH que fueron útiles a los efectos de analizar sus propiedades inmunomoduladoras y su 

capacidad de unión al LPS en comparación con la HDL. De la comparación de las propiedades de 

estas lipoproteínas se observó que: a) el EgAgB es capaz de reducir la respuesta de citoquinas 

inducida por el LPS en macrófagos en forma dosis dependiente, a concentraciones entre 1 y 10 

µg/mL, mientras que la HDL no, y b) ambas lipoproteínas logran inhibir la unión del LPS a los 

macrófagos y muestran capacidad para unir el LPS in vitro, mostrando el EgAgB mayor actividad 

específica. Estas observaciones sugieren que el EgAgB podría ejercer actividades moduladoras de la 

inflamación actuando como una proteína barrendera que neutralice el LPS y quizás otros agonistas 

de TLR4. Finalmente, esta investigación ha generado nuevas incógnitas en cuanto a las diferencias 

en la capacidad inmunomoduladora y neutralizadora del LPS de la HDL y del EgAgB y cómo es la 

unión del LPS-LBP-lipoproteína que demandan estudios adicionales. 
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