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RESUMEN

Los parasitos helmintos han co-evolucionado con el sistema inmune de los organismos a los que
infectan, desarrollando asi diversos mecanismos de evasion que favorecen su supervivencia.
Echinococcus granulosus es el cestodo parasito causante de la equinococosis quistica (hidatidosis),
una enfermedad que afecta a diversos mamiferos, entre ellos a los humanos. El estado larvario
(hidatide) de E.granulosus crece en la parénquima de los érganos del hospedero, protegido por una
gruesa capa acelular denominada capa laminar (CL). Con el crecimiento de la hidatide, particulas de
la CL son liberadas hacia al medio extracelular donde entran en contacto con células inmunes del
hospedero, por lo que es posible que la CL cumpla un rol fundamental en los mecanismos de evasién

de la respuesta inmune ejercidos por el parasito.

En trabajos previos del grupo se ha puesto a punto un modelo de inyecciones repetidas de particulas
de la CL (wplLL), observandose que replica fielmente los efectos de caracter inmunosupresor
generados durante la infeccién experimental. Proyectos anteriores se han enfocado en la
caracterizacion de los macréfagos, una poblacién celular clave en el inicio y la regulacién de la
respuesta inmune. Ante la interaccién con el material parasitario, los macréfagos se diferencian hacia
un fenotipo de activacion alternativa M2-like con un sesgo inmunosupresor evidenciado por la

expresion de los co-inhibidores PD-L1 y PD-L2.

Este trabajo busca caracterizar la poblaciéon de células dendriticas (DC) locales en el modelo de
inyecciones repetidas de wpLL. Las DC se destacan por su rol fundamental en la conexion entre la
respuesta innata y la adaptativa, siendo las células presentadoras de antigenos que inician y regulan

esta Ultima respuesta.

Los resultados del presente trabajo evidenciaron que las diferentes subpoblaciones de DC locales
tienen la capacidad de internalizar wpLL y activarse, aumentando su expresién de CD80 y CD86. Esta
activacion se ve polarizada hacia un fenotipo de activacion alternativa (CD206, Relm-a e Ym1) con
presencia de elementos inmunosupresores PD-L1 y PD-L2, de manera similar a lo observado en las
poblaciones de macrdfagos. Esto sugiere que las DC podrian participar en la induccién y/o
mantenimiento del ambiente inmunosuprimido establecido por el pardsito, destacando la posible
relevancia de las sefales de PD-L1 y PD-L2 en este fendmeno. Con respecto a la respuesta adaptativa
inducida, se produce una respuesta Th2 (con secrecién de citoquinas IL-5, IL-13 e IL-10), con

presencia de anticuerpos IgE, 1gG (1gG1, 1gG2b, IgG2c, 1gG3) e IgM especificos contra la CL.
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NK: célula asesina natural (del inglés, Natural Killer)

PAMP: patrén molecular asociado a patdgenos (del inglés, Pathogen Associated Molecular
Pattern)

PBS: solucidn salina tamponada con fosfato (del inglés, Phosphate Buffer Saline)

PEC: células del exudado peritoneal (del inglés, Peritoneal Exudate Cells)

PRR: receptor de reconocimiento de patrones (del inglés, Pattern Recognition Receptor)
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1. INTRODUCCION

1.1 Parasitos helmintos

Los helmintos son organismos multicelulares pertenecientes al reino de los metazoos. Dentro de este
grupo se distinguen dos taxa: los nematodos y los platelmintos. Dentro de ambas existen ejemplares
gue son capaces de actuar como agentes patégenos (parasitos) presentando un amplio espectro en
cuanto a mecanismos de infeccion y el nicho que ocupan en el organismo de su hospedero,
invadiendo desde el lumen intestinal a nichos intravasculares o incluso intracelulares. A pesar de esta
gran diversidad, la respuesta de los hospederos mamiferos a la infeccion por estos patdgenos es
consistente y estereotipica en la gran mayoria de los casos *, como se profundizard mas adelante. La
infeccion por parasitos helmintos (helmintiasis) afecta a millones de personas a nivel mundial. Estas
enfermedades suelen presentarse como asintomaticas o con una sintomatologia leve, aunque en
algunos casos se desarrollan sintomas mds agravados, tales como anemia, dolor abdominal vy

desnutricién 2.

Los parasitos helmintos han co-evolucionado junto a sus hospederos, desarrollando mecanismos de
manipulacion del sistema inmune que les permite mejorar su sobrevida. En paralelo, los organismos
hospederos han desarrollado respuestas que permiten en algunos casos eliminar el parasito, o al
menos reducir la patologia que causan, para que los efectos adversos de la infeccion sean menores.
La suma de ambos fenémenos resulta en la generacién de infecciones crdnicas y asintomaticas, que

pueden pasar desapercibidas por largos periodos de tiempo .

1.2 Echinococcus granulosus

El término Echinococcus refiere a un género de parasitos del filo platelmintos y de la clase cestoda
pertenecientes a la familia taeniidae. Dentro de este género se identifican actualmente diez especies:
cinco derivadas del grupo parafilético conocido como E. granulosus sensu lato (E. granulosus sensu
stricto, E. borealis, E. intermedius, E. equinus, E. ortleppi), y cinco por fuera de este grupo (E.

shiquicus, E. felidis, E. multilocularis, E. vogeli, y E. oligarthra). Dentro de la especie mas estudiada, E.


https://www.zotero.org/google-docs/?Tqpx8E
https://www.zotero.org/google-docs/?vwtlD5
https://www.zotero.org/google-docs/?6J1cXG

granulosus sensu stricto (s.s.), es posible identificar tres genotipos: G1, G2 y G3. Aunque poseen

diferencias en sus ciclos de transmisién, todos son infecciosos para los humanos *”.

La echinococcosis quistica es la infeccidon zoonética causada por las especies del grupo E. granulosus
s. I.. Esta enfermedad, altamente endémica, es de particular relevancia en paises de Asia, Africa y
América del Sur, afectando entre 1 y 200 personas por cada 100.000 habitantes. (Wang et al., 2014;
Wen et al., 2019). En zonas hiperendémicas, se ha observado que entre un 20% y 95% de animales

de ganado sacrificados presentan echinococcosis *°.

Ciclo de vida del Echinococcus granulosus s.l.

El ciclo de vida de E. granulosus s.I. se esquematiza en la Figura 1. Los gusanos adultos viven en el
intestino delgado de sus hospederos definitivos (cdnidos, particularmente perros), alcanzando
tamafios de entre 3 y 7 mm de largo. Alli liberan sus huevos, los cuales son excretados al ambiente a
través de las heces. Al ser ingeridos por su hospedero intermediario, sea animales de pastoreo o
humanos accidentalmente, los huevos eclosionan liberando la oncosfera (embridn larvario), la que es
capaz de penetrar la mucosas intestinal y migrar a través del torrente sanguineo o los vasos linfaticos
hasta los 6rganos internos, en donde desarrolla su etapa de metacestodo (estadio larvario, también
denominado hidatide). En su interior, las hidatides producen hasta miles de protoescdlices (por
medio de reproduccién asexual), cada uno con la capacidad de infectar nuevamente a un hospedero
definitivo y madurar al estadio adulto en el intestino delgado para comenzar nuevamente el ciclo.
Ademas, los protoescélices tienen la capacidad de generar nuevas hidatides en el hospedero
intermediario, lo que podria suceder por la ruptura de una hidatide y consecuente liberacion de los
protoescélices al espacio intersticial (este tipo de re-infeccidn se conoce como infeccidn

secundaria)®®®.


https://www.zotero.org/google-docs/?dUzP9c
https://www.zotero.org/google-docs/?QqFUSE
https://www.zotero.org/google-docs/?QqFUSE
https://www.zotero.org/google-docs/?Y2YNbM
https://www.zotero.org/google-docs/?PX7yZN
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Figura 1. Esquema del ciclo de vida del Echinococcus granulosus s.l.. El pardsito adulto madura
en el intestino delgado del hospedero definitivo y libera sus huevos. Estos son excretados a
través de las heces, pudiendo ser luego ingeridos por el hospedero intermediario. En el intestino
delgado del hospedero intermediario los huevos eclosionan y liberan la oncosfera, la cual es
capaz de migrar hacia los drganos internos para desarrollarse a su etapa de metacestodo larval
(hiddtide), dentro de la cual se dard la produccion de miles de protoescélices a través de
reproduccion asexual. Los protoescdlices son capaces de infectar al hospedero definitivo,
(iniciando nuevamente el ciclo) o de generar nuevas hiddtides en el hospedero intermediario

(infeccion secundaria). Adaptada de ®.


https://www.zotero.org/google-docs/?qn1gqu

Estructura de la hidatide

Los hospederos intermediarios, usualmente animales de pastoreo (6 accidentalmente humanos)
desarrollan hidatides tras la infeccién por E. granulosus. Las mismas se ubican en los drganos
internos (principalmente en higado y pulmones) y son capaces de crecer entre 1 a 5 cm por afio,
alcanzando tamafios de hasta decenas de centimetros. A pesar del gran tamaiio y relevancia de los
drganos que afectan, las hidatides son capaces de residir en el hospedero sin provocar una respuesta
inmune acorde, por lo que quienes las padecen pueden vivir por afos desconociendo su presencia.
Las manifestaciones clinicas desarrolladas a raiz de la equinococosis quistica son causadas por el
tamano del quiste y las complicaciones mecdnicas que este implica, o por una reacciéon de

hipersensibilidad aguda causada tras la ruptura de la hidatide **2.

Las hidatides (Figura 2) se desarrollan en el parénquima de los érganos internos del hospedero, y
constituyen estructuras sub-esféricas, llenas de liquido y delimitadas por una pared compuesta por
dos capas. La capa interna (llamada capa germinativa, CG) estd formada por tejido vivo y es
responsable de sintetizar y mantener todas las estructuras de la hidatide. Esta capa es la productora
de los protoescdlices, el estadio capaz de infectar al hospedero definitivo, que se generan por
reproduccién asexual y se mantienen en el interior de la hidatide dentro de vésiculas proligeras. La
capa mas externa (denominada capa laminar, CL), también es producida por la CG, y separa
fisicamente a la CG de las células y matriz extracelular del hospedero. La CL es gruesa (hasta 3 mm de
espesor), acelular, y compuesta mayoritariamente por mucinas con motivos glucidicos ricos en
galactosa, acompafadas por depdsitos de calcio del myo-inositolhexakifosfato (InsP6.Ca). A nivel de
microscopia electrdnica, se observa que las mucinas forman una red de fibrillas, con los granulos de
InsP6.Ca distribuidos de manera individual o en aglomeraciones. Cabe destacar que el InsP6 es una
molécula ubicua en células eucariotas, normalmente presente en el citosol y nucleo, por lo que su

presencia en un contexto extracelular es bastante llamativa y Unica de E. granulosus ™ .

A medida que la hidatide crece, la CL comienza a descamarse, liberando particulas al medio

extracelular, por lo que se cree que esta capa debe ser la principal fuente de moléculas de E.

granulosus con las que se encuentra el sistema inmune del hospedero ***°,


https://www.zotero.org/google-docs/?RqfhHf
https://www.zotero.org/google-docs/?C43Mql
https://www.zotero.org/google-docs/?58uBaz
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Figura 2. Diagrama representativo de las hiddtides de E. granulosus. La larva de E. granulosus
es una estructura sub-esférica, llena de liquido, que crece en los érganos internos del hospedero.
Estd rodeada por una pared conformada por dos capas; una capa interna (capa germinativa), y
una capa externa (capa laminar). La pared suele estar rodeada por una capa de coldgeno

proveniente del hospedero. Tomada de *.

1.3 Generalidades sobre el funcionamiento del sistema inmune

El sistema inmune se encarga de proteger al organismo de la enfermedad, ya sea causada por la
infeccion por agentes patégenos (como virus, bacterias o parasitos), o por desbalances en el propio
organismo. La primera linea de defensa consiste de barreras fisicas (como la piel o los epitelios
mucosos), quimicas (por ejemplo, a través de enzimas antimicrobianas como la lisozima vy la
fosfolipasa A2) y microbioldgicas (microbiota normal). Cuando un organismo patégeno vence dichas
barreras, las células inmunes innatas que residen en el tejido afectado (sean macréfagos, células
dendriticas o mastocitos) son capaces de detectar sefiales de peligro asociadas al mismo (PAMPs,
pathogen associated molecular patterns) o al dafio que causa en las células propias (DAMPs, damage
associated molecular patterns), a través de un conjunto de receptores conocidos como PRRs (pattern
recognition receptors). Este reconocimiento activa los mecanismos de defensa de dichas células,
causando, entre otros, la internalizacion del patégeno o de las células afectadas y su eventual
degradacion . A su vez, se activa la sintesis de citoquinas y quimioquinas desencadenantes del

proceso inflamatorio. La inflamacion tiene dos funciones principales: suministrar moléculas y células


https://www.zotero.org/google-docs/?QhJ5dm
https://www.zotero.org/google-docs/?o0ste3

efectoras al sitio de infeccién, que contribuyen a limitar la propagacién del patégeno, y facilitar la
activacion de las células del sistema adaptativo. Para esto, ocurre un proceso de vasodilatacién que
aumenta el volumen de los capilares sanguineos y disminuye la velocidad de flujo de la sangre que
circula por la zona. Este fendmeno es acompanado por un incremento de la permeabilidad vascular y
la expresién de moléculas de adhesién en las células endoteliales que revisten el capilar sanguineo,
para promover la unién de células sanguineas especificas y su extravasacién al tejido infectado. Las
células reclutadas varian en funcién de los PRRs implicados en el reconocimiento del patégeno y el
perfil de citoquinas que producen las células innatas. En infecciones por pardsitos helmintos se
reclutan particularmente eosindfilos y basdfilos, aunque también monocitos y neutrdéfilos, que

contribuirdn en mayor o menor medida a controlar la infeccién ***.

A continuacién ocurre la induccién de la inmunidad adaptativa. Las células dendriticas (DC)
inmaduras presentes en el tejido se distinguen por su gran actividad macropinocitica y fagocitica, y
por su capacidad de procesar antigenos. Los patégenos extracelulares (o sus componentes) son
internalizados y procesados para la posterior presentacién de péptidos provenientes del antigeno
cargados en moléculas de MHCII (complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il). Si esto ocurre
en presencia de un proceso inflamatorio las DC maduran y se activan, aumentando la expresion de
las moléculas de MHC y moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86), asi como de CCR7. El aumento
de la expresiéon de CCR7, sumado al proceso inflamatorio, determina la migracién de las DC hacia los
nodos linfaticos drenantes del tejido. Una vez alli, las DC presentan el complejo péptido-MHCII a
linfocitos T CD4+ virgenes para su activaciéon. Esta activacion requiere de 3 sefiales; 1- la interaccién
especifica entre el complejo MHCII-péptido y el receptor de los linfocitos T (TCR), 2- la interaccion
entre las moléculas co-estimuladoras CD80, CD86 de la DC y CD28 de los linfocitos T, y 3- la sefial
transmitida a través de las citoquinas liberadas por la DC. Los linfocitos entonces son activados,
proliferan y se diferencian hacia diferentes linajes de linfocitos T colaboradores efectores (linfocito

Th, por T helper lymphocyte), y linfocitos T de memoria *°.

Dentro de los linajes de linfocitos Th efectores se encuentran los linfocitos Thl, Th2 y Thl7 que
migran al sitio de infeccidn a colaborar con las células en la periferia, y los linfocitos Th foliculares
(Thf), que participan en la activacién de los linfocitos B en el érgano linfoide secundario. Los linfocitos
Thl se especializan en el control de infecciones por patdgenos intracelulares (bacterias, virus,
protozoarios), y participan también en la respuesta antitumoral. Estas células se caracterizan por la

produccidn de IFN-y y TNF-a como citoquinas principales, y generan un aumento en la activacion
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microbicida de los macréfagos (conocida como activacién cldsica o fenotipo M1). Los linfocitos Th2
producen las citoquinas IL-4, IL-5, e IL-13. Este tipo de respuesta se induce en respuesta a las
infecciones por helmintos; contribuye al reclutamiento de eosinéfilos y a la activacidon de macréfagos
con funciones reparadoras de tejido (conocida como activacion alternativa o fenotipo M2). La
respuesta Th1l7 se caracteriza por la produccidon de la citoquina IL-17, y estd asociada a la
amplificacion de la inflamacién aguda en sitios de infeccién temprana, colaborando con la funcion de
los neutréfilos, sobre todo en la respuesta contra bacterias extracelulares 8. Por su parte, las
células Thf colaboran con la activacién de los linfocitos B y participan en la generacién del centro
germinal, donde guian (mediante la produccion de citoquinas) el cambio de clase de las
inmunoglobulinas. Ademas, contribuyen en el proceso de maduracién de la afinidad que lleva a la

generacién de células plasmaticas y linfocitos B de memoria mas eficientes ™.

Por otro lado, los linfocitos B virgenes interaccionan con el antigeno (que llega a los nodos linfaticos
gracias a la inflamacién) a través de su receptor BCR, lo internalizan y procesan para presentarlo
como péptidos cargados en moléculas de MHCII. Luego, los linfocitos B migran dentro del nodo
linfadtico hacia la regiéon donde se encuentran los linfocitos Thf previamente activados, y alli les
presentan el antigeno. El linfocito B se activa en respuesta a dos sefiales 1- la interaccidn entre el BCR
y el antigeno especifico, y 2- la interaccién CD40-CD40L que ocurre tras la interaccién especifica
MHCII-péptido:TCR con los linfocitos Thf. Asi se da inicio a dos procesos. En primer lugar, los linfocitos
B proliferan y se diferencian en plasmablastos, células de vida media corta capaces de secretar
anticuerpos IgM e IgG de baja afinidad. En segundo lugar, los linfocitos B forman el centro germinal
en donde proliferan y ocurre la hipermutacion somatica y el cambio de clase de las
inmunoglobulinas. Luego, maduran su afinidad en un proceso mediado por células dendriticas
estromales (conocidas como células dendriticas foliculares), en el que vuelven a intervenir los
linfocitos Thf. Los linfocitos B de mejor afinidad proliferan y se diferencian hacia plasmocitos (células

productoras de anticuerpos de vida media larga) o linfocitos B de memoria ***% .
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1.4 Células dendriticas

Las células dendriticas son un grupo heterogéneo de fagocitos mononucleares con una gran
versatilidad de funciones. Son reconocidas por su papel como las células presentadoras de antigenos
mas eficientes del sistema inmune y cumplen un rol fundamental en la conexion entre la respuesta
innata y la adaptativa, siendo capaces de modular la inmunidad hacia diferentes tipos de respuestas
activas o hacia la induccion de tolerancia, dependiendo del contexto inflamatorio. Su distribucién en
la mayoria de los tejidos les aporta una ubicacidén estratégica para la deteccidon de patdgenos por
todos los posibles sitios de entrada. A través del rapido reconocimiento de patdgenos y la
consecuente produccion de citoquinas, son capaces de activar otras células en el tejido, como
macrdfagos y células linfoides innatas (ILC) para contribuir a limitar la expansién de la infecciéon

previo al inicio de la respuesta adaptativa .

Las células dendriticas tienen una vida media corta, por lo que estan en constante reposicién por
progenitores derivados de la médula dsea. Existen dos vias posibles de desarrollo de células
dendriticas. En la médula dsea (Figura 3), las células madre pluripotenciales dan origen a un
progenitor bipotencial (MDP, por macrophage and dendritic cells progenitor) capaz de diferenciarse
al progenitor comun de monocitos (cMoP, por common monocyte progenitor) o al progenitor comun
de células dendriticas (CDP, por common dendritic cell progenitor). A su vez, los CDPs pueden
diferenciarse hacia células dendriticas plasmocitoides (cuyo rol se enfoca en la respuesta contra
infecciones virales) o a pre-DCs. Las pre-DCs migran a través de la sangre hacia los tejidos, donde se
diferencian a dos subtipos de células dendriticas convencionales (cDC, por conventional dendritic
cells): cDC1 y cDC2, en respuesta a sefiales microambientales especificas del tejido. Esta via de
desarrollo se considera como el modelo convencional de diferenciacién a DC. Por su parte, los
monocitos que surgen de los cMoPs completan su desarrollo en la médula ésea y luego migran hacia
los tejidos a través del torrente sanguineo. Al alcanzar el tejido, se diferencian a macréfagos o células
dendriticas, dando lugar a una segunda via de desarrollo de DC. Estas células se denominan células

dendriticas derivadas de monocitos (moDC, por monocyte derived dendritic cell) **.
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Figura 3. Modelo del desarrollo de las células dendriticas. MDP es el progenitor derivado de
células madres pluripotentes en la médula dsea, con la capacidad de diferenciarse hacia CDPs o
cMoPs. Los CDPs se pueden diferenciar hacia células dendriticas plasmdticas o pre-DCs. Las
pre-DC circulan en la sangre y se diferencian en distintos subtipos de DC convencionales en el
tejido. Los cMoPs dan lugar a los monocitos que circulan en la sangre y son capaces de

diferenciarse hacia macréfagos o células dendriticas en el tejido. Adaptado de %

Células dendriticas convencionales : cDC1 y ¢cDC2

Como se menciond previamente, las células dendriticas son un grupo extremadamente diverso y con
una gran plasticidad funcional. Cada célula es capaz de adaptarse al contexto, y responder de
maneras muy diversas para encaminar a la inmunidad hacia una respuesta especifica en cada
situacion. Mas alld de la maleabilidad individual, es posible identificar subpoblaciones de DC que
presentan cierto grado de especializacion hacia distintos perfiles de respuesta. La primera
subdivisidn se basa en las diferencias respecto a su origen, dividiéndose en convencionales (cDC) o
derivadas de monocitos (moDC). Dentro de las cDC se distinguen dos subpoblaciones principales, las
cDC1 y las ¢cDC2. Ambas se hallan en la mayoria de tejidos, tanto linfoides como no linfoides. Las

poblaciones residentes de tejidos linfoides (cDC residentes) pasan toda su vida dentro de los érganos
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linfoides secundarios, y participan en la induccion de la respuesta adaptativa presentando antigenos
que llegan a los mismos a través del drenaje de liquido linfatico. Aquellas DC residentes de los tejidos
periféricos son capaces de migrar hacia los nodos linfaticos (por lo que se denominan cDC
migratorias) de manera dependiente de CCR7, donde presentan antigenos provenientes de los
tejidos periféricos, y aportan informacién sobre el contexto en el cual se encontré al antigeno
(principalmente a través de la secrecidon de citoquinas). En el nodo linfatico ambos tipos de cDC

colaboran entre si para el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa 2.

Existen algunas diferencias funcionales entre las ¢cDC1 y las cDC2, las cuales podrian atribuirse a
divergencias en cuanto a la expresion de PRRs y la ubicacidon de cada subpoblacién una vez en el
nodo linfatico. A través de estudios de expresion genética y protedmica, se ha establecido que hay
diferencias en los PRRs expresados por cada subtipo de cDC, posiblemente impactando las
contribuciones de cada uno en la respuesta inmune. En cuanto a su ubicacién, las cDC1 se localizan
predominantemente en la zona T de los nodos linfaticos, mientras que las cDC2 se localizan hacia el
cortex (si son residentes) o en la zona interfolicular, cerca del borde entre células B y T del nodo (si
son migratorias). Esta distribucion se asemeja a la forma en la que se ubican los linfocitos T CD8+y
los CD4+ en el nodo, lo cual explicaria por qué se ha observado que cada subpoblacién de cDC posee

cierto nivel de preferencia para presentar el antigeno a las distintas poblaciones de linfocitos T 2,

Es importante destacar que, a pesar de que cada subtipo de cDCs presenta cierta especializacion
hacia determinados perfiles de respuesta, todas las ¢cDC son altamente plasticas y con una gran
capacidad de adaptacion, por lo que ninguna esta limitada a una Unica funcion y suele ser el trabajo
en conjunto de todas las subpoblaciones el que dirige la respuesta inmune ?*. De todas formas,
conocer las funciones estereotipadas de cada una de ellas puede ayudar a comprender mejor su rol

general en la respuesta.

Las cDC1 (Figura 4), ademas de presentar antigenos a linfocitos T CD4+ (MHCII-péptido), se
especializan en la presentacion cruzada de antigenos en moléculas de MHCI a linfocitos T CD8+. Su
funcién principal se asocia al desencadenamiento de una respuesta de tipo 1, iniciando la activacién
temprana de ILC1s, NK y mas tarde, durante la induccién de la respuesta adaptativa, la activacién de
linfocitos T CD4+ y su diferenciacién a células efectoras Th1 (asociado a la gran capacidad de las cDC1
de producir IL-12). De esta forma, este tipo celular es particularmente relevante en la respuesta

contra bacterias intracelulares, virus y células tumorales 2?7,
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Las cDC2 (Figura 4) mayoritariamente presentan antigenos en complejo con MHCII a linfocitos T
CD4+. Esta poblacion estd asociada a la induccion de una respuesta de tipo 2 contra parasitos

multicelulares. También son capaces de activar ILC3 e iniciar una respuesta Th17 2%,

cDC1 cDC2

Activacion de linfocitos T CD8+
Induccién Th2

Activacion de linfocitos Antigenos solubles y asociados
T CD8+ de memoria a células Papain
WNYV, influenza, HSV, CMV, cowpox House dust mite allergen

Listeria monocytogenes
VSV, vaccinia, influenza, LCMV

Malaria, Listeria monocytogenes Induccién Thf Nippostrongylus brasiliensis
Candida albicans Heligmosomoides polygyrus
Tumores Schistosoma mansoni

Induccion Thl
Leishmania major
12 Candida albicans

Induccidn T regulatoria \ O Induccién Th17 . £

Tolerancia oral IL-12 o, Citrobacter rodentium IL-23

Autoantigenos derivados Activacién de ILC2 Aspergillus fumigatus Activacién ILC3

de AIRE Toxoplasma gondii Streptococcus pyogenes Citrobacter rodentium
Listeria monocytogenes Candida albicans

Figura 4. Funciones de las cDC1 y cDC2. Las cDC1 se asocian a la induccion de respuestas Thly
a la activacion de linfocitos T CD8+. Por otra parte, las cDC2 realizan la presentacion de
antigenos preferentemente a linfocitos T CD4+, y participan en la induccion de respuestas Th2 y

Th17. Adaptada de %°.

Células dendriticas derivadas de monocitos: moDC

Los monocitos son leucocitos circulantes con la capacidad de migrar a los tejidos y diferenciarse en
macrdfagos o células dendriticas. En condiciones de homeostasis, contribuyen con la renovacion de
la poblacién de macréfagos residentes de los tejidos. Durante la infeccion, la migracion aumenta
debido al reclutamiento causado por la inflamacion local y comienzan a diferenciarse a DC (ademas
de a macréfagos). Las moDC son una poblacidon altamente heterogénea y como consecuencia

presentan una amplia gama de funciones, participando tanto en procesos pro-inflamatorios como
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anti-inflamatorios. Se ha observado que las moDC poseen una capacidad de presentacidon de
antigenos tan buena como la de las cDC, pero migran en menor medida hacia los nodos linfaticos, y
como consecuencia no participan en forma relevante en la activacién de las células T virgenes %. Por
tanto, las moDc serian capaces de actuar como células presentadoras de antigenos en los tejidos
para la reactivacion de células T efectoras o T memoria efectoras que ya tuvieron contacto con el

antigeno %,

1.5 Inmunologia de los pardsitos helmintos

Como se mencioné anteriormente, los pardsitos helmintos son un grupo complejo de metazoos de
diferentes familias taxondmicas. A pesar de su gran diversidad, los helmintos como grupo inducen un
mismo sesgo de respuesta inmune, polarizada a Th2, y han demostrado tener una gran capacidad de

regular negativamente la respuesta inmune del hospedero.

La respuesta Th2 se caracteriza por la proliferacién y activacién de células T secretoras de IL-4, IL-5,
IL-9, IL-10 e IL-13 “**, La IL-4 y la IL-13 son citoquinas estructural y funcionalmente relacionadas, e
inducen la polarizacion de macrofagos hacia un fenotipo alternativamente activado o M2, asociado a

la reparacién de tejidos *"*

. Por su parte, la IL-5 se asocia a un aumento en la produccién de
eosindfilos y su reclutamiento al tejido infectado. La IL-9 promueve el cambio de clase de anticuerpos
hacia IgG1 (IgG4 en humanos) e IgE, y participa en la potenciacidn de la actividad de los mastocitos
16 |a efectividad de una respuesta Th2 no siempre es evidente, sin embargo, si es efectiva en algunas
infecciones por parasitos gastrointestinales, en las cuales las citoquinas producidas por los linfocitos
Th2 contribuyen a la activacién del musculo liso, el aumento de la motilidad intestinal, el recambio

de células epiteliales, y el aumento del nimero de células caliciformes (con la consecuente

hipersecrecién de mucus), para asi promover la inmovilizacidn de los parasitos y su eliminacion *2.

A pesar de que el sistema inmune del hospedero responde con el despliegue de una respuesta de
tipo 2, durante la infeccién los parasitos helmintos son capaces de adaptarse a la misma e inducir
elementos de regulacion negativa. Esto da pie a una respuesta conocida como “tipo 2 modificada”,
caracterizada generalmente por una secrecién disminuida de IL-5 e IL-13, un aumento en la secrecién

de las citoquinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-B, la expansion de poblaciones de células T

) 30,33'

reguladoras (Treg el reclutamiento de MDSC (por myeloid-derived suppressor cells), o la

induccién de macréfagos con fenotipos supresores 2%,
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Respuesta inmune frente a la infeccion por E. granulosus - antecedentes del grupo

Nuestro grupo de trabajo estudia la interaccion de la hidatide de E. granulosus con su hospedero
como un ejemplo extremo de capacidad de evasidn de la respuesta inmune por un patégeno, ya que
éste parasito no induce una respuesta acorde a su tamafio y persistencia, estableciendo infecciones

generalmente asintomaticas y de muy larga duracion.

En trabajos previos realizados por el grupo de investigacion se estudiaron los efectos de la infeccion
experimental por E. granulosus s.s. sobre diferentes componentes del sistema inmune local y
particularmente sobre los macréfagos. Para esto se utilizé un modelo de infeccién secundaria que
consiste en la inyeccidn intraperitoneal de ratones con protoescdlices viables, con el consecuente
desarrollo de hidatides en la cavidad peritoneal. Se observé un aumento en la celularidad general a
nivel local, causada principalmente por el crecimiento de las poblaciones de eosindfilos, células T,
monocitos y macrdéfagos. También se verificod la induccién de un ambiente inmunosuprimido, con
presencia de distintas poblaciones de monocitos/macréfagos con fenotipo tipo M2 (M2-like) con
sesgo supresor. Este fenotipo M2-like fue definido por la expresidn de los marcadores Relm-a y Ym-1,
y por un aumento en los niveles de expresidn de los co-inhibidores PD-L1 y PD-L2 (la expresion de
estas dos ultimas moléculas es la que atribuye caracteristicas inmunosupresoras a las células).
Ademas, en el medio local donde se desarrollan las hidatides, se observaron altos niveles de
actividad de la enzima arginasa-1 (marcador fenotipico de macréfagos M2) y las citoquinas
anti-inflamatorias TGF- (que inhibe la respuesta de los linfocitos T *’) e IL-1Ra (que compite con IL-1B
e inhibe sus efectos proinflamatorios *¢). En cuanto a las poblaciones de linfocitos T, se identificé una
expansion de las células Treg (FoxP3+) y de células T efectoras PD-1+, las cuales representan un
posible blanco para la supresién por parte de los co-inhibidores PD-L1 y PD-L2, previamente
mencionados. Esto Ultimo resulta congruente con ensayos in vitro que mostraron que los linfocitos T
efectores locales provenientes de ratones infectados tienen diezmada la capacidad de proliferar en

respuesta a un estimulo policlonal como el anticuerpo anti-CD3 **.

Por otro lado, el grupo de investigacidon ha trabajado largo tiempo en el estudio de la CL de E.

granulosus, tanto en relacidon a su composicion como a sus eventuales funciones inhibidoras de la

4,13,14,33,34,

respuesta inmune 339 El interés en la capacidad inmunosupresora de esta estructura radica

en dos observaciones: primero, la CL comprende la mayor fuente de material del parasito expuesto
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hacia el hospedero (siendo capaz de interaccionar con los leucocitos y unir diversidad de moléculas
solubles del hospedero) **4%*! y, segundo, que su aparicidon durante el establecimiento y el desarrollo
de la hidatide coincide en el tiempo con el fenédmeno de fuerte control de la respuesta inflamatoria

que caracteriza a la infeccidn por este parasito 334243,

Como se menciond previamente, para crecer la hidatide debe liberar particulas de las capas mas
superficiales de la CL hacia el intersticio, donde se exponen al contacto con células del sistema
inmune **33® de manera continua a lo largo del tiempo de infeccién. Teniendo en cuenta esto, en los
ultimos afios el grupo de investigacion ha puesto a punto un modelo de inyecciones repetidas de
particulas de la CL (wplL, whole particulated laminated layer) para estudiar el efecto de un
encuentro persistente en el tiempo de las células inmunes con la particulas, y asi imitar la forma en la
que el sistema inmune interactia con las mismas durante la infeccidn crénica. Se observd que este
modelo reprodujo los resultados obtenidos en el modelo de infeccién, con un aumento de los
eosindfilos, y de las poblaciones de monocitos/macréfagos que expresan los marcadores Relm-a,
Ym-1, PD-L1 y PD-L2. También, la estimulacion persistente con wpLL resulté en un aumento de la
produccidn local de TGF-B e IL-1RA, y una expansién de las poblaciones de linfocitos Treg y de

linfocitos T efectores PD-1+ (tesis de doctorado de Leticia Grezzi, en curso; resultados no publicados).

Estos resultados en conjunto sefialan a la CL como un componente clave para el establecimiento de
la inmunosupresidn por el pardsito. El presente trabajo busca profundizar en la caracterizacion del

modelo de inyecciones repetidas de wplLL, estudiando la respuesta de las DC locales.


https://www.zotero.org/google-docs/?c4FF5z
https://www.zotero.org/google-docs/?2CoHt5
https://www.zotero.org/google-docs/?cuub3T

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

A partir de la inyeccion intraperitoneal de una preparacion de particulas derivadas de la CL (wpLL) de
E. granulosus s.s., nos planteamos estudiar los cambios inducidos en el fenotipo de las DC locales,
células clave en la induccién y regulacion de la respuesta adaptativa. A su vez, evaluaremos la
respuesta de los linfocitos T en los érganos linfaticos secundarios, y la respuesta consecuente de los

linfocitos B (mediante estudio de la clase de anticuerpos especificos circulantes).

2.2 Objetivos especificos

Utilizando el modelo de inyecciones repetidas de wpLL:

1. Evaluar los efectos sobre el fenotipo de la DC totales de la cavidad peritoneal.

2. Identificar las subpoblaciones de DC de la cavidad peritoneal y caracterizar diferencialmente

el fenotipo inducido en las mismas.

3. Estudiar los efectos sobre la respuesta adaptativa a nivel de respuesta de células T:
evaluacion del perfil de citoquinas producido por los linfocitos T de bazo y nodos linfaticos

drenantes del tejido.

4. Estudiar los efectos sobre la respuesta adaptativa a nivel de respuesta de células B:
cuantificaciéon de los anticuerpos especificos producidos contra las particulas de la capa

laminar: 1gGs totales y sus diferentes subclases (1gG1, 1gG2b, IgG2c, 1gG3), IgM e IgE.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Preparacion de los materiales parasitarios

Obtencion y procesamiento de las hiddtides

Se obtuvieron hidatides procedentes de ganado bovino infectado naturalmente con Echinococcus
granulosus s.s.. Los érganos infectados, principalmente pulmones, fueron cedidos gentilmente por
plantas de procesamiento de visceras de ganado bovino (Urexport) y procesados en el laboratorio de
Inmunologia del Instituto de Higiene. Durante el procesamiento de las hidatides, se extrajeron las
paredes que estuvieran en buen estado, de coloracidén blancuzca, o ligeramente amarillenta,
seleccionando aquellas provenientes de hidatides fértiles (con presencia de protoescdlices en el
liguido hidatico). Las paredes extraidas se lavaron dos veces con solucidn fisioldgica (PBS, Phosphate
buffered saline) y se conservaron a -20°C hasta su utilizacion. Los protoescdlices pareados con las
paredes utilizadas fueron genotipados por amplificacidon y secuenciacidn de citocromo c oxidasa
mitocondrial de acuerdo al protocolo planteado en *. El genotipo de todas las muestras utilizadas

fue G1.

Las paredes almacenadas se descongelaron y se sometieron a lavados rapidos con PBS CaCl, 0.1 mM,
seguido de un lavado de 3 horas y otro de 24 horas con la misma solucidon tampdn. Posteriormente,
se realizaron dos lavados idénticos a los anteriores pero utilizando NaCl 2 M CaCl, 0.1 mM. El CaCl, se
adiciona a todas las soluciones utilizadas con la finalidad de preservar la integridad de los depésitos
de InsP6.Ca en el material . Por su parte, la alta fuerza iénica de la soluciéon 2M de NaCl permite
remover la mayoria de las proteinas provenientes del hospedero, adsorbidas a la CL en el transcurso
la infeccion, aunque trabajos previos mostraron que una porcién de los anticuerpos del hospedero
permanece adsorbida **. Finalmente, se llevaron a cabo tres lavados rapidos con agua destilada para
remover las sales. El material obtenido se congeldé a -80°C en un volumen minimo de agua y se
liofilizé6 durante 24 horas. El liofilizado se molid primero en mortero y luego entre dos vidrios
esmerilados (porfirizacidn), hasta la obtencion de un pulverizado fino. El producto final fue

conservado a 4°C hasta su uso.


https://www.zotero.org/google-docs/?87KWHZ
https://www.zotero.org/google-docs/?5cJ7N6
https://www.zotero.org/google-docs/?q1VJvz

Preparacion de una suspension de particulas integras de CL (wpLL, del inglés whole

particles of Laminated Layer)

Esta preparacidon se realizdé en condiciones de esterilidad (cabina de flujo laminar) y utilizando
soluciones preparadas con agua apirégena, para su posterior uso como material inyectable. El
pulverizado fino de CL se rehidraté lentamente en PBS CaCl, 0.1 mM, disgregando mecanicamente
los grumos generados utilizando un homogeneizador de tipo “Potter-Elvehjem” ( previamente lavado
12 horas en NaOH 0.1 M para reducir los niveles de pirdgenos, y luego autoclavado). Una vez
obtenida la suspensidn, se realizaron filtrados secuenciales a través de mallas de serigrafia con
tamanos de corte de 85 um, 45 umy 23 um. La suspension de particulas que logré pasar por el filtro
de 23 um se lavé 10 veces con PBS CaCl, 0.1 mM a 3500 g por 5 minutos, con la finalidad de remover
eventuales contaminantes pirégenos. Luego del ultimo lavado, la fraccidn fue resuspendida en PBS
CaCl, 0.1 mM conteniendo una mezcla de antibidticos (100 U/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina) y antimicdtico (0,25 pg/ml anfotericina B). Este material fue denominado wpLL (del
inglés whole particles of Laminated Layer) *. Para determinar la concentracién de la suspension, en
términos de masa seca, se liofilizé una alicuota del material previamente lavada con agua destilada
para remover las sales. El wpLL fue conservado a 4°C hasta su uso. Este protocolo de obtencién de

material de capa laminar fue puesto a punto en ¥,

Preparacion de material soluble de CL (swlLL)

El material soluble de CL se prepard a partir del material particulado (wpLL) previamente obtenido.

Todo el procedimiento se realizé en condiciones de esterilidad.

Para preparar una suspensién de particulas de CL libre de proteinas del hospedero (principalmente
anticuerpos que no se eliminaron durante el procesamiento de las paredes con NaCl 2M), se realizd
un tratamiento proteolitico con pronasa. Se prepard una solucidon stock de 6 mg/ml de pronasa
(Protease, Type XVI de Streptomyces griseus) en solucién tampdn Tris-HCl 20 mM CaCl2 0,1 mM, pH
8.0, pre-incubada durante 1 hora a 37°C para eliminar eventuales actividades enzimdticas
contaminantes. La suspension de wpLL se lavd 3 veces en soluciéon tampdn Tris-HCl 20 mM CaCl, 0,1
mM, pH 8.0y luego se resuspendid a una concentracidon de 5 mg/ml. A una fraccién del preparado se
le agregd solucion pronasa a concentracion final 0,125 mg/ml. Concomitantemente, como control

del tratamiento, la fraccidén restante se resuspendié en las mismas condiciones pero sin pronasa.


https://www.zotero.org/google-docs/?Dvh8KV
https://www.zotero.org/google-docs/?Penjmd

Ambas preparaciones se incubaron durante 24 horas a 37°C con agitacién constante, vy
posteriormente se lavaron 5 veces con NaCl 2 M CaCl, 0,1 mM, para remover la pronasa. Finalmente,

se realizaron 7 lavados con PBS CaCl,0,1 mM para su conservacion en la solucién tampdn de trabajo.

Luego, los materiales fueron solubilizados a través de 3 ciclos de sonicacidon de 1 minuto a 60 watts
de potencia, con pausas de 30 segundos entre ciclos. Para remover la fraccién no solubilizada, se
realizdé una centrifugacion 10 minutos a 10000 x g, conservando los sobrenadantes a 4°C hasta su
uso. Los materiales obtenidos fueron denominados “swLL pronasa” (muestra sometida al
tratamiento con pronasa) y “swlLl” (muestra sometida al tratamiento control). Para verificar la
correcta eliminacion de las proteinas se realizd6 una electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE; tesis de doctorado Leticia Grezzi, en curso).

3.2 Experimentos in vivo

Administracion in vivo de wplLL

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6, hembras, de 8-10 semanas de edad, provenientes de la
Division de Laboratorios Veterinarios del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (DILAVE,
MGAP; Uruguay), y se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Higiene (UdelaR, Uruguay). Se
trabajé con dos grupos experimentales con 5 individuos cada uno, cantidad minima necesaria para

aplicar un test estadistico no paramétrico.

Los animales se inocularon via intraperitoneal (ip) utilizando jeringas de calibre 23 G con 50 pg de
masa seca de wplLL/ratén en 200 pl de PBS 0,1 mM CaCl2 o con un volumen igual de vehiculo. Se
realizaron 5 inyecciones administradas de manera bisemanal, en un periodo total de 2.5 semanas
(protocolo puesto a punto por Leticia Grezzi durante sus estudios de Doctorado). Ambos grupos se
mantuvieron en el bioterio en idénticas condiciones durante el transcurso del experimento. Tras 24
horas de la uUltima inyeccidn, los animales se sometieron a eutanasia (con el anestésico inhalatorio
isofluorano) y se realizaron los lavados peritoneales, y las extracciones de sangre, bazo y nodos

linfaticos mesentéricos. Cada procedimiento se detalla por separado a continuacién.

Toda la manipulacién de los animales vivos fue realizada por Cecilia Casaravilla (categoria By C2 de la

CNEA). El protocolo correpondiente al modelo de inyecciones de wplLL fue aprobado por el Comité



Honorario de Experimentacién Animal de la Universidad de la Republica (CHEA, UdelaR)

(101900-000891-19)(Figura 5).

Condicionamiento con wpLL
via ip; 50 ug/inyeccion (200 ul)
Control: Inyeccién de PBS

Eutanasiay
N recoleccion
Dia 03 7 10 14 de muestras ‘

Grupos de ratones: */r

1. PBS 44
2. wplLL

Figura 5. Representacion grdfica del esquema de inyecciones y posterior toma de muestras.

3.3 Extraccion de muestras bioldgicas

Lavado peritoneal

Se realizaron 2 lavados peritoneales, cada uno con 5 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 2,0
g/l de bicarbonato de sodio, antibidtico/antimicético (100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B) y 0.2% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) previamente
inactivado (56 2C por 30 minutos). La concentracién de células fue cuantificada utilizando el contador
automatico S6 Universal Analyzer - CTL, Inmunospot. La viabilidad fue estimada utilizando una
solucién comercial de naranja de acridina y ioduro de propidio. Las células se mantuvieron en hielo

hasta su analisis por citometria de flujo.



Extraccion de sangre y obtencion de sueros

La extraccién de sangre se realizé desde la vena cava inferior utilizando una jeringa de 1 mL con aguja
de 27 G. La sangre se dejo coagular por 1 hora a 37°C, seguido por 2 horas a 4°C. Luego se la
centrifugd a 10000 g por 10 min a 4°C. Se recuperd el suero, que se centrifugd nuevamente para

remover posibles restos de codgulos. Las muestras obtenidas se almacenaron a -20°C.

Procesamiento de bazo y nodos mesentéricos

El procesamiento de ambos drganos se realizé en condiciones de esterilidad. Para obtener las células
en suspension, las muestras fueron disgregadas entre dos mallas de serigrafia de 85 um inmersas en
4 ml de medio RPMI sin suero. Las células recuperadas se centrifugaron a 350 g por 5 minutos a 4°C.
En el caso de los nodos mesentéricos, luego del lavado, las células se suspendieron en 2 ml de RPMI
para su conteo (idem “Lavado peritoneal”). Las células obtenidas del bazo, se incubaron con 3
ml/bazo de cloruro de amonio (NH,Cl) 0.168M durante 2 minutos, con agitacion, para lisar los
eritrocitos. Luego, se agregaron 30 ml de RPMI para diluir el reactivo de lisis y las células se volvieron
a centrifugar en las condiciones antes descritas. Finalmente, los esplenocitos se resuspendieron en

10 ml de RPMI para su conteo (idem “Lavado peritoneal”).

3.4 Procesamiento y andlisis de las muestras obtenidas

Citometria de flujo

Para ser analizadas por citometria de flujo, las células del exudado peritoneal (PEC) se sembraron a
razén de 0,35 x 10° células por pocillo, en placas de 96 pocillos de fondo en V, y se mantuvieron en
hielo durante todo el procedimiento. Previo a la tincidn con los anticuerpos, las células se incubaron
con 25 ul/pocillo de una mezcla conteniendo 1 pg/mL del anticuerpo anti-CD16/CD32 de ratén y 10%
v/v de suero normal de rata, ambos en solucidn tampdn para citometria (0.1% (m/v) BSA EDTA 2 mM
en PBS), durante 20 minutos. Este paso se realiza con la finalidad de bloquear la unién inespecifica de
los anticuerpos a las células, particularmente a través de la unién a receptores Fc. Luego del bloqueo,
las células se incubaron con 25 pl/pocillo de una mezcla de anticuerpos conjugados a fluorocromos,
para marcar las moléculas de superficie de interés (Tabla 1) durante 40 minutos. Es valido aclarar que

debido al niumero limitado de detectores del citdmetro FACS Canto Il (BD Biosciences) , se decidio no



incluir en el panel de tincidon una sonda de viabilidad. Esto se hizo basado en resultados previos
obtenidos por Leticia Grezzi en los que se observd que en estos ensayos se obtenia un alto
porcentaje de la viabilidad celular (aproximadamente, 95%). A partir de este paso, las placas se
mantuvieron protegidas de la luz. Luego de la tincidn se realizaron dos lavados por centrifugaciéon
con solucién tampdn de citometria, y las células se fijaron con 100 pl de paraformaldehido 1% (m/v)
en PBS pH 7.2 por 20 minutos. Tras dos lavados mas, las células se resuspendieron en 75 ulL/pocillo

de la misma solucién tampdn hasta su analisis en el citdmetro.

Para las tinciones intracelulares, luego del paso de fijacidn, las células se lavaron 2 veces con solucion
de tampdn de permeabilizacién (eBioscience, Thermo) y se incubaron toda la noche en 100 pul de la
misma solucion. Posteriormente, las células se centrifugaron e incubaron con 50 pl/pocillo de los
anticuerpos de interés conjugados a fluorocromos o a biotina (cuya unién se revelé mediante una
incubacién posterior con estreptavidina conjugada a un fluorocromo), durante 40 minutos. Luego se
realizaron dos lavados con solucidon tampdn de permeabilizacion y se resuspendieron en solucion

tampdn de citometria.

Durante todo el protocolo de marcado para citometria de flujo los lavados por centrifugacién se

realizaron a 350 g por 5 minutos a 4°C.

Para el analisis de marcadores cuyo nivel de expresidn en las células no era previamente conocido
(PD-L1, PD-L2, CD80, CD86, CD206, Relm a, Ym1, E492) se realizaron controles FMO (Fluorescence
Minus One): se incubd un pool de muestras de cada grupo con todos los anticuerpos empleados en
la tincidn, exceptuando aquel dirigido contra la molécula de interés. Este control sirve para corregir la

superposicion de los espectros de emision entre los fluordforos a utilizar.

Las muestras fueron adquiridas en el citdmetro FACS Canto Il (BD Biosciences) y analizadas con el

software FlowlJo 7.6.



Tabla 1. Listado de los anticuerpos y reactivos utilizados en el andlisis por citometria de flujo

MARCADO DE SUPERFICIE

MARCADO INTRACELULAR




Estrategia de definicion para andlisis de citometria de flujo

Las células fueron definidas en funcidon de su complejidad y tamafio (SSC vs FSC), seguido por la
seleccién de eventos simples en FSC-H vs FSC-A. Las células CD19, TCRB", F4/80" fueron excluidas del
analisis, descartando asi linfocitos B, linfocitos T y macréfagos, respectivamente. Se excluyeron
también a los eosindfilos, identificados por su patrén caracteristico en SSC vs FSC. Las DC fueron
definidas como la poblacién CD11c* MHCII**,
subpoblaciones. Las células cDC1 se definieron como CD103*. Las moDC/SPM se definieron dentro

de las células CD103" como eventos CD115", y las cDC2 se definieron como los eventos CD115 (ver

Figura 6).
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Figura 6. Ejemplo de estrategia de definicion de las subpoblaciones de DC. Las DC se definieron

como CD11c* MHCII"®. Dentro de la poblacion total las cDC1 se definieron como CD103". Las

moDC/SPM se definieron dentro de las células CD103" como eventos CD115", y las cDC2 se

definieron como los eventos CD115 .




3.5 Cuantificacion de la respuesta serologica

Deteccion de Inmunoglobulinas Gy M

En los sueros obtenidos, se midid la presencia de anticuerpos IgM e IgG totales, y las subclases 1gG1,
IgG2b, 1gG2c, 1gG3 a través de un ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima indirecto (ELISA
indirecto, por su sigla en inglés) (Figura 7). Para ello, se sensibilizaron placas de alta afinidad
(Greiner) con 10 pg/pocillo de swLL o swLL pronasa en 50 pl de PBS, incubando toda la noche a 4°C.
Luego, se realizd un paso de bloqueo con 100 pl/pocillo de 1% (m/v) BSA en PBS, durante 1 hora a
temperatura ambiente. Mas tarde, se sembraron 50 pl/pocillo de las muestras de suero en la dilucién
inicial indicada en la Tabla 2. A partir de esta dilucidn se realizaron 4 diluciones seriadas al 1/2 (para
IgM se realizaron diluciones al 1/3) y se incubd toda la noche a 4°C. Seguidamente, se incubd con el
anticuerpo de deteccidn correspondiente en concentracion 0,1 pug/ml, por 1 hora a 37°C, y luego con
el conjugado de estreptavidina-HRP 1 pg/ml (Thermo) por 1 hora a temperatura ambiente. Entre
cada paso se realizaron entre 3 y 5 lavados con PBS- 0,05 % (m/v) Tween- 20. Todas las diluciones
fueron realizadas utilizando 1% (m/v) BSA en PBS. Finalmente, el desarrollo de color se obtuvo
utilizando 100 pl Buffer acetato pH 5, 0.1 mg/ml tetrametilbencidina (TMB), 0.005% (v/v) H,0, como
sustrato. Se detuvo la reaccién colorimétrica con 50 ul de H,SO, 2 N. Se midié la densidad dptica a

450 nm.
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Figura 7. Esquema de ELISA indirecto utilizado para la deteccion de IgM e IgG totales, y las

subclases, IgG1, IgG2b, IgG2c, IgG3. BSA: Seroalbumina bovina, swLL: particulas de la capa

laminar solubles, Ig: inmunoglobulina, TMB: tetrametilbencidina, H,O,: Perdxido de hidrdgeno.



Deteccion de Inmunoglobulina E

Para la cuantificacién de IgE se realizd un ensayo ELISA de captura (Figura 8). Primero, se sensibilizd
una placa de alta afinidad (Greiner) con 50 pl/pocillo del anticuerpo de captura (Tabla 2) a una
concentracion de 2 pg/ml en PBS y se incubd toda la noche a 4°C. Segundo, se bloguearon los
pocillos con 100 pl de 1% (m/v) BSA en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Tercero, se
sembraron 50 pl/pocillo de las muestras de suero o del estandar (Tabla 2) y se realizaron 4 diluciones
seriadas al medio a partir de las mismas. Se incubd toda la noche a 4°C. Luego, se incubaron los
pocillos con 50 pl del anticuerpo de detecciéon a una concentracién de 2 pug/ml, por 1 hora a
temperatura ambiente. Por Ultimo, se llevd a cabo la incubacion con el conjugado de
estreptavidina-HRP y el revelado de la placa de manera idéntica a lo realizado en “Deteccion de

inmunoglobulina G y M”. Todas las diluciones fueron realizadas utilizando 1% (m/v) BSA en PBS.

TMB+H202
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Figura 8. Esquema del ELISA de captura utilizado para la deteccion de IgE. BSA: Seroalbumina

bovina, Ig: inmunoglobulina, TMB: tetrametilbencidina, H,0,: Perdxido de hidrégeno



Tabla 2. Listado de anticuerpos utilizados para la deteccion de inmunoglobulinas por ELISA.

*Se utiliz PBS como disolvente.

** Se utiliz6 1% (m/v) BSA en PBS como disolvente



Re-estimulacion in vitro de células de bazo y nodo linfatico mesentérico

Se cultivaron 2 x 10° células de bazo o de nodo mesentérico por pocillo (volumen final 200 ul) en
placas de cultivo de 96 pocillos (Greiner) en medio RPMI suplementado con 10 % (v/v) SFB, HEPES 10
mM, beta-mercaptoetanol 55 uM y mezcla de antibidtico/antimicético (medio de re-estimulacion).
Se estudiaron 4 condiciones de re-estimulacion: anti-CD3 2 ug/ml (estimulo policlonal), wpLL 20
ug/pozo, swLL 20 ug/ml y swLL pronasa 20 ug/ml, diluidos en medio de re-estimulacién. En cada
pocillo conteniendo 100 ul de células se agregaron otros 100 ul de la solucién de estimulacién
correspondiente. Como control de ausencia de estimulo, se agregé el mismo volimen de medio de
re-estimulacidn. Las células se incubaron a 37 2C en una atmdsfera al 5% de CO, por 72 horas. El

sobrenadante recuperado se almacend a -20°C para el posterior andlisis de citoquinas.

Cuantificacion de citoquinas en solucion mediante ELISA

Se cuantificaron las citoquinas presentes en los sobrenadantes recuperados tras la re-estimulacién in
vitro de células de bazo y nodo mesentérico mediante ELISA. Se utilizaron kits comerciales y los
ELISAs se llevaron adelante de acuerdo a las instrucciones del fabricante: para IL-13, IL-17, IL-10, IL-4
e IFN-y se uso el sistema de DuoSet™ de RnD Systems, para IL-5 se usé el kit OptEIA™ de BD
Biosciences. A continuacion se enumeran, de manera general, los pasos que se realizaron. En la Tabla
3 se provee informacidon mas detallada. En primer lugar, se sensibilizaron placas de 96 pocillos con 50
uL/pocillo del anticuerpo de captura correspondiente diluido en la solucién tampdn indicada por el
fabricante durante toda la noche a 4°C. En segundo lugar, se bloquearon los pocillos con 100 pL de
PBS 1 % (m/v) BSA o PBS 10 % (v/v) SFB, y se incubd por 1 hora a temperatura ambiente. La solucion
de bloqueo se utilizé como disolvente en los siguientes pasos. Luego, se incubaron los pocillos con 50
pL de los sobrenadantes del cultivo de esplenocitos o células de los nodos, o diluciones seriadas de la
solucién estandar por 2 horas a temperatura ambiente. A continuacidn, se incubaron los pocillos con
50 uL del anticuerpo de deteccién por 2 horas a temperatura ambiente, y luego, con 50 uL de
estreptavidina conjugada a peroxidasa por 20 minutos a temperatura ambiente, manteniendo a la
placa protegida de la luz. El revelado de la placa se realiz6 de manera idéntica a lo detallado en
“Deteccion de inmunoglobulina G y M”. En la Tabla 3 se proporcionan las concentraciones utilizadas

para cada anticuerpo y las soluciones tampdn utilizadas.



Tabla 3. Diluciones utilizadas para los ELISAS de determinacion de citoquinas y soluciones

tampon utilizadas.

*en IL-5 se incuban juntos el anticuerpo de deteccidn y el conjugado.



3.6 Andlisis estadistico

La comparacidn entre dos grupos experimentales se realizé a través del método no paramétrico de
Mann-Whitney. Cuando el experimento implicd mas grupos experimentales se realizé el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis. Cuando el test de Kruskal-Wallis detectd un efecto significativo (p<
0,05), se realizd el post-test de Dunn y los valores P fueron ajustados por el método de Bonferroni. En
todos los casos el andlisis fue realizado utilizando el programa Graphpad Prism. Los simbolos *, ** y

*** representan valores p menores a 0.05; 0.01 y 0.001, respectivamente.



3. RESULTADOS

Como se menciond previamente, nuestro grupo de investigacién puso a punto un modelo de
inyecciones repetidas de particulas derivadas de la CL (wpLL) en la cavidad peritoneal de ratones,
observandose la induccién de una respuesta inmune local inmunosuprimida, con caracteristicas muy
similares a la generada durante la infeccidn experimental por el parasito E. granulosus s.s. En dicho
trabajo se abordd, con particular énfasis, la caracterizacion de las poblaciones de

monocitos/macrofagos locales.

El objetivo del presente trabajo fue profundizar en la caracterizacién de este modelo, evaluando los
efectos sobre las DC, un tipo celular de la inmunidad innata clave para la modulacién de la respuesta
inmune. Asi, se estudiaron las DC de la cavidad peritoneal, evaluando la expresidon de diversos
marcadores que dan evidencia de su respuesta al material parasitario, y analizando diferencias entre
las subpoblaciones de DC. Como estas células cumplen un rol fundamental en la comunicacién entre
el sistema inmune innato y el adaptativo, en este trabajo también se estudiaron elementos de la
respuesta adaptativa, tales como la produccién de citoquinas por parte de las células T de bazo y

nodo linfatico drenante del tejido, y la produccion de anticuerpos por parte de los linfocitos B.

3.1 Caracterizacion de células dendriticas en la cavidad peritoneal

Analisis de la poblacion global de células dendriticas

A partir de las células (PEC) obtenidas en los lavados peritoneales, se realizé el analisis de las DC por
citometria de flujo. La estrategia de definicién de las células se explicd en detalle en el apartado de
Materiales y Métodos (Ver Figura 2). Brevemente, luego de definir la poblacién de células totales y
los eventos simples, se excluyeron a los linfocitos B, linfocitos T, macréfagos, y eosindfilos. Las células

| alto

dendriticas fueron definidas como la poblacién CD11c* MHCI

Los resultados obtenidos determinaron que la poblacion de DC del grupo inyectado con wplLL

aumentd significativamente su tamafo respecto al grupo inyectado con PBS (control) (Figura 9A). Sin



embargo, este aumento no implicd un cambio en cuanto al porcentaje que representan las DC dentro

de PEC totales (Figura 9B).

A B
DC DC
1.5+ T 154
© 7}
5 5
— +
X 1.0 - 2 104 -
%] [%]
L | = | [ 5
E 3 m —ab
\8 0.54 | * \8 54 _
Q ] - e () [ ]
© ] ©
OZ —g iy X
0.0 T T 0 T T
5 NS 5 N
N N R N

Figura 9. La poblacion de DC aumenta en tamafo, pero no en porcentaje, tras las inyecciones

+

repetidas de wplL. Andlisis por citometria de flujo de las DC (definidas como eventos CD11c
MHCIIF™) de la cavidad peritoneal de ratones que recibieron 5 inyecciones repetidas wpLL o PBS
0.1 mM Cadl, (control). A) Cantidad de DC (N° de células) en la cavidad peritoneal. B) Porcentaje
(%) que representan las DC en la totalidad de las células de la cavidad peritoneal. En los grdficos
se indica la mediana del grupo de valores. Los diferentes colores representan datos obtenidos en
tres experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizo a través del método no

paramétrico de Mann-Whitney. Los simbolos *** representan valores p menores a 0.001.

Ademads, se caracterizd el fenotipo de las DC en términos de la expresion de CD80, CD86, CCR7,

CD206, Relm-a, Ym-1, PD-L1 y PD-L2.

CD80 y CD86 son moléculas co-estimuladoras claves para la activacidon de los linfocitos T en los
6rganos linfoides secundarios, mientras que CCR7 es un receptor de quimioquinas que participa en la
migracién de las DC hacia dichos drganos. Se espera que la expresién de estos tres marcadores
aumente tras una activacién inflamatoria de las DC . PD-L1 y PD-L2 son moléculas co-inhibidoras

asociadas a la regulacién negativa de la respuesta de los linfocitos T efectores *, por lo que se


https://www.zotero.org/google-docs/?HoPdEe
https://www.zotero.org/google-docs/?QYKq1x

utilizaron para evaluar la induccién de un perfil inmunosupresor en las DC. Aumentos en la expresién

de CD206, Relm-a, y/o Ym-1 se asocian a la activacidn alternativa de las células *"*%,

Para evaluar los posibles cambios en el nivel de expresidn, se tuvieron en cuenta dos parametros que
aportan informacidon complementaria. Por un lado, se considerd el porcentaje de DC positivas para el
marcador de interés (Figura 10). En segundo lugar, se estudié el nivel de expresién del marcador
(Figura 11). Este fue definido como la diferencia de las medias geométricas de la intensidad de
fluorescencia entre la poblacién negativa y la positiva. Como se detalld en la seccién “Materiales y
Meétodos”, el umbral que determina el limite entre estas poblaciones se obtuvo utilizando controles

FMO.

La expresidn de los marcadores se evalud en tres experimentos independientes. No obstante, no en
todos los experimentos fue posible cuantificar todos los marcadores. En este sentido, la expresion de
CD80 fue cuantificada en dos ensayos, mientras que la de CD206, Relm-a, Ym-1y CCR7 en uno solo.
La tincién con CCR7 no resultd exitosa (posiblemente, por una falla en el reconocimiento del

anticuerpo utilizado), por lo que no pudieron obtenerse resultados para este parametro.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 10 (porcentaje de células positivas) y la Figura 11
(nivel de expresién). En el grupo inyectado con wpLL, se observé una disminucidn estadisticamente
significativa del porcentaje de DC que expresan CD80 en uno de los experimentos y una tendencia
similar en el segundo. El porcentaje que expresa CD86 no aparenta cambios (sélo en uno de tres
experimentos resultd estadisticamente significativo, mientras que en los otros dos no se identifica
una tendencia clara). Al evaluar el nivel de expresién de las moléculas en las DC, CD86 aumentd
significativamente en los tres experimentos realizados. En relacién a la expresién de PD-L1 y PD-L2,
se observé un aumento estadisticamente significativo de ambos co-inhibidores, tanto en términos de
porcentaje de DC que los expresan (en dos y tres experimentos, respectivamente) como en el nivel
de expresion de PD-L2 (en dos experimentos). El nivel de expresiéon de PD-L1 solo mostré cambios
significativos en uno de los experimentos, aunque en los otros dos se observé una tendencia al
aumento. Los marcadores de activacidon alternativa se cuantificaron en una Unica instancia,
observandose un aumento significativo del porcentaje de DC que expresan Relm-a, CD206 y Ym1,y

del nivel de expresidn de Relm-ay Ym-1.


https://www.zotero.org/google-docs/?Qbgo39
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Figura 10. Las inyecciones repetidas de wplLL en la cavidad peritoneal aumentan el porcentaje
de DC que expresan los co-inhibidores PD-L1 y PD-L2 y los marcadores de activacion
alternativa Relm-a, CD206 y Ym1. Se muestra, dentro de la poblacion global de DC, el
porcentaje de células que expresan los marcadores estudiados: CD80, CD86, PD-L1, PD-L2,
CD206, Relm-a y Ym-1. Se muestran por separado los resultados de 1 a 3 experimentos
independientes, indicdndose la mediana del grupo de valores obtenidos. El andlisis estadistico se
realizé a través del método no paramétrico de Mann-Whitney. Los simbolos * y ** representan

valores p menores a 0.05, y 0.01, respectivamente.
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Figura 11. Las inyecciones de wplL causan un aumento en el nivel de expresion de los
marcadores de activacion CD80 y CD86, de la molécula co-inhibidora PD-L2, y de los
marcadores de activacion alternativa Relm-a y Ym1 en las DC. Se determind el nivel de
expresion de cada marcador en la poblaciéon de DC, calculado como la diferencia de la media
geométrica de la intensidad de fluorescencia entre la poblacion negativa y la positiva. Se evalud
la expresion de CD80, CD86, PD-L1, PD-L2, Relm-a, CD206, y Ym-1. Se muestran por separado los
resultados de 1 a 3 experimentos independientes, indicdndose la mediana del grupo de valores
obtenido. El andlisis estadistico se realizo a través del método no paramétrico de
Mann-Whitney. Los simbolos * y ** representan valores p menores a 0.05 y 0.01,

respectivamente.

Andlisis de las subpoblaciones de células dendriticas

Como se detallé previamente, la poblacién de DC es heterogénea y con gran plasticidad funcional.
Dentro de la misma es posible identificar subpoblaciones con cierto grado de especializacién hacia
diversos perfiles de respuesta. La primera subdivision se basa en las diferencias respecto a su origen,
dividiéndose cDC o moDC. A su vez, dentro de las cDC se distinguen dos subpoblaciones principales,
las cDC1 y las cDC2. Para la identificacion de las tres poblaciones se utiliz6, ademas de CD11lc y
MHCII, otros dos marcadores fenotipicos: CD103 y CD115. Las cDC1 presentes en tejidos no linfoides
(cDC1 migratorias) se caracterizan por la expresidon de la integrina CD103, mientras que las cDC2
carecen de la misma. El ligando de CD103 es la E-cadherina, una molécula de adhesion expresada en
las células epiteliales, por lo que su funcidon esta usualmente asociada a la retencion de las células en
tejidos periféricos *. A su vez, las cDC2 se distinguen por la expresion de la integrina CD11b, ausente
en las cDC1. CD11b es un receptor altamente versatil, siendo capaz de actuar como molécula de
adhesidn (por su interaccidn con integrinas del endotelio) y participando en procesos de fagocitosis
(por reconocimiento de la opsonina iC3b) e induccién de tolerancia *°. En el presente trabajo se
incluyd la tincién con CD11lb, pero no se obtuvieron resultados que permitieran diferenciar las
poblaciones de c¢DC en relacion a su expresion, por lo que no se utilizé para definirlas. Las moDC se
distinguen por la expresién de CD115, carecen de la expresion de CD103 y podrian ser tanto CD11b"
como CD11b™ ?*?%3 (D115 es el receptor para CSF-1, factor de crecimiento que regula la
diferenciacion y supervivencia de células provenientes de linajes mieloides, particularmente,

monocitos y macréfagos .


https://www.zotero.org/google-docs/?L1hpiv
https://www.zotero.org/google-docs/?I580FP
https://www.zotero.org/google-docs/?ZlG5dt
https://www.zotero.org/google-docs/?X7jP0m

Resumiendo, las tres subpoblaciones de DC (CD11c* MHCII®™) fueron definidas de la siguiente

manera:

e ¢DC1:CD11c", MHCIP™, CD103*, CD115
e ¢DC2: CD11c", MHCIIP, D103, CD115"

e moDC: CD11c’, MHCII*", CD115%, CD103"

Es importante aclarar que dentro de la poblacion definida como moDC también se encontraran
algunos macrdéfagos derivados de monocitos, particularmente la subpoblacion de los macréfagos
peritoneales denominada como SPM (del inglés, small peritoneal macrophages). Los SPM expresan
CD115, bajos niveles de F4/80, altos niveles de MHCII, y algunos incluso CD11c **~*%, por lo que no fue

posible diferenciarlos de las DC en el proceso de definicion implementado en este trabajo.

Dentro de las células definidas como CD11c* MHCII™ (DC totales), se identificé primero la
subpoblacién de ¢DC1 como la poblacién CD103" (Figura 12). Dentro de la poblacién CD103,, se
definié a las moDC/SPM como aquellas células CD115" y a las cDC2 se las definié como las CD115".

Dentro de la poblacién cDC1 se corrobord la ausencia de expresiéon de CD115.


https://www.zotero.org/google-docs/?vX3n3g
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Figura 12. Estrategia para la definicion de las subpoblaciones de DC presentes en la cavidad
peritoneal. Dentro de la definicién general de las DC (CD11c* MHCII™) (ver Figura 2 de
Materiales y Métodos), las cDC1 se definieron como células CD103". Dentro del grupo CD103" se
identificé la poblacién de moDC/SPM como CD115*. Las células restantes se tomaron como
correspondientes a la poblacion c¢cDC2. En la primera fila de imdgenes (definicion de DC) se
muestra el andlisis de un individuo representativo de cada grupo. Para la segunda y tercera fila
(definicion de subtipos de DC), se muestran los andlisis de las células de todos los individuos de

cada grupo superpuestos.

Los resultados obtenidos en dos experimentos independientes (Figura 13) mostraron que la
poblacién de c¢DC1 aumentd significativamente en nimero de células, pero no el porcentaje que
representan dentro de las DC totales. Las cDC2 no aumentaron en cantidad, y el porcentaje que
representan disminuyd significativamente con respecto a los controles. Las moDC aumentaron

significativamente tanto en tamafio como en porcentaje (Figura 13).
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Figura 13. Las inyecciones repetidas de wpLL en la cavidad peritoneal afectan las proporciones
y numero de las diferentes subpoblaciones de DC locales. En la Figura A se muestran los
grdficos correspondientes al numero (n°) de células de cada subtipo en cada grupo, los
diferentes colores representan a los valores obtenidos en dos experimentos independientes. En
los grdficos se resalta la mediana de los valores obtenidos. En la parte B, se muestran diagramas
circulares que representan las proporciones correspondientes a cada subpoblacion dentro de las
DC totales (se indica la mediana y el rango de valores de cada grupo). cDC1: DC convencionales
de tipo 1. ¢cDC2: DC convencionales de tipo 2. moDC/SPM: DC derivadas de monocitos/small
peritoneal macrophages. El andlisis estadistico se realizé a través del método no paramétrico de
Mann-Whitney. Los simbolos * y *** representan valores p menores a 0.05 y 0.001,

respectivamente.



Expresion de marcadores moleculares en las subpoblaciones de células dendriticas

Para estudiar con mayor profundidad los cambios en la expresién de los marcadores moleculares
observados previamente en la poblacién de DC totales, se evaluaron los mismos dentro de cada una
de las subpoblaciones. Debido a la incorporacion de los marcadores fenotipicos para la identificacion
de las subpoblaciones de DC y al nimero limitado de detectores de fluorescencia del citdmetro del
laboratorio, sumado a que la cantidad de PEC totales obtenidas de los ratones controles representa

una limitante, se decidié no realizar la evaluacion de Relm-a y Ym-1.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14 (porcentaje de células positivas) y Figura 15
(nivel de expresidn). En todas las subpoblaciones de DC disminuye significativamente el porcentaje
de células que expresan CD80, mientras que su nivel de expresién aumenta. En cuanto a CD86, el
porcentaje de cDC1 y moDc/SPM que expresan el marcador disminuye, mientras que su nivel de
expresion aumenta en las cDC2 y en las moDC/SPM. Con respecto a PD-L1, el porcentaje de células
positivas sélo muestra cambios significativos en la poblacion de moDC/SPM, mientras que en las
c¢DC1 y cDC2 solo se observa una tendencia a dicho aumento. Ademas, el nivel de expresion de PD-L1
aumenta significativamente en las c¢DC2, observandose una tendencia a dicho aumento en la
poblacion de moDC/SPM. En el caso de PD-L2, se observa que aumenta el porcentaje de células
positivas en todas las subpoblaciones de DC, pero solo en las cDC1 este aumento se ve acompafado
por un aumento significativo en el nivel de expresiéon. En la poblacion de moDC/SPM también se
observa una tendencia al aumento del nivel de expresidon de PD-L2, pero la diferencia no alcanza
niveles significativos. Finalmente, en el ensayo en el que se evalud la expresion de CD206 no fue
posible definir las células en relacién a la expresion de CD103, ya que ambas tinciones utilizaban
anticuerpos de deteccion conjugados al mismo fluorocromo. Por lo tanto, para este ensayo se realizd
una definicién distinta de las subpoblaciones, en la cual las DC fueron divididas exclusivamente en
funcion a la expresion de CD115, definiendo a las moDC/SPM como CD115% y a las cDC1 y las cDC2
como una poblacidn Unica, CD115". En ambas se observé un aumento significativo del porcentaje de

células que expresan CD206, sin cambios significativos en cuanto al nivel de expresion.
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Figura 14. Las inyecciones repetidas de wplLL en la cavidad peritoneal afectan, en mayor o
menor medida, las proporciones de las subpoblaciones de DC que expresan los diferentes
marcadores de activacion. Se evalud la expresion de CD80, CD86, PD-L1, PD-L2, y CD206. Se
muestran los resultados obtenidos de 1 a 2 experimentos independientes, indicandose la
mediana del grupo de valores obtenidos. DC1: DC convencionales de tipo 1. DC2: DC
convencionales de tipo 2. moDC/SPM: DC derivadas de monocitos/small peritoneal
macrophages. El andlisis estadistico se realiz6 a través del método no paramétrico de
Mann-Whitney. Los simbolos * y *** representan valores p menores a 0.05 y 0.001,

respectivamente.
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Figura 15. Las inyecciones repetidas de wplLL en la cavidad peritoneal afectan, en mayor o
menor medida, la expresion de los diferentes marcadores de activacion en las distintas
subpoblaciones de DC. El nivel de expresion de los marcadores fue calculado como la diferencia
de la media geométrica de la intensidad de fluorescencia entre la poblacion negativa y la
positiva. Se evaluo el nivel de expresion de CD80, CD86, PD-L1, PD-L2, y CD206. Se muestran los
resultados obtenidos en 1 o 2 experimentos independientes, indicandose la mediana del grupo
de valores obtenidos. DC1: DC convencionales de tipo 1. DC2: DC convencionales de tipo 2.
moDC/SPM: DC derivadas de monocitos/small peritoneal macrophages. El andlisis estadistico se
realizé a través del método no paramétrico de Mann-Whitney. Los simbolos *, ** y ***

representan valores p menores a 0.05; 0.01 y 0.001, respectivamente.



Finalmente, se evalué la capacidad de las DC de internalizar a wpLL (Figura 16). Para ello, se utilizé el
anticuerpo monoclonal E492, que reconoce motivos glucidicos presentes especificamente en la CL *°.
Se observé que la poblacion de moDC/SPM es la que presenta un mayor porcentaje de células
positivas para E492, determindndose una diferencia estadisticamente significativa respecto a las
¢DC1. No se obtuvo una diferencia significativa respecto a las cDC2, pero se observa una tendencia al

aumento.
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Figura 16. Las moDC representan las DC con mayor nivel de internalizacion de wplLL en la
cavidad peritoneal. A través de la tincion intracelular con el anticuerpo E492 se estudio la
internalizacion de wplL por parte de las diferentes subpoblaciones de las DC de cavidad
peritoneal. Se muestra el porcentaje de DC dentro de cada subpoblacion positivas para el
marcado con E492. Se muestran los resultados de 1 experimento, indicdndose la mediana del
grupo de valores obtenidos. DC1: DC convencionales de tipo 1. DC2: DC convencionales de tipo 2.
moDC/SPM: DC derivadas de monocitos/small peritoneal macrophages. El andlisis estadistico se

realizé a través del método no paramétrico de Kruskal-Wallis, con pos test de Dunn.


https://www.zotero.org/google-docs/?pDwRW3

3.2 Efectos en la respuesta de la inmunidad adaptativa

Respuesta de los linfocitos T en el bazo y los nodos linfaticos

Para evaluar la respuesta de los linfocitos T, se incubaron esplenocitos 6 células de los nodos
mesentéricos en medio de re-estimulacion y luego se enfrentaron a 4 estimulos distintos: anti-CD3
(estimulo policlonal), wpLL, swLL y swLL pronasa. Como control se utilizd6 una condicién sin
re-estimulacidn (se agregd unicamente medio de re-estimulacién). Luego de 72 horas se recupero el
sobrenadante, y se utilizd para la cuantificacién de las citoquinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y,

para revelar el sesgo de respuesta inducido por las inyecciones repetidas de wpLL.

En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos respecto a la produccién de citoquinas por
parte de los esplenocitos sin re-estimulacién. Se observé un aumento estadisticamente significativo
de la secrecion de las citoquinas IL-5, IL-10 e IL-13 en el grupo wplLL respecto al grupo control,
indicando un sesgo de los linfocitos T hacia una respuesta Th2 »?°3°, A pesar de que la IL-4 también es

clasicamente producida por las células Th2, no fue posible detectar su produccién.


https://www.zotero.org/google-docs/?AF9cTM
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Figura 17. Las inyecciones repetidas de wplL inducen en bazo una respuesta T polarizada a
Th2. Cuantificacion por ELISA de citoquinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y en esplenocitos
cultivados por 72 h en medio RPMI suplementado con 10 % (v/v) SFB, HEPES 10 mM,
beta-mercaptoetanol 55 uM 'y mezcla de antibidtico/antimicético (condicion sin
re-estimulacion). Se muestra la concentracion de cada citoquina expresada en pg/ml para el
grupo control (PBS) y el grupo inyectado con wplL. Se muestran los resultados de 1 a 2
experimentos independientes, indicandose la mediana del grupo de valores obtenidos. El andlisis
estadistico (comparando grupo control e inyectado con wplLL para cada citoquina) se realizé a
través del método no paramétrico de Mann-Whitney. Los simbolos ** y *** representan valores

p menores a 0.01 y 0.001, respectivamente.

En cuanto a las re-estimulaciones con wplL, swLL y swLL pronasa, no se observaron diferencias
respecto a la condicién sin re-estimulacion para ninguna de las citoquinas evaluadas (resultados no

mostrados). Respecto a la re-estimulacion con anti-CD3, la misma tampoco resulté productiva.

Finalmente, no fue posible evaluar la respuesta de las células presentes en los ganglios mesentéricos
en ninguna de las condiciones, ya que los niveles de produccién de citoquinas resultaron por debajo

del umbral de deteccidon de los ELISAs utilizados.



Respuesta de los linfocitos B: Anticuerpos

Cuantificacion de anticuerpos especificos contra wplL: IgG, IgG2b, IgG2c, IgG3 e IgM

A partir del suero obtenido de los ratones inyectados con wplLL y los controles correspondientes, se

cuantificaron los niveles de anticuerpos especificos contra la CL mediante ELISA.

Para la sensibilizacién del ELISA se utilizaron las dos preparaciones solubles de material de la CL: swLL
y swLL pronasa. Es valido recordar que swLL pronasa carece de las proteinas provenientes del
hospedero bovino, que se adsorben a la CL en el transcurso de la infeccion (para mas detalle ver
“Materiales y Métodos”). La sensibilizacién con los dos materiales se realizé con la finalidad de
evaluar la respuesta de anticuerpos que fueran especificos contra material de la CL propiamente
dicho (principalmente sus motivos glucidicos; anticuerpos cuantificables en los pozos sensibilizados
por “swlLL pronasa”) y la contribucién de los anticuerpos que pudieran reaccionar contra antigenos
proteicos provenientes del hospedero bovino, estimable al comparar los titulos observados en pozos

de ELISA sensibilizados con swLL.

Como se menciond, la correcta eliminacién de los antigenos proteicos bovinos por el tratamiento con
pronasa se verific6 mediante SDS-PAGE (realizado por Leticia Grezzi, tesis de doctorado en curso;

resultados no publicados).

La cuantificacidon de los anticuerpos se realiz6 de manera comparativa, teniendo en cuenta el valor
de la densidad éptica (DO) a 450 nm para una determinada dilucion de suero. Para seleccionar dicha
dilucién, se midié la DO a 450 nm de cada anticuerpo en un rango de 4 diluciones seriadas, y se
selecciond aquella donde se apreciara con mayor claridad la diferencia entre el grupo control y el
grupo wpLL. Se cuantificé el nivel serolégico de IgM e IgG totales, y las subclases 1gG1, 1gG2b, IgG2c e
IgG3 (Figura 18).
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Figura 18. Las inyecciones repetidas de wplLL inducen la produccion de anticuerpos especificos
contra componentes de la CL. Cuantificacion por ELISA de los anticuerpos IgM e IgG, y sus
subclases 1gG1, 1gG2b, IgG2c e IgG3. La sensibilizacion fue realizada con los preparados solubles
de la CL swll o swlLlL tratado previamente con pronasa (abreviado en los grdficos como swLL
pro). En cada grdfico se muestra el valor de la densidad dptica (DO) a 450 nm a la dilucion de
suero seleccionada para la comparacion (detallada debajo del titulo de cada grdfico). Se
muestran los resultados de 1 a 2 experimentos independientes, indicdndose la mediana del
grupo de valores obtenidos. El andlisis estadistico se realizd a través del método no paramétrico

de Mann-Whitney. Los simbolos *, ** y *** representan valores p menores a 0.05; 0.01 y 0.001,

respectivamente.

En el grupo de ratones inyectados con wpLL, se observd un aumento estadisticamente significativo
de los niveles seroldgicos de las IgG totales, y de las subclases 1gG1, 1gG2b, 1gG2c, IgG3. También se
observé un aumento en los niveles de IgM. En el caso de IgG1 se observd un titulo de anticuerpos
significativamente menor en la placa sensibilizada con swLL pronasa (ausencia de antigenos bovinos)

respecto a la de swLL, indicando que hay produccién de IgG1 especifica contra dichos antigenos.



Cuantificacion de IgE total

También se cuantificé el nivel serolégico de IgE totales a través de un ensayo de ELISA de captura
(Figura 19). Se utilizd un ensayo distinto de ELISA por la complejidad para medir IgE especifica en un
ensayo de ELISA de determinacion de anticuerpos como los realizados previamente. La complejidad
radica en la mayor abundancia de IgG e IgM respecto a IgE en el suero, que competirdn con la IgE por
los sitios de unién a swLL o swLL pronasa adsorbidos a la placa, impidiendo determinar su titulo. La
realizacion de un ensayo para determinar la concentracion de IgE totales es satisfactoria
considerando que en los ratones control la presencia de IgE en suero es minima, por lo que todas las

IgE detectadas en los animales inyectados con wplLL provendrian de la respuesta a dicho material.
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Figura 19. Las inyecciones repetidas de wplLL inducen un aumento en la produccion de IgE
total. Cuantificacion por ELISA de captura de IgE. En la grdfica se muestra la concentracion
(ng/ml) de IgE en el suero. El andlisis estadistico se realizo a través del método no paramétrico
de Mann-Whitney. Los simbolos *, ** y *** representan valores p menores a 0.05; 0.01 y 0.001,

respectivamente.



4. DISCUSION

En trabajos de nuestro grupo de investigacion se ha analizado la respuesta inmune a la larva de E.
granulosus s.s. en los modelos de infeccién experimental ** y en el de inyecciones multiples de
particulas de la CL (wpLL) (Tesis de doctorado de Leticia Grezzi), siendo este ultimo el modelo de
estudio utilizado en el presente trabajo. En conjunto, los resultados indican que la inyeccién repetida
de wplLL en la cavidad peritoneal de ratones replica fielmente los efectos locales inducidos sobre la
respuesta inmune durante la infeccidén experimental (también en cavidad peritoneal). Esto sefiala a la
CL como fuerte responsable de los efectos de inmunosupresion ejercidos por el parasito. En general,
en ambos modelos se observaron elementos indicativos de un estado de inmunosupresion, tales
como el aumento de TGF-B e IL-1Ra (ambas citoquinas asociadas a efectos antiinflamatorios),
expansion de la poblacién de linfocitos Treg y linfocitos T efectores PD-1+, y una hipo-respuesta
proliferativa en los linfocitos T (observada ex vivo tras el estimulo policlonal con anti-CD3). Ademas,
se realizd un foco particular en la caracterizacidn de las poblaciones de monocitos/macréfagos de la
cavidad. Los resultados mostraron el crecimiento de poblaciones de monocitos/macréfagos con
fenotipo M2-like con sesgo inmunosupresor, con aumento de la expresion de Ym-1y Relm-a, PD-L1y
PD-L2. Estas poblaciones de monocitos/macréfagos podrian estar involucradas en la presentacion de
antigenos a los linfocitos T efectores que llegan a la cavidad, y mediante la expresion de los
co-inhibidores PD-L1 y PD-L2 podrian contribuir a la supresion de la respuesta de los mismos, y/o
estimular la de los linfocitos Treg ®° (tesis de doctorado Leticia Grezzi, en curso), como se discutira

mas adelante.

Los mecanismos de evasion de la respuesta inmune desarrollados por los helmintos suelen operar
sobre células del sistema inmune innato, como son los macréfagos y las DC, ambas importantes en el
inicio de la respuesta inmune, y particularmente en las DC, claves en la induccion y modulacion de la

1620225361 - Como se menciond, en el marco del estudio del ambiente

respuesta adaptativa
inmunosuprimido inducido por la inyeccién repetida de wplLL, se habia caracterizado los efectos
sobre las poblaciones de macréfagos, quedando pendiente ahondar en el estudio de su impacto
sobre la poblaciones de DCs. El propdsito de este trabajo fue evaluar este fendmeno para comenzar a
comprender la posible contribucidn de estas células en la induccion del ambiente inmunosupresor

inducido por wpLL, y en ultima instancia la hidatide de E. granulosus.
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Los resultados de este trabajo muestran que las inyecciones de wpLL resultaron en un aumento en el
numero de DC de la cavidad peritoneal, duplicando su tamafio inicial. No obstante, el porcentaje
respecto a la totalidad de las células de la cavidad se mantuvo constante, confirmando que las

inyecciones causan una aumento general de la celularidad local *° (tesis de doctorado Leticia Grezzi).

La poblacion de DC estd compuesta por tres subpoblaciones con diversas especializaciones
funcionales: cDC1, cDC2 y moDC. Estudiar los cambios en sus proporciones es fundamental para
comenzar a comprender la contribucidn de cada subpoblacién en la respuesta inmune tras las
inyecciones de wplLL. Asi, las moDC (indistinguibles de los SPM en el andlisis realizado, por lo que
todos los resultados refieren a la suma de ambas poblaciones) se convierten en la poblaciéon de DC
mas abundante de la cavidad peritoneal luego de las 5 inyecciones de wplLL, representando cerca del
70% de las DC totales, tras cuadruplicarse en nimero. Esto evidencia el fuerte reclutamiento de
monocitos que induce la inyecciéon del material parasitario. En cuanto a las subpoblaciones de cDC de
la cavidad, las ¢cDC1 se duplican en nimero, pero su porcentaje permanece constante (cercano al
7%). En contraste, el nimero de cDC2 no presenta cambios, pero disminuye considerablemente su
porcentaje (del 50% al 20%). Dos argumentos podrian explicar estos sucesos. Primero, es posible que
las pre—-DC reclutadas al tejido se diferencien preferencialmente en cDC1, explicando la falta de
crecimiento en la poblacion de cDC2. Segundo, es conocido que las DC de los tejidos, una vez
activadas, migran a los nodos linfaticos drenantes para iniciar la respuesta adaptativa *°. Por tanto, es
plausible que las pre-DC que llegan a la cavidad se diferencien tanto en cDC1 como en ¢DC2, pero,
gue en el contexto generado por la inyecciones de wpLL, se favorezca la activacién y migracidn de las
cDC2, viéndose consecuentemente subrepresentadas en la cavidad. Considerando que una de las

principales funciones de las cDC2 se ha asociado a la induccién de una respuesta Th2 2°%

, esta
segunda opcidn parece ser la mas probable. Debido a esta hipdtesis, se evalud la expresién de CCR7
en las DC para evaluar su capacidad migratoria. A pesar de que no se obtuvieron resultados

productivos, sera interesante retomar esta direccion en el futuro.

Con respecto al estudio del fenotipo inducido en las DC en respuesta a las inyecciones de wpLL, uno
de los factores evaluados fue la expresion de las moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86. Las DC
aumentan la expresion de estas moléculas en su superficie en respuesta a sefales de peligro, como
parte de su programa de activacién. Una vez activas, como ya se menciond, las DC migran a los nodos
linfaticos drenantes para iniciar la respuesta adaptativa, siendo CD80 y CD86 necesarias para activar

a los linfocitos T *. Los resultados de la evaluacidn de la expresiéon de CD80 y CD86 mostraron que
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todas las subpoblaciones de DC experimentaron una disminucién (o tendencia a la misma) en el
porcentaje de células positivas para dichos marcadores, acompafado por un aumento en los niveles
de expresién de los mismos. La observacién de una disminucién en el porcentaje podria atribuirse a
que las inyecciones de wpLL activarian a las DC (aumentando el nivel de expresién de CD80 y CD86),
y una fraccidn de las mismas migrarian hacia los nodos linfaticos drenantes, lo cual se traduciria en
una disminucién del porcentaje de DC activadas en la cavidad peritoneal. Tanto las ¢cDC1 como las
cDC2 tienen la capacidad de migrar hacia los 6rganos linfoides periféricos . Las moDC, por su parte,
al igual que los SPM que también estan incluidos en este grupo, presentan una menor capacidad de
migracion respecto a las cDC, y usualmente permanecen en el tejido. Estas células podrian estar
contribuyendo a la respuesta local mediante la secrecién de citoquinas y la activacion de linfocitos T

efectores que llegan desde la circulacién sanguinea.

De manera congruente a lo observado en los macréfagos (L. Grezzi, tesis de doctorado), el estudio
del fenotipo de las DC totales tras las inyecciones de wplL, revelé que las mismas sufren una
activacion alternativa, con aumento en los porcentajes de células positivas para Relm-a, Ym-1y
CD206. En experimentos in vitro, este fenotipo se ha asociado a la presencia de IL-4, una de las
citoquinas caracteristicas de la respuesta Th2 *’. La expresion de Relm-a en las DC activadas por la
infeccién por parasitos helmintos cumple un rol necesario para la induccién éptima de una respuesta
Th2 y regulacién de la respuesta Thl #’. Por su parte, Ym-1 es cominmente expresado por células
presentadoras de antigenos en la infeccion por ciertos pardsitos gastrointestinales, y su expresion
también se asocia a una respuesta Th2. Su funcién no es bien comprendida, pero se lo ha

relacionado a efectos regulatorios de la respuesta inmune *#4%

. El receptor de manosa CD206 es un
PRR importante en la respuesta inmune, y se ha observado que su expresién aumenta en respuesta a
citoquinas Th2. En varios modelos de infeccion por pardsitos helmintos se ha observado que juega un
importante rol en la internalizacién del material parasitario y participa en la modulacion de la
respuesta del hospedero, aunque se desconoce su mecanismo de accién ***. La induccién de un
fenotipo alternativamente activado en DCs en respuesta a particulas de la CL habia sido previamente

% Para analizar la activacién

observada en ensayos in vitro con DC derivadas de médula ésea
alternativa en las subpoblaciones de DC Unicamente se estudié la expresidn del marcador CD206.
Esta se evalud en las cDC como conjunto, sin identificar diferencias entre cDC1 y cDC2. Se observd
gue tanto las ¢cDC como las moDC/SPM presentaron un aumento en el porcentaje de células CD206+,
sin cambios apreciables respecto al nivel de expresion. Es vdlido mencionar el trabajo de Sohn y cols

% en el que se utilizd la expresidon de CD206 para distinguir entre dos subpoblaciones dentro del
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grupo de células MHCII"'CD11c'CD115" (que en este trabajo se definieron como moDC/SPM). En la

poblacién CD206 los investigadores observaron una morfologia semejante a las DC, similar
capacidad de presentacion de antigenos, y la capacidad de generar linfocitos T activados
parcialmente e inducir linfocitos Treg. Por otra parte, las células CD206" presentaron una morfologia
mas similar a la de los macréfagos y una mayor actividad endocitica y fagocitica. En suma, es posible
que el aumento de DC que expresan marcadores de activacion alternativa influencie el

direccionamiento de la respuesta inmune.

Uno de los resultados mas remarcables de este trabajo fue la observacién de que todas las
subpoblaciones de DC presentan un aumento (o tendencia al mismo) en el porcentaje de células que
expresan PD-L1 y PD-L2, de forma semejante a lo observado previamente en macrdfagos tanto en
este modelo como en el de infecciéon experimental (Tesis de Doctorado de Leticia Grezzi, en curso).
Estas moléculas actian como ligandos de PD-1, molécula que participa en la regulacidn negativa de
la proliferacion y activacion de los linfocitos T efectores en los tejidos periféricos, y la induccién de
linfocitos Treg en los nodos linfaticos ®*%. PD-L1 puede expresarse en la superficie de una gran
diversidad de células, mientras que la expresidén de PD-L2 estd limitada a macréfagos y DC. Se ha
observado que la expresidn de este par de moléculas co-inhibidoras es inducida de manera diferente
en funcidon al perfil de la respuesta inmune, observdndose un sesgo hacia PD-L2 en el contexto de
respuesta Th2 °¢. Durante su trabajo de doctorado (en curso), L. Grezzi determiné que luego de
inyectar wplLL en forma repetida en la cavidad peritoneal, aumenta el porcentaje de linfocitos T CD4+
positivos para PD-1. De esta forma, las DC en el mismo sitio podrian interactuar con dicha poblacion
de linfocitos T, contribuyendo a la inhibicidn de sus funciones, y a la inmunosupresion local. Ademas,
la expresién de PD-L1 y PD-L2 en las cDC que llegarian a los nodos linfaticos podrian estar dando

sefiales para la induccidn de linfocitos Treg.

En cuanto a la interaccién con el material de la CL, se observé que todas las subpoblaciones de DC
fueron capaces de internalizar wpLL, destacandose las moDC/SPM. Esto no necesariamente implica
que las cDC1 y cDC2 presenten una menor capacidad de internalizar las particulas. Como se
mencioné anteriormente, estas dos poblaciones son capaces de migrar a los érganos linfoides
secundarios tras su activacién, por lo que puede ser que el porcentaje de estas células capaz de
internalizar a wplLL no se vea correctamente representado al estudiar Unicamente la cavidad. Para
corroborar esto, seria interesante poder evaluar en el futuro la internalizacidon del material de la CL

por parte de las DC que se encuentran en los nodos linfaticos drenantes de la cavidad peritoneal.
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El estudio de la respuesta T en los esplenocitos (en ausencia de re-estimulacién) mostré un aumento
en las citoquinas IL-5, IL-13 e IL-10, revelando un sesgo de la respuesta hacia un perfil Th2 similar al
observado previamente en las células T de la cavidad peritoneal (Tesis de Doctorado de Leticia
Grezzi, en curso). El sesgo a Th2 también se observa en infecciones experimentales y naturales 3678,
Al estudiar la respuesta de los linfocitos T ante la re-estimulacién, ya sea especifica con el material
parasitario o policlonal con anti-CD3, no se observé una respuesta diferencial respecto a la condicion
sin re-estimulacion. Dos lineas de razonamiento podrian explicar el fendmeno acontecido. En primer
lugar, es posible que las células presentadoras de antigeno presentes en la preparacidon de
esplenocitos no sean capaces de interiorizar/procesar adecuadamente las preparaciones de la CL
(wpLL, swLL, swLL pronasa) en las condiciones utilizadas. En contraposicion, en la cavidad peritoneal,
luego de la inyeccion de wplL, existe una gran cantidad y diversidad de células que podrian
contribuir a la degradacién de wplLL, facilitando su internalizacién por las células presentadoras de
antigenos en dicho contexto. En segundo lugar, es posible que las células presentadoras de antigeno
si sean capaces de internalizar y presentar el material, pero que las inyecciones repetidas con wpLL

provoquen un estado exhausto o inactivo en los linfocitos T del bazo, que explique la ausencia de

respuesta ante el estimulo. En el futuro, serd muy interesante caracterizar este fenémeno.

En cuanto a la respuesta B inducida por las inyecciones de wplL, se observdé que se generan
anticuerpos especificos contra elementos de la CL, observdndose un aumento en las IgM, 1gG totales
y todas sus suclases (IgG1, 1gG2b, IgG2c e 1gG3). Al comprobar si alguna de las clases o subclases de
anticuerpos poseia especificidad contra proteinas bovinas adsorbidas a la CL, se observé que
Unicamente aquellos de subclase IgGl presentaban una unidn diferencial al material.
Adicionalmente, en los animales inyectados con wplLL se observé un aumento significativo de los
niveles totales de IgE, indicativo de IgE especifica contra el material parasitario. Este resultado era
esperable, dada la respuesta Th2 inducida por el material, por la cual se favorece la produccion de
esta clase de anticuerpos. En la respuesta contra parasitos helmintos el perfil Th2 promueve el
cambio de clase de anticuerpo hacia IgE e 1gG1, principalmente asociado a la presencia de IL-4. La
funcién de IgE se relaciona principalmente con la activacidon de eosindfilos, basdéfilos y mastocitos
8970 La 1gG1 puede participar en funciones inhibitorias a través de interacciones mediadas por el
receptor FCyRIlb 7. La CL estd principalmente compuesta por mucinas, asi que es esperable que
también induzca respuestas T-independientes, que suelen producir anticuerpos IgM, 1gG2b e I1gG3 de

baja afinidad ">, todos ellos aumentados en el modelo de estudio de este trabajo.
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5. CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos, es posible proponer un presunto modelo del funcionamiento

de las DC en el contexto del modelo de inyecciones repetidas de wpLL (Figura 20).

Tras las inyecciones de wplL, las DC presentes en la cavidad peritoneal internalizarian las particulas y
se activarian, aumentando el nivel de expresion de CD80 y CD86. A pesar que CD80 y CD86 se
relacionan a una activacidn cldsica de las células, su expresiéon se ve acompafiada de un fuerte
aumento en la expresion de marcadores de activacién alternativa (CD206, Relm-a e Ym-1),
sugiriendo un fenotipo de las DC polarizado a la induccién de respuestas de tipo 2 *’. Ademas, las DC
expresan PD-L1 y PD-L2, lo que les otorgaria funciones de tipo inmunosupresor. A medida que se
activan, las ¢DC (cDC1 y cDC2) migrarian hacia los drganos linfoides secundarios, mientras que las
moDC permanecerian mayormente en la cavidad peritoneal. En los nodos linfaticos, las c¢DC
participarian en la induccion de la respuesta T, direccionandola, como ya se comentd, hacia un perfil
Th2 (y eventualmente iTreg). Los linfocitos Th2 efectores migrarian luego a la cavidad peritoneal, en
donde las subpoblaciones de DC que permanecieron en el tejido, junto a los macréfagos locales, les
presentarian antigenos provenientes de wplLL, limitando su funciéon efectora mediante los
co-inhibidores PD-L1 y PD-L2. La observacidon de una expansién en la poblaciéon de linfocitos T PD-1+
en la cavidad (doctorado en curso de Leticia Grezzi), apoya esta hipdtesis. Es posible que la relevancia
de PD-L2 predomine por sobre la de PD-L1, considerando que su expresién fue mds elevada,
presenta una afinidad de unién a PD-1 seis veces mayor® y varios estudios destacan la posible
asociacién entre PD-L2 y la respuesta Th2 *®%7>, Finalmente, las DC inducidas en respuesta a wpLL
podrian activar y/o expandir poblaciones de linfocitos Treg. Resultados previos de la tesis de
doctorado de Leticia Grezzi muestran que la poblacidn de Treg en la cavidad peritoneal aumenta tras
las inyecciones de wplLL. Aunque aun no se tienen indicios de la induccidn de iTreg en los drganos
linfoides secundarios, la presencia de los mismos en la cavidad sugiere que podrian estar
contribuyendo con la inmunosupresion establecida por el material parasitario o, incluso mas alld, por

el pardsito per se.


https://www.zotero.org/google-docs/?aJFXP2
https://www.zotero.org/google-docs/?MTLPrY
https://www.zotero.org/google-docs/?CwSay4

CAVIDAD PERITONEAL GANGLIOS LINFATICOS
LUEGO DE 5 INYECCIONES DE WPLL
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Figura 20. Representacién del modelo de funcionamiento de las DC propuesto. Tras las
inyecciones repetidas de wplL, las DC presentes en la cavidad peritoneal internalizan las
particulas y se activan, aumentando la expresion de los co-estimuladores CD80 y CD86, los
marcadores de activacion alternativa CD206, Relm-a e Ym-1, y los co-inhibidores PD-L1 y
PD-L2. Las cDC1 y cDC2 migrarian a los nodos linfdticos donde participan en la induccion de la
respuesta T, direcciondndola hacia un perfil Th2. Ciertos linfocitos T CD4+ virgenes podrian
diferenciarse a Tregs inducidos (iTreg). Luego, los linfocitos Th2 efectores migrarian a la
cavidad peritoneal. Alli, las DC, junto a macrofagos locales, les presentarian antigenos de

wplL, inhibiendo su actividad (mediante sefiales provenientes de los co-inhibidores PD-L1 y



PD-L2. Se utilizé una linea punteada para delimitar los bordes de aquellas moléculas cuyo rol
aun no se conoce con certeza. También, las poblaciones de DC fueron representadas con
distintos tamafos para denotar las diferencias en sus proporciones. cDC: cDC convencionales.
c¢DC1: DC convencionales de tipo 1. ¢cDC2: DC convencionales de tipo 2. moDC/SPM: DC
derivadas de monocitos/small peritoneal macrophages. iTreg: linfocito T regulador inducido.

Th2: Linfocito T colaborador de tipo 2.
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