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Resumen. Los parasitos helmintos co-evolucionaron con sus hospederos
desarrollando mecanismos de supresiéon de la respuesta inmune que les permiten
sobrevivir y establecer infecciones crénicas. Dichos mecanismos son diversos, y se ha
demostrado que muchas veces afectan colateralmente la respuesta frente a otros
antigenos y/o estimulos inflamatorios, lo que resulta ventajoso para suprimir el
desarrollo de patologias en las que el sistema inmune esta sobreactivado.

Echinococcus granulosus es el cestodo parasito que causa la equinococosis quistica
(hidatidosis). La larva de este parasito, conocida como hidatide, constituye una
estructura unilocular rodeada por una pared cuya capa mas externa es la capa laminar
(CL). La CL representa la interfaz con el hospedero y la principal fuente de
componentes parasitarios expuestos para la interacciéon con el sistema inmune.
Estudios previos en ratéon han mostrado que una exposiciéon persistente del sistema
inmune a particulas de CL (wpLL) inducen un entorno local inmunosuprimido,
semejante al inducido durante la infeccién experimental. Dicho entorno se caracteriza
por la presencia de macréfagos con fenotipo M2-like, con expresion de los
co-inhibidores PD-L1 y PD-L2, células dendriticas con alta expresiéon de PD-L1y
PD-L2, y expansioén de linfocitos T reguladores, entre otros efectos.

En este contexto, este trabajo se propuso evaluar si el ambiente inmunosuprimido
inducido tras una exposicion persistente a wpLL afecta la respuesta inmune hacia un
antigeno modelo, la ovoalbimina (OVA), inyectado mas tarde en condiciones
inflamatorias (junto a alimina), haciendo énfasis en la evaluacién de cambios a nivel
local, y la respuesta de las células T y B. Ademas, se planted estudiar si wpLL podria
inducir tolerancia hacia OVA al administrar el antigeno junto con el material
parasitario, y luego desafiar la respuesta con OVA inyectada junto a alimina.

En la cavidad peritoneal s6lo se observaron los efectos causados por la alimina,
independientemente del condicionamiento previo con wpLL. El tnico efecto que
evidencié la presencia previa del material parasitario fue un leve aumento en la
expresion de PD-L1 en macrofagos. El estudio de la respuesta T, en bazo y nodos
mesentéricos, evidencié que la respuesta in vivo a wpLL fue inesperadamente
perdurable, y que la respuesta a OVA no se vié afectada por el condicionamiento con el
material parasitario. En conjunto, los resultados mostraron que la inflamacién
generada por alimina domind la respuesta local en la cavidad peritoneal, desplazando
cualquier efecto modulador atribuible a wpLL.

Contrario a lo esperado, en el experimento destinado a inducir tolerancia, la
co-inyeccion de wpLL y OVA resulté en una producciéon aumentada de anticuerpos
especificos contra OVA tras el desafio con alimina, mostrando que wpLL no suprimio,
sino que aparentemente favorecié la respuesta humoral en este contexto. Destaca la
necesidad de explorar condiciones experimentales menos inflamatorias para evaluar
mejor la capacidad inmunomoduladora de wpLL y su potencial impacto en la respuesta
adaptativa del hospedero.
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DC: células dendriticas
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DAMP: patrén molecular asociado a dafio (del inglés, Damage Associated Molecular
Pattern)
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FMO: fluorescencia menos uno (del inglés, “Fluorescence Minus One”)

HRP: peroxidas de rabano (del inglés, “HorseRadish Peroxidase”)

IFN: interferén

Ig: inmunoglobulina

IL : interleuquina

ILC: célula linfoide innata (del inglés, Innate Lymphoid Cell)

InsP6: myo-inositolhexakisfosfato

ip : intraperitoneal

MHC: molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, Major
Histocompatibility Complex)

NK: célula asesina natural (del inglés, Natural Killer)

NKT: células T asesinas naturales (del inglés, Natural Killer T cells)

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

PBS: solucién 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)
SFB: Suero Fetal Bovino

TCR: receptor de célula T (del inglés, T Cell Receptor)

TGF: factor de crecimiento transformante (del inglés, transforming growth factor)
Th: célula T colaboradora (T-helper)

TMB: TetraMetilBencidina

wpLL: suspension de particulas de la capa laminar integra (del inglés, whole particles of
the Laminated Layer)
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1. Introduccién
1.1 Sistema inmune

La capacidad de todos los organismos de protegerse frente a la invasién por patégenos
es fundamental para su supervivencia, y para ello han desarrollado diferentes
mecanismos para reconocerlos y eliminarlos.

Tradicionalmente, los mecanismos de defensa del sistema inmune se describen como
organizados en tres niveles: barreras anatdémicas y quimicas, inmunidad innata e
inmunidad adaptativa.

Las barreras anatémicas y quimicas incluyen a los epitelios mucosos, la microbiota, el
pH estomacal bajo, y la lisozima bacteriolitica en lagrimas, saliva y otras secreciones>3,

El sistema inmune innato se encarga de detectar y responder frente a aquellos
patégenos que logran vencer las barreras previamente mencionadas, y lo logra
mediante componentes humorales (sistema del complemento, pentraxinas, colectinas
entre otros*) y celulares. El sistema inmune innato celular esta conformado por
monocitos/macréfagos, células dendriticas (DC), mastocitos, neutrdfilos, eosindfilos,
células asesinas naturales (NK, del inglés natural killer), células T asesinas naturales
(NKT) y linfocitos innatos (ILC, del inglés innate lymphocyte cells). Algunas de estas
células, como los macréfagos y DC residen en los tejidos y estan preparadas para
reconocer y responder a la presencia de patégenos. Para ello dependen de un repertorio
limitado de receptores codificados en la linea germinal, conocidos como Pattern
Recognition Receptors (PRR), que reconocen componentes conservados, compartidos
por grandes grupos de patdgenos, definidos como Pathogen Associated Moleculars
Patterns (PAMPs). Ademas de los PAMPs, estas células son capaces de detectar
marcadores de dafio tisular que también se pueden generar durante una infeccién,
definidos como Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs)*°. Los PRRs pueden
tener funciones relacionadas a la internalizacion de los patégenos por las célulasoala
activaciéon de las mismas. Esto uGltimo lleva al disparo de distintas cascadas de
seflalizaciéon que derivan en cambios en la expresiéon génica, que inducen, entre otros
efectos, la secreciéon de citoquinas y quimioquinas (moléculas de sefializacion solubles)
que estimulan una respuesta inflamatoria que intentara contener la infeccion. La
inflamacién implica cambios en la permeabilidad de los vasos sanguineos que irrigan al
sitio, aumentando el influjo de otras células innatas al tejido, como neutroéfilos,
eosindfilos y monocitos, con el fin de evitar la propagacién de los patégenos y
finalmente eliminarlos.

El sistema inmune innato también orquesta a la respuesta adaptativa. Para ello, las
células presentadoras de antigeno (APC, del inglés Antigen Presenting Cells), entre las
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cuales destacan principalmente las DC, juegan un papel clave. En condiciones basales,
estas células estan en constante vigilancia del entorno internalizando moléculas
mediante macropinocitosis y fagocitosis, para luego procesarlas y presentar sus
péptidos en moléculas de MHC de tipo II (del inglés Major Histocompatibility-Complex).
En un contexto inflamatorio las APC se activan, aumentando la expresién de MHC, de
las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 (necesarias para la activaciéon de los
linfocitos T) y del quimiorreceptor CCR7 que facilita su migracion hacia los nodos
linfaticos drenantes. Es en los nodos linfaticos donde las DC activan y polarizan la
diferenciacién de los linfocitos T (LT), y, por consecuencia, determinan el tipo de
respuesta adaptativa que se monta. La activacién de los LT ocurre mediante la
interaccion entre el complejo MHC-péptido y el receptor de células T (TCR, del inglés T
Cell Receptor) y entre las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 y su receptor CD28
en las células T, mientras que las citoquinas secretadas por las DC determinan la
diferenciacién de los LT a diferentes linajes de células efectoras colaboradoras (Th, de
células T helper) o reguladoras (células Treg)®. Esta serie de interacciones entre las DC'y
los LT constituye el principal punto de conexién entre la inmunidad innata y la
adaptativa y se conoce como la sinapsis inmunolégica’.

Aunque todas las células T comparten el desarrollo timico y los mecanismos de
activacion, existe diversidad en las funciones efectoras que se inducen segtin su patron
de diferenciacion®. Asi, los LT efectores colaboradores se pueden clasificar en Ty1, Ty2,
Ty17 v Ty foliculares®®. Brevemente, los linfocitos Ty1 estan asociados a las respuestas
de tipo 1, que combaten principalmente a patégenos intracelulares (virus, bacterias).
Se caracterizan por la produccion de IFN-yy TNF-«, que actian activando macréfagos
de forma clasica (alta actividad microbicida). Los linfocitos Ty2 se vinculan con las
respuestas de tipo 2, que se desencadenan tipicamente en presencia de parasitos
helmintos, donde predomina la produccion de citoquinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
involucradas en el reclutamiento de eosinodfilos y las activacién alternativa de
macroéfagos, estos Ultimos con funciones reparadoras de tejidos. Los linfocitos Ty17 se
inducen particularmente en respuesta a bacterias extracelulares, y producen IL-17,
citoquina asociada a la amplificacién de la inflamacién aguda en sitios de infeccién
temprana, colaborando con la respuesta de los neutroéfilos. Finalmente, los linfocitos
Ty foliculares (Tyf) participan en la activacion de los linfocitos B (LB), las otras células
del sistema inmune adaptativo (ver mas abajo). Por otro lado, durante la generacién de
la inmunidad adaptativa, se pueden inducir Treg (definidos por la expresion estable del
factor de transcripcién FoxP3) que cumplen un rol clave en el control de las células
efectoras, particularmente mediante la secreciéon de citoquinas anti-inflamatorias
como IL-10 y TGF-p, v la expresion de altos niveles de CD25 y CTLA-4, que determinan
una fuerte competencia por la IL-2 (citoquina pro-proliferativa de LT) y la interacciéon
con CD80/CD86, respectivamente®™",

En forma paralela a la activacién de los LT, los LB virgenes que estan circulando entre
el torrente sanguineo y los nodos linfaticos, llegan al nodo donde estan los LTyuf
activados. Alli, los LB reconocen su antigeno especifico a través del BCR y son capaces
de internalizarlo, procesarlo y presentarlo a los LTyf en forma de péptidos en complejo
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con moléculas de MHC-II. La interacciéon con los LTgxf involucra la interaccion
péptido-MHC-II con el TCR, y la de CD40 en los LB con CD40L en los LThf, siendo esta
ultima esencial para que los LB se activen. El resultado de la activacion es la
proliferacién y diferenciacién de los LB virgenes a plasmoblastos (células de vida
media corta productoras de anticuerpos IgM e IgG de baja afinidad), y la formacién del
centro germinal. El centro germinal consta de un cimulo de LB proliferantes que
ademas realizan hipermutacién somatica (mutaciones al azar en las regiones variables
de los anticuerpos) y cambio de clase de su BCR (del inglés, B Cell Receptor), este Gltimo
siendo determinado por las citoquinas producidas por los LTyf. En el centro germinal
también se encuentran las células dendriticas foliculares que, junto a los LTyf,
intervienen en el fendémeno de la maduracion de la afinidad de los anticuerpos de los
LB. Los LB que logran mejorar su afinidad se diferencian a plasmocitos (células
productoras de anticuerpos de vida media larga) o a linfocitos B de memoria*. A pesar
de que la respuesta adaptativa demora dias en desarrollarse, una vez que lo hace
genera respuestas mucho mas eficientes.

Una distinciéon remarcable entre las células innatas y las adaptativas radica en los
origenes de sus receptores; en el sistema inmunoldgico adaptativo, el TCR y el BCR se
generan por recombinacién somatica aleatoria de segmentos génicos, de manera que
cada linfocito posee un receptor estructuralmente Ginico. Dado que estos receptores no
estan codificados en la linea germinal, no estan predestinados a reconocer ningin
antigeno en particular. Mas bien se genera un repertorio extremadamente diverso de
receptores, y los linfocitos que portan receptores utiles se seleccionan posteriormente
para la expansién clonal al encontrar los antigenos para los cuales son especificos®.
Esto le brinda a la respuesta adaptativa una enorme capacidad para reconocer casi
cualquier estructura antigénica, incluyendo las propias. Para evitar el reconocimiento
de estructuras propias, el sistema inmune desarrollé los mecanismos de tolerancia
central y periférica'#*, que aseguran la eliminacién o inactivacion (estado de anergia)
de las células autorreactivas.

Finalmente, el sistema inmune también puede ser instruido para generar tolerancia
frente a antigenos exdgenos. En este contexto son claves las APCs con fenotipo
tolerogénico, principalmente las DC. Las DC tolerogénicas presentan el antigeno a las
células T especificas, pero no pueden entregar sefiales coestimuladoras o al menos no
en el nivel adecuado para la activaciéon de los LT, o incluso expresan seflales
co-inhibitorias, derivando en la diferenciaciéon de células T a células T reguladoras en
la periferia (pTreg)*. Las DC tolerogénicas pueden inducir pTreg mediante la
producciéon de acido retinoico (RA), IL-10, TGF-B, y/o la expresion de co-inihibidores
como PD-L1 y PD-L2". El fenotipo tolerogénico de las DC puede ser inducido por
componentes de patégenos involucrados en mecanismos de evasién, y/o la presencia
de sefiales anti-inflamatorias, como IL-10 y TGF-p*.
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1.2 Parasitos helmintos

Los helmintos son invertebrados triblasticos que cominmente presentan un estilo de
vida parasitaria, generalmente extracelular. Estos organismos son taxondémicamente
tan diversos como sus patologias asociadas, estableciendo infecciones que pueden ser
desde asintomaticas hasta de alta gravedad (ver tabla 1). Las infecciones por helmintos
(helmintiasis) afectan a un tercio de la poblacién mundial, concentrada sobre todo en
regiones tropicales y sub-tropicales, donde se encuentran mayormente paises en vias
de desarrollo, en los que la falta de habitos de higiene contribuye a una mayor
probabilidad de encuentro entre parasito y hospedero'.

Las infecciones por helmintos son un problema mayor en la salud piblica mundial. Se
estima que 1.5 mil millones de personas en el mundo estan infectadas por estos
patogenos®. La extraordinaria prevalencia de las infecciones por helmintos refleja sin
duda su capacidad para manipular el sistema inmunoldégico del hospedero,
suprimiendo las respuestas que podrian provocar su expulsién. Por su parte, la
inmunidad del hospedero también ha desarrollado, a lo largo de su co-evoluciéon con
los pardsitos, mecanismos para limitar la patologia y equilibrar mejor la
susceptibilidad, la resistencia y la patogénesis inmune. Por lo tanto, las respuestas
inmunes inducidas por helmintos a menudo permiten una infeccién continua en lugar
de la eliminaciéon completa del parasito y el dafio colateral que resultaria. En otros
casos, este equilibrio se altera y sobreviene una desregulacion inmune y patologia,
como en los casos de fibrosis hepatica en la esquistosomiasis®.
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Tabla 1. helmintos y sus enfermedades asociadas.

Especie de helminto

Nematodos
Ascaris lumbricoides

Ascaris suum
Trichuris trichiura

Enterobius vermicularis
Necator americanus

Ancylostoma duodenale
Ancylostoma ceylanicum

Strongyloides stercoralis

Wuchereria bancrofti

Brugia malayi o Burgia
timori

Onchocera volvulus

Trichinella spiralis
Trematodos

Schistosoma mansoni

Schistosoma
heamatobium
Schistosoma japonicum

Fasciola hepatica

Clonorchis sinesis
Opisthorchis spp.

Paragonimus spp.
Cestodos

Echinococcus granulosus
Echinococcus
multilocularis

Cysticercus cellulosae

Teania solium

N/A: no aplicable.

Enfermedad

Ascariasis

Trichuriasis

Enterobiasis
Necatoriasis

Ancylostomiasis

Strongyoidiasis

Fiariasis linfatica

Onchoceriasis

Trichinellosis

Schistosomiasis intestinal

Schistosomiasis
urogenital
Schistosomiasis intestinal
Fasciolasis

Clonorchiasis
Opisthorchiasis
Paragonimiasis

Hidatidosis

Echinococcosis alveolar

Cysticercosis y

neurocystercosis

Teniasis intestinal

Prevalencia mundial

804 millones

477 millones

>200 millones

472 millones

30-100 millones

44 millones

17 millones

0,066 millones

206 millones

80 millones

0,8 millones

0,019 millones

1 millén

0,38 millones

Habitat del gusano
adulto

Intestino

Vasos linfaticos

Tejido subcutaneo

Intestino

Venas mesentéricas

Venas mesentéricas

Ductos biliares
Ductos biliares y

Pulmones

N/A

N/A

N/A

Intestino




1.3 Inmunidad contra helmintos

Si bien se puede hacer una generalizacién sobre la respuesta inmune inducida por la
infeccidén con estos parasitos, se debe tener en cuenta que al ser un grupo tan extensoy
diverso, cada caso puede presentar caracteristicas particulares. No solo existen
diferencias al considerar distintas especies, sino también al considerar a un mismo
organismo, ya que los helmintos tienen ciclos de vida complejos que muchas veces
involucran varios estadios, que exponen diferentes antigenos e interaccionan
diferencialmente con el sistema inmune.

Las infecciones por helmintos tipicamente inducen respuestas inmunes de tipo 2. Estas
se caracterizan por la activacion de células innatas como eosinofilos, basoéfilos y
mastocitos, la activaciéon de células T2 que secretan las citoquinas IL-4, IL-5, IL-9,
IL-10 e IL-13, y la activacién de linfocitos B que favorecen la produccién de IgE e IgG1
en ratébn o IgG4 en humanos®. Las respuestas de tipo 2 también incluyen,
particularmente en respuesta a IL-4 e IL-13, la proliferacion y la activacién alternativa
de las poblaciones de macréfagos, que expresan caracteristicamente la enzima
arginasa-1y los mediadores solubles Ym-1y Relm-a, y se encargan de la reparacion de
los tejidos infectados®. No se conocen PAMPs asociados a estos patogenos; la alerta de
la inmunidad innata se produce principalmente al reconocer el dafio tisular causado
por la migracién o crecimiento de los mismos.

Se ha dilucidado que una estrategia presente en los helmintos para evadir el sistema
inmune del hospedero es la capacidad de regular a la baja dicho sistema. Esta capacidad
implica la induccién de células con fenotipos reguladores y/o la expansion de dichas
poblaciones, como CD tolerogénicas, pTreg (productores de IL-10 y TGF-B%*),
linfocitos B reguladores productores también de IL-10%, y macréfagos con fenotipo M2
supresor (M2-like). Estos ultimos expresan moléculas asociadas a funciones de
reparacion de los tejidos, pero también a la resolucién de la inflamaciéon e
inmunosupresién, como los co-inhibidores PD-L1 y PD-L2, que dan sefales
inhibitorias a los linfocitos T efectores®. Ademas, en diferentes modelos de estudio, se
ha observado que la regulacién a la baja del sistema inmune inducida por parasitos
helmintos puede afectar la respuesta a otros antigenos, incluidos aquellos que se
administran en vacunas, e incluso inhibir el desarrollo de desérdenes inmunolégicos
en los que se inducen respuestas inflamatorias exacerbadas, como alergias o diversas
enfermedades autoinmunes?#26-2,

1.4 Echinococcus granulosus

El género Echinococcus pertenece al filo platelmintos, a la clase cestoda y a la familia
taeniidae. Dentro de este género se definen diez especies: E. granulosus, E. equinus, E.
ortleppi, E. canadensis, E. multilocularis, E. vogeli, E. oligarthrus, E. shiquicus, y E. felidis.
Actualmente las cinco primeras especies se agrupan como E. granulosus sensu lato®°.
Este conjunto de especies son las causantes de la equinococosis quistica, una zoonosis
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parasitaria crénica que afecta a los humanos, y puede superar los 50 casos por cada
100.000 personas por afio en areas endémicas, pudiéndose encontrar tasas de
prevalencia de hasta el 5% al 10% en algunas regiones de Peru, Argentina, Africa
oriental y China. Ademas, cada afio, la equinococosis es responsable de la pérdida de al
menos 3 mil millones de ddlares, en términos de ganado y los costos para su
tratamiento 7.

La especie E. granulosus posee un ciclo de vida heteroxeno, es decir que necesita al
menos dos hospederos para completar el ciclo. El hospedero definitivo, donde se
encuentra el gusano adulto, es un mamifero carnivoro, que suele ser un canido (por
ejemplo, el perro). Por otro lado, los hospederos intermediarios, donde se desarrolla la
larva, pueden ser ungulados de produccion, que son presa de los hospederos
definitivos. Los humanos ocupan el rol de hospederos intermediarios accidentales, que
interrumpen el ciclo de vida del parasito, infectandose de manera indirecta al ingerir
verduras contaminadas con fecas de perros infectados, o por el contacto estrecho con
estos animales y las malas practicas de higiene 334,

En Uruguay la equinococosis quistica presentaba uno de los niveles mas altos de
endemicidad hidatica del mundo, sin embargo, en los primeros afios del siglo XXI se
logré controlar la tasa de infeccion mediante campafias que involucran Ia
desparasitacion de los perros de campo y el establecimiento de un régimen adecuado
de préacticas higiénicas. En el Gltimo informe presentado por PANAFTOSA (Centro
Panamericano de Fiebre Aftosa y Salud Publica Veterinaria; 2019-2021) Uruguay no
reporta casos nuevos®. El tltimo reporte fue realizado en 2018, donde se informaron 4
casos de equinococosis en humanos?®.

1.5 Ciclo de vida

Una vez en el intestino de su hospedero definitivo, el gusano adulto, con un estado de
desarrollo maduro (lo alcanza a las 4 o 5 semanas), libera las progloétides cargadas con
huevos que contienen un Unico embrioén, definido como oncosfera. Estos huevos se
liberan al lumen intestinal del hospedero y salen al medio externo con las heces, para
luego ser ingeridos por el hospedero intermediario. Una vez en el tracto digestivo del
hospedero intermediario, los huevos liberan las oncosferas, que migran a través de la
pared intestinal y circulan por el torrente sanguineo o linfatico para llegar a 6rganos
diana, tales como pulmén o higado. Cada oncosfera tiene el potencial de convertirse en
un metacestodo (estadio larvario), que en este género se conoce como hidatide. Dentro
de la hidatide se desarrollan los protoescélices, que representan la forma infectiva del
hospedero definitivo. Cuando el hospedero definitivo ingiere visceras de ganado
infectado, los protoescélices se establecen en el intestino y generan el gusano adulto,
reiniciando el ciclo (ver figura 1.1). Si los protoescélices se liberan al medio interno del
hospedero intermediario (por ruptura de la hidatide), también son capaces de generar
nuevas hidatides, fenémeno conocido como infeccién secundaria3’3%.
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Figura 1.1 Ciclo de vida de E. granulosus. Las distintas etapas del ciclo se detallan en el texto de la figura
(figura modificada a partir de *").

1.6 Composicion y estructura de la hiddtide

En E. granulosus, la hidatide se desarrolla a partir de las oncosferas que llegan a los
6rganos internos del hospedero intermediario. Inicialmente, la hidatide se rodea de
una fina capa celular (capa germinal, CG) formando una cavidad llena de liquido. La CG
genera hacia el interior de la hidatide capsulas hijas (vesiculas proligeras), que a su vez
producen en su interior a los protoscoleces (por reproduccién asexual), y hacia el
exterior la capa laminar (CL), que constituye la interfaz entre el parasito y el hospedero
(ver figura 1.2). La CL se describe como un glicocalix exacerbado, que se encuentra sélo
en el género Echinococcus, moldeada por la presion evolutiva para mantener la
integridad fisica de la hidatide y proteger a las células de la CG del sistema inmune del
hospedero. Estas funciones las cumple permitiendo en paralelo el paso de nutrientes 'y
productos de desecho, asi como el crecimiento de los parasitos. La respuesta evolutiva
a estos requisitos fue una malla hidrofila, elastica y fisicamente coherente, que permite
la difusién de macromoléculas de hasta al menos 150 kDa, pero protege la CG del
ataque del sistema inmune*°.
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La CL es acelular y gruesa (alcanza los 3 mm de espesor), y esta constituida por
depositos de una sal calcica del myo-inositolhexakisfosfato (InsP6.Ca) y mucinas
altamente glicosiladas con motivos ricos en galactosa®.
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Figura 1.2 Representacion de la hidatide de E. granulosus. Las letras a-d representan las distintas fases del
desarrollo de las vesiculas proligeras. Figura obtenida y modificada de *.

Es légico pensar que, entre los componentes de la hidatide, la CL sobresale como
candidata a contribuir a los efectos inmunomoduladores del parasito. Ademas de
representar la interfaz de contacto entre la hidatide y el sistema inmune del hospedero,
representa el componente mas abundante en contacto con el mismo, y su aparicién
durante el periodo de establecimiento del parasito coincide en el tiempo con la
resolucion de la inflamacion que se genera al inicio de la infeccién“. La interaccién de
la CL con componentes del sistema inmune no solo ocurre en la interfaz con el
hospedero; para crecer la hidatide debe romper y eliminar material de sus capas mas
externas, liberando particulas que podrian interaccionar y ejercer sus efectos sobre
células del sistema inmune mas distantes, incluso presentes en los érganos linfoides
secundarios que drenan el tejido**.
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1.7 Inmunidad y la hiddtide

Para entender correctamente la respuesta inmune que desata la hidatide, se deben
tener en cuenta aspectos temporales y espaciales de la infeccién. En medidas
temporales, la hidatide tiene la capacidad de establecer infecciones croénicas; en
términos espaciales, pueden llegar a crecer hasta decenas de centimetros dentro de su
hospedero secundario. Estos dos aspectos revelan la excelente capacidad del parasito
de regular el sistema inmune del hospedero a favor de su supervivencia. Es remarcable
que la hidatide sea capaz de resolver la respuesta inflamatoria que ocurre al inicio de la
infeccién*’. Es mas, contrario a lo esperado de una infeccién tan voluminosa y
persistente, no hay acumulacién de macréfagos ni otros tipos de células inmunes en la
vecindad de la hidatide, sino que ésta crece rodeada Unicamente por fibras de
colageno®’.

Los mecanismos por los cuales la hidatide inhibe la inflamacién estan en estudio. El
principal modelo para estudiar este fendmeno es la infeccién secundaria experimental.
Este modelo hace uso de la capacidad dual de desarrollo de los protoescélices de E.
granulosus. Los protoescdlices pueden generar el gusano adulto una vez en el
hospedero definitivo o nuevas hidatides si se liberan al medio interno del hospedero
intermediario (infeccion secundaria). La infeccién experimental consiste en la
inyeccién intraperitoneal de ratones con protoescdlices viables, con el consecuente
desarrollo de hidatides en la cavidad“®. La infeccién secundaria se puede dividir en dos
etapas: una etapa temprana, en la que los protoescélices desarrollan las hidatides
(establecimiento de la infeccién), y una etapa tardia o posterior, en la que, una vez
establecidas, las hidatides comienzan a crecer (infeccién croénica), llegando
eventualmente a desarrollar protoescolices en su interior 44,

La informacién sobre la respuesta inmune sistémica en la equinococosis quistica surge
principalmente de infecciones experimentales, durante las cuales se establecié que la
respuesta adaptativa efectora esta sesgada a Th2 pero incluye componentes Th1?45,
Estas observaciones son concordantes con los perfiles de respuesta observados en
infecciones naturales*. Ademas, se observo la inducciéon de componentes reguladores
que se superponen a los efectores, como lo demuestra la expansién de células Tregy la
regulaciéon positiva de la producciéon de TGF-p e IL-10 en el sitio de la infeccién
(higado) y en sangre*”*%, Por lo tanto, al igual que otros helmintos, para sobrevivir, la
larva de E. granulosus estimula los circuitos inhibidores inherentes al sistema
inmunolégico del hospedero, mitigando, por ejemplo, las respuestas efectoras de los
LT,


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=GSwS7e
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=VT0OAX
https://www.zotero.org/google-docs/?EfJkcx
https://www.zotero.org/google-docs/?VIUazP
https://www.zotero.org/google-docs/?Lj5sGo
https://www.zotero.org/google-docs/?oZTswy
https://www.zotero.org/google-docs/?6TVCdO
https://www.zotero.org/google-docs/?lUkjMd

1.8 Antecedentes del grupo y punto de partida

Dentro del Laboratorio de Inmunologia, nuestro grupo estudia la hidatide de E.
granulosus con el fin de comprender sus mecanismos de evasion de la respuesta
inmune del hospedero. Inicialmente, se trabaj6 fuertemente en la caracterizacion de
los distintos componentes de la CL>°"% Mas recientemente, se generd una base de
resultados  significativos en el entendimiento de la interaccién E.
granulosus-hospedero, sustentados a partir de estudios in vitro con células primarias
(macréfagos y células dendriticas)®™® e in vivo con el modelo de infeccién
experimental crénica de ratones®®. En este contexto, se estudiaron los efectos de la
infeccion sobre diferentes componentes del sistema inmune en el sitio de infeccion®®.
Se observo un aumento en la celularidad general, particularmente en los nimeros de
eosindfilos, células T, monocitos y macréfagos. También se verificé la induccién de un
ambiente inmunosuprimido, con presencia de distintas poblaciones de
monocitos/macréfagos con fenotipo M2-like de tipo supresor. Este fenotipo es definido
por la expresién de los marcadores Relm-a y Ym-1 (tipicamente expresados en
macréfagos M2), y por un aumento en los niveles de expresién 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). También se detectaron citoquinas
anti-inflamatorias como TGF-p e IL-1Ra y, por otra parte, expansiéon de células Treg
(FoxP3+) y LT efectores PD-1+, siendo estos ultimos potenciales blancos de la
inhibicién por PD-L1 y/o PD-L2. Finalmente, se observé que los linfocitos T locales
tienen una capacidad disminuida de responder frente a un estimulo policlonal
(anticuerpo anti-CD3), indicando que el ambiente inmunosuprimido afecta la
respuesta de las células efectoras que llegan al tejido.

Teniendo en cuenta que, para crecer, la hidatide descama material de las capas
superficiales de la CL°>®) el grupo de investigacién puso a punto un modelo de
inyecciones repetidas de particulas de la CL (wpLL, del inglés whole particles of the
Laminated Layer) en la cavidad peritoneal de ratones, para estudiar el efecto de un
encuentro persistente de las células inmunes con las mismas, logrando asi imitar la
forma en la que el sistema inmune interactta con dicho material durante la infeccion
cronica. Los resultados mostraron que este modelo reproduce fielmente los efectos
observados en el modelo de infeccién (tesis de doctorado de Leticia Grezzi, en curso;
resultados no publicados).

Estos estudios sefialaron a la CL como un componente clave para el establecimiento de
la inmunosupresion por el parasito. El presente trabajo busca comprender como el
ambiente inmunosuprimido desencadenado por el modelo de inyecciones multiples de
wpLL impacta en la respuesta inmune a un antigeno modelo.
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2. Objetivo general:

Evaluar la capacidad de la CL de la hidatide de Echinococcus granulosus de inhibir la
respuesta inmune a un antigeno modelo como ovoalbimina (OVA), inyectado en
condiciones inmunogénicas.

2.1 Objetivos especificos:

1. Evaluar si la induccion de un entorno inmunosuprimido tras multiples
inyecciones con particulas de la CL afecta la respuesta inmune a un
antigeno modelo (OVA) inyectado posteriormente en condiciones
inmunogénicas (con alimina como adyuvante).

2. Evaluar si el entorno inmunosuprimido inducido por las multiples
inyecciones con particulas de la CL es capaz de inducir tolerancia
frente al mismo antigeno modelo (OVA), al ser co-administrado con el
material parasitario.

3. Materiales y métodos

3.1 Material parasitario

3.1.1 Obtencién y procesamiento de las hidatides a partir de infecciones naturales

El material de trabajo se obtuvo de hidatides de E. granulosus, alojadas en visceras
(principalmente pulmén) de bovinos infectados naturalmente, cedidas gentilmente
por frigorificos locales (Urexport). El procesamiento de las hidatides se realizé en el
laboratorio, siguiendo lo detallado en °°. Brevemente, se realiz6 un pequefio corte en la
hidatide para extraer el liquido alli presente y luego se retird la pared colapsada,
utilizando una pinza. Para seleccionar las paredes de las hidatides a utilizar se
consideraron dos criterios: que se encuentren en buen estado, es decir, que su
coloracién sea blancuzca o levemente amarillenta, y que provengan de una hidatide
fértil (con presencia de protoescolices en el liquido hidatico). Las paredes de hidatides
seleccionadas se conservaron a -20°C hasta su uso.

Para determinar el genotipo de los parasitos utilizados se amplificd y secuencié la
citocromo c oxidasa mitocondrial de los protoescélices de las hidatides seleccionadas,
de acuerdo al protocolo planteado en ®. Todos los materiales correspondieron al
genotipo G1.
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Para su uso como material de trabajo, las paredes almacenadas se descongelaron y se
sometieron a varios lavados rapidos con solucioén salina tamponada con fosfato (PBS,
del inglés Phosphate Buffer Saline) conteniendo CaCl, 0.1 mM,; este Ultimo se utiliza con
la finalidad de conservar el componente InsP6.Ca. Posteriormente, se realiz6 un lavado
de 3 horas y otro de 24 horas con la misma solucién. Seguido, se realizaron lavados con
una solucién de alta fuerza idnica, NaCl 2 M CaCl, 0.1 mM, a fin de minimizar la
presencia de proteinas bovinas adsorbidas a las paredes, aunque se ha demostrado que
no se logran eliminar totalmente, permaneciendo adsorbida una cierta cantidad de
anticuerpos del hospedero . Por tltimo, se realizaron varios lavados rapidos con agua
destilada para remover las sales provenientes de los lavados previos, se congeld la
muestra a -80°C en un volumen minimo de agua, y se liofilizéd durante al menos 24
horas. El material liofilizado obtenido se molié utilizando un mortero, y luego se
porfirinizé sobre vidrios esmerilados hasta la obtencién de un pulverizado fino, que se
almaceno a 4°C hasta su uso.

3.1.2 Preparacién de la suspensioén de particulas de la capa laminar

El protocolo de obtencién de CL (ver figura 3.1) fue puesto a punto en . La preparacion
de este material se realizé en condiciones de esterilidad (cabina de flujo laminar) para
su posterior uso como material inyectable.

El pulverizado fino de CL se rehidraté en PBS 0.1 mM CaCl, utilizando un
homogeneizador Potter (lavado previamente con NaOH 0.1 M durante 18 horas, para
eliminar posibles pirégenos, y luego autoclavado). La suspension obtenida se filtro
secuencialmente a través de mallas de serigrafia con un tamafio de corte aproximado
de 85, 45 y 23 um. Luego, se realizaron 10 lavados con PBS 0.1 mM CaCl2 (cociente de
lavado volumen/volumen 1/10), centrifugando 5 minutos a 3500 x g. La fraccién
obtenida fue resuspendida en PBS 0.1 mM CaCl, conteniendo una mezcla de
antibidticos/antimicético (100 U/mL penicilina, 100 ug/ml estreptomicina y 0.25
ug/mL de anfotericina B). El material resultante es al que denominamos wpLL. Para
determinar la masa seca de la suspension se liofiliz6 una alicuota del material (ver

figura 3.1).
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Figura 3.1 Esquema del procesamiento de las hidatides. Metodologia seguida para la obtencién del
material particulado de la capa laminar a partir de las hidatides.
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3.2 Experimento in vivo o1

Para evaluar si la induccién de un entorno inmunosuprimido tras multiples
inyecciones con wpLL es capaz de afectar la respuesta a un antigeno modelo (OVA)
inyectado posteriormente en condiciones inmunogénicas (con alimina (Alum) como
adyuvante), se utilizaron ratones C57BL/6, hembras, de 8-12 semanas de edad, y de un
peso aproximado de 20 g. Estos animales fueron obtenidos del Departamento de
Recursos Biologicos del DILAVE (MGAP, Uruguay) y criados en el Instituto de Higiene
(UdelaR). El esquema de inmunizacion (representado en la figura 3.2) fue aprobado por
la Comisién Honoraria de Experimentaciéon Animal (CHEA, Universidad de la
Republica, Uruguay: protocolo N° 070151-000046-22). Los ratones fueron inyectados
via intraperitoneal (ip) con 50 ug de masa seca de wpLL/inyeccién en 200 uL de PBS 0.1
mM CaCl2, o con un volumen igual de vehiculo para los ratones control (utilizando
agujas de calibre 23 G). Se realizaron 5 inyecciones administradas dos veces por
semana, en un tiempo total de 2.5 semanas. Tras 24 horas de la tltima inyeccion se
realiz6 el desafio, que implic6 una inyeccién ip con 20 ug de OVA (Endograde
Ovalbumin Ultra-Pure, Biovendor) y 2 mg de alimina (Alhydrogel al 2%; Invivogen) en
200 ul de PBS, o con 2 mg de alimina en 200 ul de PBS (también utilizando agujas 23
G). Luego de una semana se realizd la eutanasia de los animales utilizando el
anestésico inhalatorio isofluorano. La respuesta inmune se evalué a nivel local
(cavidad peritoneal, cp) y sistémico (sangre, bazo y nodos linfaticos drenantes de la

cp).

Dias 0 4 8 11 15 16 23
- . . Eutanasia y
Condicionamiento con wplLL (50 ug/iny)
via ip Desafio con “:[::‘.Ipug +2 mg alum) recoleccién »
Control: inyeccion de PBS Control: inyeccién de alimina de muestras

Condicionamiento Desafio
Grupos de ratones:  Control PBS PBS
1 PBS Alum .
2 wplL Alum I
3 PBS OVA/Alum
4 wplLL OVA/Alum

Figura 3.2 Esquema de inyecciones correspondiente al experimento 01. Se especifica las cantidades de
material a inyectar, dias, grupos experimentales y muestras a recolectar (sangre, nodos, bazo y lavado
peritoneal).



3.3 Experimento in vivo 02

Para evaluar la capacidad de wpLL de inducir tolerancia frente a un antigeno modelo
(OVA) co-administrado, se utilizaron ratones C57BL/6, hembras, de 8-12 semanas de
edad y peso aproximado de 20 g, también obtenidos del Departamento de Recursos
Biologicos del DILAVE (MGAP, Uruguay) y criados en el Instituto de Higiene (UdelaR).
Siguiendo un protocolo muy similar al anterior, se realizaron 4 inyecciones de wpLL
administradas dos veces por semana, en un tiempo total de 2 semanas (ver figura 3.3).
Luego de 4 dias de la tltima inyeccién, se realizé la co-inyeccién de 50 ug de masa seca
de wpLL y 20 ug de OVA en 200 ul de PBS, o con un volumen igual de vehiculo como
control. Tras una semana se realizo el desafio, idem que en el experimento o1. La
eutanasia de los animales se realiz6 con isofluorano. La respuesta inmune se evalud a
nivel de la sangre y en o6rganos linfoides secundarios (bazo y nodos linfaticos que
drenan la cp).
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Figura 3.3 Esquema de inyecciones correspondiente al experimento 02. Se especifica las cantidades de
material a inyectar, dias, grupos experimentales y muestras y érganos a recolectar (sangre, nodos, bazoy
lavado peritoneal).

3.4 Lavado peritoneal

Posterior a la eutanasia de los ratones, se realizaron dos lavados peritoneales, cada uno
con 5 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 0.2% v/v de suero fetal bovino (SFB),
2 g/L de bicarbonato de sodio y antibiético/antimicético (100 U/mL de penicilina, 100



ug/mL de estreptomicina y 0.25 ug/mL de anfotericina B). Los tubos se centrifugaron a
350 X g por 5 minutos a 4°C. Las células de la cavidad peritoneal (PEC, por peritoneal
exudate cells) obtenidas se suspendieron en 1 mL de medio, y se tomo una alicuota de
cada muestra para determinar su cantidad utilizando el contador automatico S6
Universal Analyzer — CTL, Inmunospot. Luego, las células se mantuvieron en hielo hasta
su procesamiento para analisis por citometria de flujo.

3.5 Citometria de flujo

Para ser analizadas por citometria de flujo, se sembraron 350 mil PEC de cada ratén por
pocillo, en placas de 96 pocillos fondo en V, y se mantuvieron en hielo durante todo el
procedimiento. Para poder determinar la viabilidad de las células, se las incub6 con 10
ul/pocillo del marcador de viabilidad Live/Dead™ Fixable Green Cell Stain Kit en PBS,
durante 10 minutos y a temperatura ambiente. A partir de este paso, las células se
mantuvieron protegidas de la luz. Luego, se bloquearon los receptores Fc con 15
ul/pocillo de 1 ug/ml de anti-CD16/CD32 (Biolegend) y suero normal de rata al 10% v/v
en solucién tampon de citometria (BSA al 0.5% m/v y EDTA 2 mM en PBS), durante 20
min. Luego del bloqueo, las células se incubaron con 25 ul/pocillo de una mezcla de
anticuerpos conjugados a fluorocromos en soluciéon tampon de citometria, durante 40
minutos, con la finalidad de marcar las moléculas de superficie de interés (ver tabla 2).
Luego de la tincidn, se realizaron dos lavados con solucién tampon de citometria a 350
x g durante 5 minutos a 4°C y se fijaron con 100 ul de paraformaldehido (PFA) al 1%
m/v. Por ultimo, se realizaron dos lavados en condiciones idénticas a las descritas
previamente, y las células se mantuvieron en la solucién tampoén de citometria a 4°C
hasta su analisis en el citometro de flujo.

Para la tincion intracelular, después de fijar con PFA y lavar las células, las mismas se
permeabilizaron con 100 ul/pocillo de la solucién de permeabilizacién (eBioscience,
Thermo), durante toda la noche a 4C. Posteriormente, las células se lavaron con
solucion de permeabilizacién, se marcaron con 50 ul/pocillo de la solucién del
anticuerpo anti-Ym-1 biotinilado (R&D Systems, ver Tabla 2), durante 40 minutos y se
lavaron dos veces mas. Por ultimo, se incubaron con 50 ul/pocillo de estreptavidina
conjugada a fluorocromo, durante 40 minutos, se lavaron dos veces, se resuspendieron
en 75 ul/pocillo de soluciéon tampédn de citometria y se conservaron a 4C hasta su
analisis por el citometro.

Para aquellas moléculas cuyo nivel de expresién en las condiciones de estudio era
desconocido (Ym-1 y PD-L1), se realizaron controles FMO (Fluorescence Minus One).
Para ello, se incubd una mezcla de células de cada grupo experimental con todos los
anticuerpos empleados en la tincién, excepto aquel dirigido contra la molécula de
interés. Este tipo de controles permiten corregir la superposicion de los espectros de
emision entre los fluorocromos utilizados.



Las muestras se adquirieron en un citometro FACS Canto II (BD Biosciences) y se
analizaron utilizando el paquete de software FlowJo. El nivel de expresién de las
moléculas de interés se estimé en términos de media geométrica, como la diferencia
entre la media geométrica de la intensidad de fluorescencia de las células positivas
para la molécula de interés y la de las células negativas para la misma. El limite entre
células positivas y negativas se estableci6 sobre la base de los controles (FMO).

En las Figuras 3.4 y 3.5 se muestran las estrategias de gating utilizadas en ambas
tinciones.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en la citometria de flujo.

MARCADO DE SUPERFICIE

Marca Clona Anticuerpo Fluorocromo = Dilucién final  Reactivo secundario
BioLegend CD5 Anti-CD19 APC Cy7 1/200 -
BioLegend BN8 Anti-F4/80 APC Cy7 1/300 -
BioLegend M1/70 Anti-CD11b BV510 1/400 -
BiolLegend m5/114.15.2 Anti-MHCII PerCP 1/400 -
BioLegend 517007L Anti-SiglecF PE 1/200 -
eBioscience HK1.4 Anti-Ly6c APC 1/200 -
eBioscience B20.1 Anti-TCRb PE Cy7 1/200 -
eBioscience 16-10al Anti-Ly6g APC 1/200 -
eBioscience MIH5 Anti-PDL1 PE 1/200 -
MARCADO INTRACELULAR
Marca Clona Anticuerpo Fluorocromo Dilucion final = Reactivo secundario
Estreptavidina
RND IgG policlonal de Anti-Ym1-biotina i 50yl conjugada a APC

(1/200)- ebioscience
(Thermo)

cabra
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Figura 3.4 Estrategia de gating para la tincion 1. Definicion de las distintas poblaciones celulares de la
cavidad peritoneal en funcién de la expresién de marcadores fenotipicos.
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Figura 3.5 Estrategia de gating para la tincion 2. Definicién de las poblaciones de monocitos/macréfagos
de la cavidad peritoneal, para luego medir la expresiéon de los marcadores Ym-1y PD-L1.

3.6 Extraccion de sangre

Una vez finalizado el lavado peritoneal, se realiz6 la extraccion de sangre desde la vena
cava inferior utilizando una jeringa de 1 mL con aguja calibre 27G. La sangre se dejo
coagular durante 1 hora a 37C, y toda la noche a 4°C. Luego, se centrifugd a 10.000 x g
durante 10 min a 4C. Se recuper6 el suero, y se centrifugd nuevamente para remover
posibles restos de coagulos. Las muestras obtenidas se almacenaron a -20°C para su
posterior analisis.



3.7 Recoleccion y procesamiento de bazo y nodos linfdticos

Se extrajeron ambos érganos y se procesaron en esterilidad, tratando de mantenerlos
en hielo el mayor tiempo posible. Para obtener las células en suspension, los érganos se
disgregaron entre 2 mallas de serigrafia (de 85 um de apertura de malla) inmersas en 2
mL de medio RPMI complementado con antibiético/antimicético (a la concentracién
mencionada previamente). La disgregacion se realizd raspando con una pinza. Las
células recuperadas se centrifugaron a 350 x g durante 5 min a 4°C. Luego de este paso,
difiere el protocolo para cada 6rgano.

Para el bazo: se lisaron los eritrocitos mediante el agregado de 3 mL/bazo de buffer de
cloruro de amonio (NH4Cl) 0.168 M durante 2 minutos. Luego, se diluy? el reactivo de
lisis por el agregado de 30 mL de medio RPMI y las células se centrifugaron a 350 x g
por 5 minutos a 4°C. Al finalizar la centrifugacion, las células se suspendieron en 10 mL
de medio de cultivo para determinar la concentraciéon de células (idem “Lavado
peritoneal”), y luego suspenderlas de modo de obtener una concentracién final de 2 x
1077 células/mL en medio RPMI suplementado con SFB al 10 % (v/v), HEPES 10 mM,
beta-mercaptoetanol 55 uM y una mezcla de antibidtico/antimicotico (medio de
re-estimulacion)

Para nodos: las células obtenidas se centrifugaron, se suspendieron en 2 mL de medio
RPMI y se determiné la concentraciéon de las mismas (idem “Lavado peritoneal”).
Finalmente, se prepar6 una suspension con una concentracion de 1 x 10A7 células/mL
en medio de re-estimulacién

3.8 Re-estimulacion ex vivo de esplenocitos y células de nodos linfdticos

Se cultivaron 2 millones de células de bazo o 1 millén de células de nodo mesentérico
por pocillo en placas Greiner de 96 pocillos fondo plano. Se evaluaron 2 contextos
diferentes: las células cultivas en medio RPMI (control), o las células cultivadas con el
estimulo de OVA a 100 ug/mL (volumen final 200 uL). Se incubaron durante 72 horas a
37°C en una atmosfera al 5% de CO2, y luego se recuperaron los sobrenadantes y se
almacenaron a -20°C para el posterior andlisis de citoquinas.

3.9 Cuantificacion de citoquinas mediante la técnica ELISA

Las citoquinas presentes en los sobrenadantes recuperados tras la re-estimulaciéon ex
vivo de las células de bazo y nodo mesentérico se cuantificaron mediante ELISA. Se
utilizaron kits comerciales (tabla 3), siguiendo las instrucciones indicadas por el



fabricante. Para IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y se uso6 el DuoSet™ ELISA System de RnD
Systems. Para IL-5 se utilizé el kit OptEIA™ de BD Biosciences.

Brevemente, se sensibilizaron placas de alta afinidad Greiner de 96 pocillos con 50 uL
de anticuerpo de captura correspondiente, diluido en la solucién tampoén indicada por
el fabricante (ver Tabla 3) durante toda la noche a 4°C. Luego, se bloquearon los
pocillos con 100 ul de la solucién de bloqueo adecuada (ver tabla 1), durante 2 horas a
temperatura ambiente. Una vez bloqueados, los pocillos se incubaron con 50 ul de los
sobrenadantes de cultivo de esplenocitos, células de nodo o diluciones seriadas de los
estandares de citoquinas, por 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 C.
Seguido, los pocillos se incubaron con 50 ul del anticuerpo de detecciéon diluido en la
solucién tampédn correspondiente (ver tabla 3), durante 2 horas a temperatura
ambiente. Luego se incubaron con 50 ul de estreptavidina conjugada a peroxidasa, por
20 minutos a temperatura ambiente, con la placa protegida de la luz. Finalmente se
realiz6 el revelado de la placa, para lo cual se utilizé 0.1 mg/mL tetrametilbencidina
(TMB) y 0.005% (v/v) de H,0, como sustrato de la enzima en una soluciéon tampoén
acetato pH=5, 100 uL/pocillo. Se detuvo la reaccién colorimétrica mediante el agregado
de 50 uL de H,SO, 2 N y luego se midi6 la densidad Optica a 450nm. Entre todos los
pasos (excepto la detencion de la reaccién colorimétrica) se realizaron de 3 a 5 lavados
(segun las recomendaciones del fabricante) con PBS-0.05% (m/v) Tween 20.

Tabla 3. Kits de ELISA utilizados para la determinacién de citoquinas.

Concentracion Marca del kit y

. . AC de maxima del AC de Estreptavidina .,
Citoquina Bloqueo . L. - numero del
captura estandar deteccion peroxidasa X
(pg/mL) catalogo
1% (m/v) 1/60 en 1% 0
IL-10 i 1P2E?Se” BSA en 2000 (m/v) BSA en 1/‘ézosine1n/;>é3né/ v R&D DY417
PBS PBS
1% (m/v)
1/120 en 1/60 en 1% 1/40 en 1% (m/v)
L PBS e o BSA en PBS BSA en PBS ROV AR
1% (m/v) 1/60 en 1% o
IL-17 L 2o2N  BSAen 1000 (m/v) BSA en 1/‘5082”81]/;,%/ v R&D DY421
PBS PBS
1/60 en 0,1% %
1% (miv) (M/v) BSA, 1/40 en 0,10/0 (m/v)
1/120 en A BSA, 0,05% (m/v)
IFN-Y BSA en 2000 0,05% (m/v) R&D DY485
PBS Tween 20 en Buffer
PBS Tween 20 en Tris
Buffer Tris
1/250 en 10% SFB 1/250 en 10% 2
IL-5 Buffer  (viv)en 1000 (viv)SFBen | 17250 ¢en 10% (viv) BD 555236

carbonato PBS PBS SFB en PBS



3.10 Deteccion de inmunoglobulinas G

A partir del suero obtenido tras el procesamiento de la sangre, se midi6 la presencia de
inmunoglobulinas G mediante un ensayo de ELISA. Para ello, se sensibilizaron placas
Greiner de alta afinidad de 96 pocillos con 50 ul de OVA a una concentracién de 10
ug/mL en PBS durante toda la noche a 4°C. Luego, se bloqued con 100 ul de 1% (m/v)
BSA en PBS por 2 horas a temperatura ambiente. En los pasos subsiguientes todos los
reactivos fueron diluidos en 1% (m/v) BSA en PBS, a menos que se aclare lo contrario.
Posteriormente, se incubaron los pocillos con 50 ul de las distintas muestras de suero a
la dilucién correspondiente (ver tabla 4), durante toda la noche a 4°C. Posterior a las
muestras, los pocillos se incubaron con 50 ul del anticuerpo de deteccién a una
concentracion de 0.1 ug/mL (excepto para IgG totales que la concentracion fue de 0.05
ug/mL), por 1 hora a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se incubaron los
pocillos con 50 ul del conjugado de estreptavidina-HRP 1ug/mL (Thermo), por 1 hora a
temperatura ambiente y protegido de la luz. Por ultimo, se realizd el revelado de
manera idéntica a lo ya explicitado en la seccién 3.9. Entre todos los pasos (excepto la
detencion de la reaccion colorimétrica) se realizaron de 3 a 5 lavados con PBS-0.05%
(m/v) Tween 20.

Para los anticuerpos IgG totales, IgG1, IgG2b, IgGac e IgG3 anti-OVA se utilizaron
anticuerpos policlonales biotinilados de Southern Biotech, que detectan al anticuerpo
en estudio, y estreptavidina-HRP (Thermo).

3.11 Deteccion de inmunoglobulinas E totales

Para las IgE totales se realiz6 un ensayo de ELISA de captura. Para ello, se
sensibilizaron placas Greiner de alta afinidad de 96 pocillos con 50 ul de anticuerpo de
captura a una concentracién de 2 ug/mL en PBS, durante toda la noche a 4°C. Luego, se
bloquearon los pocillos con 100 ul de 1% (m/v) BSA en PBS, durante 2 horas a
temperatura ambiente. En los pasos subsiguientes todos los reactivos fueron diluidos
en 1% (m/v) BSA en PBS, a menos que se aclare lo contrario. Una vez bloqueado, se
incubaron con 50 ul de las muestras de suero a las diluciones correspondientes (ver
tabla 4) o con diluciones seriadas del estandar, partiendo de 2 ug/mL de IgE durante
toda la noche a 4°C. Luego se incubaron los pocillos con 50 ul del anticuerpo de
deteccién a una concentracion de 2 ug/mL, por 1 hora a temperatura ambiente. Por
ultimo, se incubéd con 50 ul del conjugado estreptavidina-HRP a una concentracién de 1
ug/mL (Thermo), por 30 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz y se
llevo a cabo el revelado de manera idéntica a lo detallado en la seccion 3.9. Entre todos
los pasos (excepto la detencion de la reaccion colorimétrica) se realizaron de 3 a 5
lavados con PBS-0.05% (m/v) Tween 20.



Tabla 4. Kits de ELISA utilizados para la determinacién de inmunoglobulinas anti-OVA en

sangre.

Marca

Southern
Biotech

Southern
Biotech

Southern
Biotech

Southern
Biotech

Southern
Biotech

BD
Pharmingen

Inmunoglo-
bulina

IgG1

1gG2b

IgG2c

IgG3

IgG totales

IgE totales

Tipo de
ELISA

Indirecto

Indirecto

Indirecto

Indirecto

Indirecto

Captura

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

Analisis estadistico

Dilucion
ca p;ﬁra* inicial del
P suero**
1/60
1/20
1/20
1/20
1/100
AC anti
IgE de
ratéon 1720
(2ug/ml)

Dilucion
es
seriadas

%%

Ya

Ya

AC de
deteccion**

Anti IgG1 de
ratén (origen
cabra) (0,1
ug/mL)
Anti [gG2b de
raton (origen
cabra) (0,1
ug/mL)
Anti lgG2c de
raton (origen
cabra) (0,1
ug/mL)
Anti IgG3 de
ratén (origen
cabra) (0,1
ug/mL)
Anti IgG de
ratén (origen
cabra) (0,05
ug/mL)
Anti IgE de
raton biotinilado

(origen rata)
(2ug/ml)

Conjugado**

Estreptavidina-HR
P (1 ug/mL)

Estreptavidina-HR
P (1 ug/mL)

Estreptavidina-HR
P (1 ug/mL)

Estreptavidina-HR
P (1 ug/mL)

Estreptavidina-HR
P (1 ug/mL)

Estreptavidina-HR
P (1 ug/mL)

Se realizaron dos tipos de analisis estadisticos (software Graphpad Prism 8), segtn la
cantidad de grupos experimentales. Los experimentos en los que se compararon dos
grupos de ratones se analizaron aplicando el test no paramétrico de Mann-Whitney.
Los experimentos en los que se compararon mas de dos grupos de ratones se
analizaron aplicando el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. En aquellos casos en
que este test arrojo un valor p menor a 0.05, se aplico el post test de Dunn y se
ajustaron los valores de p por multiplicidad para comparaciones multiples utilizando el
método de Bonferroni. En todos los graficos de esta tesis los simbolos *, ** *** y

***%* representan valores de p < a 0.05, 0.01, 0.001y 0.0001, respectivamente.



4. Resultados

4.1 Evaluacion de la capacidad del entorno inmunosuprimido inducido por wpLL
de afectar la respuesta posterior a OVA inyectada en condiciones inmunogénicas
(aliimina como adyuvante)

Como se describié en la introduccién, la inyeccidén intraperitoneal del material
particulado de la CL logra replicar el ambiente inmunosupresor inducido por la
infeccion experimental con hidatides de E. granulosus® (tesis de doctorado de L.
Grezzi).

En este capitulo de la tesina evaluamos las consecuencias de condicionar la cavidad
peritoneal con wpLL sobre la capacidad del sistema inmune de inducir una respuesta
contra otro antigeno (ovoalbimina, OVA) inyectado posteriormente en condiciones
inflamatorias (inducidas por alimina). Asi, evaluamos las PEC, la respuesta de los
linfocitos T presentes en el bazo y en los nodos linfaticos drenantes (mediante
determinacion del patron de citoquinas producidos al re-estimular in vitro con OVA), y
la respuesta de los linfocitos B (evaluada en relacién al titulo e isotipo de los
anticuerpos anti-OVA producidos).

Para la correcta comprension de los resultados es necesario tener en cuenta las
consecuencias de la inyeccién de OVA junto con alimina. Cuando la alimina se inyecta
en la cavidad peritoneal causa una respuesta inflamatoria que puede ser observada en
términos de la reaccién de desaparicion de macréfagos grandes (LPM, por large
peritoneal macrophages) y el reclutamiento de neutrofilos, eosinéfilos y monocitos®~°.
Ademas, la alimina induce la activaciéon de las DC, aumentando su capacidad de
captaciéon de antigenos y promoviendo su migraciéon hacia los nodos linfaticos
drenantes, favoreciendo asi la presentacién de Ag y la induccién de una respuesta Th2
fuerte, en la que particularmente se producen anticuerpos de isotipo IgG1 e IgE®+”,

4.1.1 Evaluacion de los efectos a nivel de las poblaciones celulares presentes en
la cavidad peritoneal

Analizamos los efectos sobre las PEC para evidenciar si algunas de las caracteristicas
del entorno inmunosuprimido inducido por las inyecciones de wpLL se mantenian
luego de la inyeccién de alimina, o incluso si afectaba la respuesta a este estimulo
inflamatorio. Este analisis se llevé adelante mediante citometria de flujo. Las células se
definieron de acuerdo a la expresiéon de marcadores fenotipicos: linfocitos B (CD19"),
linfocitos T (TCR-B*), monocitos (Ly6C"), eosinéfilos (SiglecF*), neutréfilos (Ly6G*) y
los dos principales tipos de macréfagos presentes en este tejido (descritos mas
adelante): LPM (F4/80"9" MHCII"") y SPM (por small peritoneal macrophages, F4/80""
MHCII"). La estrategia de gating utilizada se muestra en la seccién 3.5 de Materiales y
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métodos. En la figura 4.2 se presentan dot plots representativos de cada grupo para
visualizar la dinamica de las poblaciones segin sus marcadores.

En primer lugar, los resultados muestran una tendencia a la baja en la cantidad de
células en la cavidad peritoneal para todos los grupos que recibieron alimina (ver
figura 4.1) en comparacién con el control. La disminucién de células en la cavidad
peritoneal se debe principalmente a la pérdida de linfocitos B y T, y de macréfagos
LPM; aun a pesar de inducir el reclutamiento de nuevas células al sitio, tales como
neutréfilos, monocitos y eosindfilos (ver figura 4.2 y 4.3). Vale la pena remarcar que
solo en el caso de la poblacion de eosindfilos, observamos un aumento diferencial en el
numero de estas células en los grupos que fueron condicionados con wpLL. Pareceria
que en relacién a este parametro se podrian estar sumando las respuestas a la alimina
y al material parasitario, ambos inductores de respuestas tipo 2, en las que los
eosindfilos estan fuertemente involucrados.
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Figura 4.1: La alimina disminuye el nimero de células de la cavidad peritoneal. Andlisis de los nimeros
de células totales presentes en la cavidad peritoneal. Se muestran los resultados para los 5 lotes de
ratones, que recibieron 5 inyecciones de wpLL ip, espaciadas por 3/4 dias (o PBS como control), y 24 horas
luego de la dltima inyeccién, una inyeccién intraperitoneal con PBS, alimina (Alum) u OVA/alimina
(desafio). En el grafico, los lotes se distinguen con colores de acuerdo a la combinacién de inyecciones:
PBS-PBS (gris); PBS-alumina (azul); wpLL-alimina (marrén); PBS-OVA/alimina (verde);
wpLL-OVA/alimina (violeta). Se destaca la mediana de los valores obtenidos en un nico experimento. E1
analisis estadistico se realizé mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis con pos-test de Dunn (*
representa valores de p < 0.05).
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Figura 4.2 Andlisis de las poblaciones celulares presentes en la cavidad peritoneal. La identificacion se
hizo de acuerdo a la expresién de marcadores fenotipicos de cada poblacién celular siguiendo la estrategia
de gating detallada en la seccién 3.5 de Materiales y métodos. Se muestran dot plots representativos para
cada grupo de ratones.
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Figura 4.3 La alimina altera los niimeros de los distintos tipos celulares presentes en la cavidad
peritoneal. Andlisis de los nimeros de LT, LB, eosinéfilos y neutrofilos totales presentes en la cavidad
peritoneal. Se muestran los resultados para los 5 lotes de ratones, que recibieron 5 inyecciones de wpLL ip
espaciadas por 3/4 dias (o PBS como control), y 24 horas luego de la tltima inyeccién, una inyeccién
intraperitoneal con PBS, alimina (alum) u OVA/altimina (desafio). En el grafico los lotes se distinguen con
colores de acuerdo a la combinacién de inyecciones: PBS-PBS (gris); PBS-alimina (azul); wpLL-altimina
(marrén); PBS-OVA/alimina (verde); wpLL-OVA/alimina (violeta). Se destaca la mediana de los valores
obtenidos en un Unico experimento. El analisis estadistico se realizé6 mediante el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis con pos-test de Dunn (** representa valores de p < 0.01).

En cuanto a las poblaciones de macréfagos, dentro de la cavidad peritoneal se logran
definir dos subgrupos principales: los LPM y los SPM. Los LPM representan el
subgrupo mas abundante en condiciones basales, se originan a partir de precursores
embrionarios que se mantienen localmente mediante proliferacién y presentan
fenotipos diversos dependiendo su fenotipo de la expresion de factores de
transcripcion especificos inducidos por seflales derivadas del tejido. En cambio, los
SPM, un subgrupo minoritario en la cavidad no estimulada, se generan a partir de los
monocitos circulantes, derivados de la médula d6sea. En respuesta a estimulos
infecciosos o inflamatorios, la proporcién de estas poblaciones se altera drasticamente:



los LPM desaparecen y los SPM se convierten en la poblacién predominante, junto con
sus precursores, los monocitos recientemente reclutados desde la sangre al tejido®6-"°.
La Figura 4.4 muestra que tras la inyeccion de la alimina, la cantidad de LPM cae
abruptamente, e inesperadamente los SPM también disminuyen.
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Figura 4.4 La almina induce el reclutamiento de monocitos y una caida abrupta de la poblacion de
macrofagos. Analisis de los nimeros de monocitos y subtipos de macréfagos totales presentes en la
cavidad peritoneal. Se muestran los resultados para los 5 lotes de ratones, que recibieron 5 inyecciones de
wpLL ip espaciadas por 3/4 dias (o PBS como control), y 24 horas luego de la Gltima inyeccién, una
inyeccion intraperitoneal con PBS, alimina (alum) u OVA/alimina (desafio). En el grafico los lotes se
distinguen con colores de acuerdo a la combinacion de inyecciones: PBS-PBS (gris); PBS-altimina (azul);
wpLL-altimina (marrén); PBS-OVA/alimina (verde); wpLL-OVA/alimina (violeta). Se destaca la mediana
de los valores obtenidos en un Unico experimento. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis con pos-test de Dunn (*, ** y *** representan valores de p < 0.05, 0.01y
0.001, respectivamente).

Por otro lado, en las poblaciones de monocitos y macréfagos SPM evaluamos la
expresion de Ym-1y PD-L1, marcadores del fenotipo M2 y M2-like con sesgo supresor,
respectivamente. Para ello, se realiz6 la estrategia de definicién de las células que se
muestra en la seccién 3.5 de Materiales y métodos. En las Figuras 4.5 V 4.6 se muestran
dot plots representativos de las células estudiadas para cada lote de ratones, para cada
uno de los marcadores evaluados. Para cada marcador se midi6 el porcentaje de células
que lo expresan. Para los macréfagos SPM se observa que la alimina induce un
aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1, y que ese aumento es ain
mayor en los grupos condicionados con wpLL.
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Figura 4.5 Evaluacion de la expresion de Ym-1 en las poblaciones de monocitos y macrofagos SPM. Se
muestra un ejemplo del analisis de la expresiéon del marcador en los 5 lotes de ratones. En la fila superior
de dot plots se muestran los controles FMO correspondientes a cada lote de ratones, y en la fila inferior un
grafico representativo de los resultados para cada uno de dichos lotes: PBS-PBS ; PBS-alimina ;
wpLL-alimina ; PBS-OVA/alimina ; wpLL-OVA/altmina.
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Figura 4.6 Evaluacion de la expresion de PD-L1 en las poblaciones de monocitos y macrofagos SPM. Se
muestra un ejemplo del analisis de la expresiéon del marcador en los 5 lotes de ratones. En la fila superior
de dot plots se muestran el control FMO aplicado a todos los grupos de ratones, y en la fila inferior un
grafico representativo de los resultados para cada uno de dichos lotes PBS-PBS ; PBS-alimina ;
wpLL-alimina ; PBS-OVA/alimina ; wpLL-OVA/altmina.
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Figura 4.7: El condicionamiento con wpLL aumentaria el nimero de SPM PD-L1+ o Ym-1+ con respecto
a la inyeccion de alimina. Analisis del porcentaje de macr6fagos SPM que expresan los marcadores PD-L1
y Ym-1. Se muestran los resultados para los cinco lotes de ratones, que recibieron 5 inyecciones de wpLL ip
espaciadas por 3/4 dias (o PBS como control), y 24 horas luego de la tltima inyeccién, una inyeccién
intraperitoneal con PBS, alimina (alum) u OVA/altimina (desafio). En el grafico los lotes se distinguen con
colores de acuerdo a la combinacién de inyecciones: PBS-PBS (gris); PBS-alimina (azul); wpLL-altimina
(marrén); PBS-OVA/alimina (verde); pLL-OVA/alimina (violeta). Se destaca la mediana de los valores
obtenidos en un Unico experimento. El analisis estadistico se realizé6 mediante el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis con pos-test de Dunn (* representa valores de p < 0.05).

De la misma manera, se analiz6 la expresién de Ym-1 (figura 4.7). Se destaca el
aumento del porcentaje de células positivas para Ym-1 en el grupo que recibié wpLLy
luego altmina, aunque llamativamente no se observa lo mismo en el grupo
condicionado con wpLL y desafiado con OVA/alum. Como los resultados corresponden
a un experimento Unico seria importante repetirlo y confirmar que se produce este
fendmeno.

4.2 Evaluacion de la respuesta de las células T a nivel de bazo y nodo
mesentéricos

A partir de la extraccién de bazos y nodos de cada ratén, se obtuvieron las células y se
incubaron in vitro en presencia de medio de cultivo u OVA, por 72 horas. Luego se
analizo el patron de citoquinas producido en los sobrenadantes de cultivo. Las células
cultivadas en medio, sin estimulo adicional, brindan informacién sobre el estado en el
que se encontraban las células en el tejido en el momento de la extraccion, tras la
estimulacion in vivo. Las células re-estimuladas ex vivo con OVA brindan informacién
sobre la polarizacién de su respuesta ante un nuevo contacto con el antigeno.

A nivel del bazo observamos que, cuando las células son cultivadas solo con medio de
cultivo, Unicamente aquellas provenientes de ratones condicionados con wpLL
producen citoquinas, especificamente las asociadas a la respuesta Th2: IL-5, IL-13 e
IL-10 (ver Figura 4.8). Por otro lado, al re-estimular con OVA a los esplenocitos



provenientes de los ratones condicionados con PBS o wpLL y luego inyectados con
alimina (sin OVA), responden igual que las células incubadas con medio. Esto parece
indicar que la re-estimulacién con OVA para estos grupos es irrelevante, es decir, la
produccién de citoquinas es consecuencia de la exposicién a wpLL in vivo, que se
mantiene por al menos 7 dias posterior a la Gltima inyecciéon con el material
parasitario. Por su parte, como era esperable, las células correspondientes a los ratones
del grupo condicionado con PBS y desafiado con OVA/Alum, que no producian estas
citoquinas al ser incubadas en medio, si lo hacen en respuesta a la re-estimulaciéon
especifica con OVA. Finalmente, los resultados observados en el caso de las células del
grupo de ratones condicionado con wpLL y desafiado con OVA/Alum, sugieren que el
condicionamiento con wpLL no afecta negativamente la respuesta T a OVA, y que existe
una suma de la produccién de citoquinas inducida en respuesta a cada uno de los
antigenos (WpLL y OVA).

También se evalu6 la produccién de IFN-y e IL-17, citoquinas asociadas a las respuesta
Th1 y Thi17 respectivamente, pero no fueron detectadas en ninguna de las condiciones
(resultados no mostrados).

En cuanto a la evaluacién de la respuesta de las células de los nodos linfaticos
mesentéricos, a pesar de que se observaron diferencias cuantitativas con respecto a la
respuesta de las células de bazo, se determiné el mismo patrén de respuesta, incluso en
términos de la aditividad en la produccién de las citoquinas asociadas a la respuesta
Th2 para cada uno de los antigenos (ver figura 4.9). De igual manera, en ninguna de las
condiciones observamos produccion de IL-17 e IFN-y (resultados no mostrados).
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Figura 4.8: La respuesta de los linfocitos T de bazo inducida por wpLL persiste en el tiempo, sin afectar
la respuesta a OVA. Andlisis de la respuesta de las células T de bazo. Se midi6 la concentracién de las
citoquinas producidas por los esplenocitos luego de la incubacién con medio (graficos con fondo naranja)
o la re-estimulaciéon con OVA (graficos con fondo lila). Se muestran los resultados del analisis de IL-13,
IL-5 e IL-10 para los 5 lotes de ratones que recibieron 5 inyecciones intraperitoneales de wpLL espaciadas
por 3/4 dias (o PBS como control), y 24 horas luego de la tltima inyeccidén, una inyeccién intraperitoneal
con PBS, alimina (alum) u OVA/alimina (desafio). En el grafico los lotes se distinguen con colores de
acuerdo a la combinacién de inyecciones: PBS-PBS (gris); PBS-alimina (azul); wpLL-alimina (marrén);
PBS-0OVA/aliimina (verde); pLL-OVA/alimina (violeta). Se destaca la mediana de los valores obtenidos en
un Unico experimento. El andlisis estadistico se realizé mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
con pos-test de Dunn (* y ** representan valores de p < 0.05y 0.01, respectivamente).
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Figura 4.9: La respuesta inducida por wpLL en los linfocitos T de nodo mesentérico persiste en el
tiempo, sin afectar la respuesta a OVA. Andlisis de la concentracién de citoquinas producidas por las
células de los nodos mesentéricos luego de la incubacién con medio (graficos con fondo naranja) o la
re-estimulacién con OVA (graficos con fondo lila). Se muestran los resultados del analisis de IL-13, IL-5 e
IL-10 para los 5 lotes de ratones, que recibieron 5 inyecciones intraperitoneales de wpLL espaciadas por
3/4 dias (o PBS como control), y 24 horas luego de la tltima inyeccién, una inyeccién intraperitoneal con
PBS, alimina (alum) u OVA/alimina (desafio). En el grafico los lotes se distinguen con colores de acuerdo
a la combinaciéon de inyecciones: PBS-PBS (gris); PBS-alimina (azul); wpLL-alimina (marrén);
PBS-0OVA/aliimina (verde); pLL-OVA/alimina (violeta). Se destaca la mediana de los valores obtenidos en
un Unico experimento. El analisis estadistico se realizé mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
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con pos-test de Dunn (* y ** representan valores de p < 0.05 y 0.01, respectivamente).



4.3 Evaluacion de la respuesta de células B: produccion de anticuerpos
especificos contra OVA

A partir del suero de cada ratén, analizamos la respuesta de anticuerpos IgG y de sus
diferentes subclases (IgGi, IgG2b, IgG2c, IgG3) especificos contra OVA y la
concentracion de IgE totales.

Para evaluar la respuesta de IgG y sus subtipos en el ELISA se realizaron 8 diluciones
seriadas de cada muestra de suero (ver tabla 4). Para comparar la respuesta entre los
diferentes grupos de ratones y obtener los graficos correspondientes, se eligio
contrastar los valores de absorbancia a la dilucién que evidenciara mas claramente la
diferencia entre los grupos control y tratado.

Para evaluar la produccién de IgE, realizamos un ensayo para determinar la
concentracion de anticuerpos totales de este isotipo en suero y no los especificos
contra OVA. Esto se debe a que en un ELISA para determinar el titulo de IgE especifica,
al estar estas inmunoglobulinas menos representadas en el suero, los valores
obtenidos podrian estar subestimados debido a la competencia de las IgG
(mayoritarias) por la unién al antigeno adsorbido a la placa. Por otro lado, las IgE se
encuentran normalmente en muy baja concentracién en sangre por lo que ,en nuestros
experimentos, un aumento en la cantidad de IgE total, seria indicativo de la produccién
de las mismas en respuesta a la inyeccién de OVA o los antigenos presentes en wpLL.

En la Figura 4.10 se muestran los resultados del analisis de los sueros. Se representan
los dos grupos que fueron desafiados con OVA/alum: el condicionado con PBS y el
condicionado con wpLL. Al analizar la IgG y las subclases correspondientes
observamos una tendencia (sin sustento estadistico) a que el condicionamiento con
wpLL disminuye la produccién de IgG y sus subtipos, exceptuando la IgG3. En
contraparte, cuando analizamos la concentracién de IgE totales no podemos extraer
ningln resultado concluyente, ya que los valores presentan una dispersiéon muy
grande, repartiéndose en dos conjuntos extremos.

El analisis de los sueros de los ratones que no fueron desafiados con OVA no se muestra
debido a que, como era esperable, no detectamos la presencia de anticuerpos contra
este antigeno para ninguno de los isotipos. De igual manera tampoco detectamos
produccién de IgE en estos grupos. Esta Gltima observacion indica que a pesar de que
wpLL induce una respuesta Th2 , no se induce una respuesta detectable de anticuerpos
IgE contra el mismo.
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Figura 4.10 El condicionamiento con wpLL afectaria negativamente la respuesta de anticuerpos IgG
anti-OVA. Comparacién de la respuesta de anticuerpos IgE, IgG, v los subtipos IgG1, IgG2b, IgGac e IgG3,
por ELISA. En cada grafico se muestra el valor de la densidad éptica (DO) a la dilucién de suero
seleccionada para la comparacién (detallada en el subtitulo de cada gréfico), excepto para IgE totales, que
se cuantificaron en forma absoluta (pg/mL). Se muestran los resultados para 3 de los 5 lotes totales de
ratones, que recibieron 5 inyecciones intraperitoneales de wpLL espaciadas por 3/4 dias (o PBS como
control), y 24 horas luego de la dltima inyeccién, una inyeccién intraperitoneal con PBS u OVA/alimina
(desafio). En el grafico los lotes de ratones se distinguen con colores de acuerdo a la combinacién de
inyecciones: PBS-PBS (gris); PBS-OVA/alimina (verde); wpLL-OVA/alimina (violeta). Los resultados
provienen de un Unico experimento. El andlisis estadistico se realizé mediante el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis con post-test de Dunn; no se observaron diferencias estadisticamente significativas.



4.2 Evaluacion de la capacidad del entorno inmunosuprimido inducido por wpLL
de inducir tolerancia frente a un antigeno modelo (OVA) co-administrado

En este segundo objetivo, evaluamos si el ambiente inmunosuprimido inducido por las
multiples inyecciones de wpLL, en el que se sumé OVA a la tltima dosis del material
parasitario, determinaba la generacién de tolerancia al antigeno, que se evaluaria mas
tarde, al inyectar OVA en condiciones inmunogénicas. Si hubiera induccién de
tolerancia, se deberia promover la diferenciacién de linfocitos pTreg, que en un
segundo encuentro con el antigeno limitarian la activacién de los LT efectores. En esta
tesina, para evaluar la generacién de tolerancia frente a OVA luego de llevar adelante el
esquema de inyecciones detallado en la figura 3.3 de Materiales y métodos, analizamos
la capacidad de respuesta de los LT presentes en el bazo y los nodos linfaticos
drenantes, evaluando los niveles de citoquinas producidas al re-estimular in vitro con
OVA. Ademas, evaluamos la respuesta de los linfocitos B mediante la cuantificacion de
los anticuerpos anti-OVA en suero.

4.2.1 Evaluacion de la respuesta de las células T a nivel de bazo y nodo
mesentéricos

Se siguié el mismo procedimiento que para el experimento anterior. Los resultados
obtenidos muestran el mismo patréon de producciéon de citoquinas que observamos
previamente: para las células mantenidas en medio, en el grupo condicionado con PBS
no se detectd producciéon de citoquinas, mientras que en el grupo condicionado con
wpLL si hay produccion de IL-5, IL-13 e IL-10, lo que reafirma que hay una respuesta a
WwpLL que se mantiene por dias. Por otro lado, las células de los ratones re-estimulados
con OVA produjeron una respuesta polarizada a Th2, con niveles mas altos de
produccién en aquellas provenientes del grupo condicionado con wpLL, lo que sugiere
nuevamente un comportamiento aditivo de la respuesta causada por wpLL a la de la
OVA/alum (ver figura 4.11).

El analisis del patréon de expresién de citoquinas en las células de los nodos
mesentéricos muestra una produccién similar a lo que sucede en bazo, solo que en
menor cantidad. Ademas difiere en que en el grupo condicionado con PBS, al ser
re-estimulado con OVA no se detecta ninguna citoquina (ver figura 4.12).
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Figura 4.11. La respuesta inducida por wpLL en los linfocitos T del bazo persiste en el tiempo, sin afectar
la respuesta a OVA. Determinacion de la concentraciéon de citoquinas producidas por esplenocitos luego de
la incubacién con medio (porcién de grafico con fondo naranja) o re-estimuladas con OVA (porcién de
grafico con fondo violeta). Se muestran los resultados para los 2 lotes de ratones que recibieron 4
inyecciones ip de wpLL espaciadas por 3/4 dias (o PBS como control), una co-inyeccién ip con wpLL y OVA
/4 dias més tarde, y finalmente una inyeccién ip con OVA/Alum (desafio) 7 dias después de la co-inyeccién.
En el grafico los lotes se distinguen con colores de acuerdo a la combinacién de inyecciones:
PBS-PBS/OVA-QOVA/alimina (verde); wpLL-wpLL/OVA-OVA/alimina (violeta). Se destaca la mediana de
los valores obtenidos en un Unico experimento. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis con pos-test de Dunn (** y *** representan valores de p < 0.01 ¥ 0.001,
respectivamente).
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Figura 4.12. La respuesta inducida por wpLL en los linfocitos T del nodo mesentérico persiste en el
tiempo, sin afectar la respuesta a OVA. Analisis de la concentracién de citoquinas producidas por las
células de nodos mesentéricos luego de la incubacién con medio (porcién de grafico con fondo naranja) o
la re-estimulacién con OVA (porcién de grafico con fondo violeta). Se muestran los resultados para los 2
lotes de ratones que recibieron 4 inyecciones ip de wpLL espaciadas por 3/4 dias (o PBS como control), una
co-inyeccién ip con wpLL y OVA 4 dias mas tarde, y finalmente una inyeccién ip con OVA/alimina
(desafio) 7 dias después de la co-inyeccion. En el grafico los lotes se distinguen con colores de acuerdo a la
combinacién de inyecciones: PBS-PBS/OVA-OVA/alimina (verde); wpLL-wpLL/OVA-OVA/alimina
(violeta). Se destaca la mediana de los valores obtenidos en un Gnico experimento. El andlisis estadistico se
realizé mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis con pos-test de Dunn (* representa valores de p
< 0,05).



4.2.2 Evaluacion de la respuesta de células B: produccion de anticuerpos especificos
contra OVA

Para el analisis de los anticuerpos se siguié el mismo procedimiento y andlisis que para
el experimento anterior. En este ensayo, los resultados no se asemejan a los de dicho
experimento, sino que se observa un aumento estadisticamente significativo en la
produccién de anticuerpos de los ratones condicionados con wpLL, tanto para IgG
totales como para IgG1 especificos para OVA (ver figura 4.13).
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Figura 4.13. El condicionamiento con wpLL parece favorecer la respuesta de anticuerpos especifica para
OVA. Comparacién de la respuesta de anticuerpos IgE, IgG, vy los subtipos IgG1, IgG2b, IgG2c e 1gG3, por
ELISA. En cada grafico se muestra el valor de la densidad 6ptica (DO) a la dilucién de suero seleccionada
para la comparacién (detallada en la parte superior de cada grafico), excepto para IgE totales, que se
cuantific6 en forma absoluta (pg/mL). Se muestran los resultados para los 2 lotes de ratones que
recibieron 4 inyecciones ip de wpLL espaciadas por 3/4 dias (o PBS como control), una co-inyeccién ip con
WpLL y OVA 4 dias més tarde, y finalmente una inyeccién ip con OVA/alimina (desafio) 7 dias después que
la co-inyeccién. En el grafico los lotes se distinguen con colores de acuerdo a la combinacién de
inyecciones: PBS-PBS/OVA-OVA/alimina (verde); wpLL-wpLL/OVA-OVA/alimina (violeta). Se destaca la
mediana de los valores obtenidos en un tnico experimento. El analisis estadistico se realizé mediante el
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test no paramétrico de Mann-Whitney (** representa valores de p < 0.01).



5. Discusion

En los ultimos 20 afios, nuestro grupo de investigaciéon se ha enfocado en la
caracterizacion de los componentes de la hidatide de Echinococcus granulosus y el
estudio de sus mecanismos de evasiéon de la respuesta inmune del hospedero,
particularmente en relacién a su interaccion con células del sistema inmune innato,
como macrofagos y CD%%9, Mas recientemente, el grupo determind que una exposicién
persistente con una preparacion de particulas de la CL (inyecciones multiples de wpLL)
en la cavidad peritoneal replica el ambiente inmunosuprimido inducido localmente en
infecciones experimentales®® (resultados de la tesis doctoral en curso de L. Grezzi). En
ambos casos, se observé la presencia de poblaciones de monocitos/macrofagos con
fenotipos M2-like de tipo supresor (y también células dendriticas con este fenotipo,
tesina de Analia Oleggini), expansién de poblaciones de linfocitos Treg y LT efectores
CD4+PD-1+, y presencia de citoquinas anti-inflamatorias como TGF-B e IL-1Ra,
destacando asi la contribuciéon crucial de los componentes de la CL a la
inmunosupresion.

Distintos grupos de investigacién trabajando en el area de la inmunologia de las
infecciones por helmintos han demostrado que estos parasitos, e incluso sus
componentes purificados, al inhibir la respuesta inmune como forma de evasion,
también afectan la capacidad del sistema de responder frente a otros antigenos»2°-29,
Teniendo esto en consideracién, en este trabajo nos preguntamos qué sucede en el
escenario de la inmunosupresion inducida por wpLL. Paralelamente, el grupo comenz6
un proyecto que pretende evaluar la capacidad inmunosupresora de wpLL sobre la
respuesta inflamatoria en el modelo de asma alérgico en raton. Este modelo consta de
una sensibilizacién al antigeno (OVA), inyectado via intraperitoneal en alimina, y
luego desafios intranasales con OVA para provocar el asma alérgico. Teniendo en
cuenta estos planteos y los estimulos que implican, como primer objetivo de este
proyecto quisimos evaluar si el condicionamiento de la cavidad peritoneal con wpLL
era capaz de afectar la respuesta a OVA, inyectada junto a alimina como estimulo
inflamatorio.

Por otro lado, también nos planteamos evaluar la capacidad del ambiente
inmunosuprimido inducido por wpLL de generar tolerancia frente al mismo antigeno
OVA, llevando adelante una estrategia de inmunizacion en la que el sistema inmune se
enfrenta a OVA por primera vez en el entorno condicionado con wpLL (en ausencia de
las sefiales inflamatorias aportadas por la alimina), para luego evaluar si este
reconocimiento inicial genera tolerancia frente al antigeno inyectado posteriormente
en condiciones de inflamacién (junto a alimina).

Es importante resaltar que, ambos experimentos se realizaron una Unica vez y, por
tanto, deberian ser repetidos para concluir con mayor certeza particularmente para
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aquellos resultados en los que se observan tendencias que no alcanzan significancia
estadistica.

Experimento o1

El analisis de las células de la cavidad peritoneal luego de condicionar el tejido con
wpLL (o PBS como control) y posteriormente desafiar con OVA en alimina (o solo
alimina como control), muestra que la administracion de alimina,
independientemente de la combinacién con OVA, induce el reclutamiento de
neutréfilos, monocitos y eosinéfilos desde la sangre, lo que indica un proceso
inflamatorio agudo, que aparentemente no se vi6 afectado por el condicionamiento
previo con wpLL. De acuerdo con esto, si se pone foco en el estado de las poblaciones de
macréfagos en la cavidad peritoneal, observamos que la alimina provocé la
desaparicién completa de los LPM y una caida en el nimero de los SPM, en
comparacién con el control. Normalmente, la reacciéon de desaparicién de LPM de la
cavidad peritoneal ocurre en los primeros dias luego de la inyeccién de un estimulo
inflamatorio®®, principalmente por muerte celular y reclutamiento y adhesiéon de las
células a mesotelios dafiados, pero luego de una semana seria esperable que dicha
poblacion se recuperara”™, o al menos parcialmente. Llamativamente, los resultados de
este trabajo muestran que luego de una semana de la inyeccién de alimina no existen
indicios de dicha recuperacién. La escasez de reportes en la literatura previa sobre el
comportamiento de los LPM en respuesta a la alimina, estudios que no se extienden
mas alla de las 24 horas pos-inyecciéon®, no permite contrastar nuestros resultados a
los obtenidos por otros grupos. También result6 llamativa la disminucién en el nimero
de SPM en la cavidad, ya que se ha reportado que cuando la cavidad se enfrenta a
estimulos inflamatorios, como tioglicolato o zymosan, ocurre un aumento importante
en el nameros de éstas células que se sostiene al menos 96 horas post-inyeccién®®9.
De esto se interpreta que la respuesta inflamatoria inducida por la alimina en estas
condiciones (particularmente a la dosis utilizada) es muy fuerte. Es probable entonces
que en estas condiciones los efectos de la alimina se hayan impuesto fuertemente
sobre la inmunosupresion local inducida por wpLL.

Estas observaciones sobre la dinamica de las poblaciones de la cavidad peritoneal nos
llevaron a realizar otro ensayo en el que analizamos los cambios inducidos por la
alimina en la cavidad a tiempos pos-inyeccién mas largos. Los resultados de dicho
experimento no forman parte de esta tesina, pero vale la pena mencionar que
mostraron que el estado basal de la cavidad peritoneal solo se comienza a recuperar
luego de 25 dias post-inyeccién de alimina.

En conjunto, estos resultados, indican que la dosis de alimina que se utiliza
normalmente en ensayos de inmunizacién son de un potencial inflamatorio
extremadamente fuerte, perdurando sus efectos locales durante un tiempo importante.
De estos resultados emerge la idea de repetir los experimentos de este trabajo con dosis
mas bajas de alimina, representando un contexto menos dominante para que las
inyecciones multiples de wpLL puedan ejercer sus efectos. De acuerdo con esto,
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Gorman et al”? demostraron que el modelo de asma alérgico en ratén es igualmente
efectivo si se usa una dosis 10 veces mas baja de alimina, sugiriendo que la dosis de uso
normal de este adyuvante en inmunizaciones podria ser innecesariamente alta, y
quizas por ello cause una respuesta inflamatoria que demora mas de un mes en
resolverse (de acuerdo a los datos que obtuvimos recientemente).

Mas alla de estos resultados, es interesante resaltar que al analizar la expresion del
co-inhibidor PD-L1 en la poblacién de SPM, vemos una tendencia a un aumento en el
porcentaje de SPM que expresan PD-L1 en los grupos condicionados con wpLL y luego
inyectados con alimina, en comparacién con los inyectados con PBS y luego inyectados
con alimina. Esto sugiere que este aumento en el nivel de expresién del co-inhibidor es
promovida por la exposicién a wpLL, y se mantiene luego de la inyeccién de alimina.
Sin embargo, el incremento fue leve y no se obtuvo significancia estadistica. Dado que
los SPM son la Ginica poblaciéon remanente de macréfagos en la cavidad, habria sido ttil
evaluar también los niveles de expresion de PD-L2, ya que esta molécula es expresada
particularmente por los macréfagos derivados de monocitos en un contexto de
infeccion por helmintos”™, y su expresiéon se vio aumentada en los ensayos de
inyecciones multiples con wpLL llevados adelante en la tesis doctoral de Leticia Grezzi.
Por su parte, en dichos ensayos, los LPM aparecen como una de las principales
poblaciones celulares que aumentan los niveles de PD-L1 en respuesta al material
parasitario, sin embargo, en este trabajo la desapariciéon de los LPM no permiti6
analizar el nivel de expresion de esta molécula.

En cuanto a la respuesta de los linfocitos T en bazo y nodos mesentéricos, esperabamos
que fuera afectada como consecuencia de la inmunosupresion local inducida por wpLL.
Considerabamos que las DC locales condicionadas por wpLL, expresando altos niveles
de PD-L1 y/o PD-L2 (Oleggini, tesina de grado) y presentes en un ambiente rico en
citoquinas anti-inflamatorias como TGF-p, al encontrarse a OVA (aun en presencia de
las sefales inflamatorias inducidas por la alimina), verian afectado su fenotipo
activador de la respuesta adaptativa. Asi, al internalizar el antigeno y viajar a los
6rganos linfoides secundarios, darian sefiales a los LT, ya sea para inducir la
diferenciacién de linfocitos pTreg, o limitar la activaciéon de las células Th2. Los
resultados muestran que en las condiciones de nuestros experimentos esto no estaria
ocurriendo, posiblemente por ser tan fuertes las sefiales inflamatorias de la alimina
que revierten los efectos de wpLL. De hecho, los resultados muestran que el
condicionamiento con wpLL no afect6 la respuesta especifica frente a OVA, ya que, al
re-estimular in vitro las células con dicho antigeno, los LT fueron capaces de responder
produciendo niveles normales de citoquinas Th2. Mas aun, se logra observar una
sumatoria en la produccion de citoquinas inducidas en respuesta a OVA y los antigenos
presentes en wpLL, lo que sugiere que se estan montando respuestas independientes
frente a ambos materiales, que no se afectan entre si.

Que ambos compuestos, wpLL y alimina, promuevan una respuesta Th2 agrega un
grado extra de dificultad a la hora de analizar los resultados. En el disefio de los
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ensayos de este trabajo elegimos en un principio evaluar la capacidad de wpLL de
afectar la respuesta a OVA/alimina por ser el estimulo que esta implicado en el modelo
de asma alérgico. Resultara interesante evaluar en el futuro estimulos en los que los
antigenos sean presentados en contextos Thi, que pensamos hara mas facil la lectura
de los eventuales efectos.

Vale la pena destacar la persistencia de la respuesta de los linfocitos T contra wpLL en
los bazos y nodos. Esto se puede deber a que las particulas de wpLL no puedan ser
degradadas y eliminadas del organismo facilmente. Por ejemplo, muchas de las
particulas presentes en la preparacion pueden llegar a tener un gran tamafio en
relacion al tamarfio de las células, lo que dificulta su internalizacién y degradacion por
parte de células fagociticas, llevando a una persistencia local y una activacién de LT
prolongada.

Finalmente, en relacién a la produccién de anticuerpos, los resultados revelaron una
tendencia a la baja en los titulos de IgG anti-OVA en los grupos previamente expuestos
a wpLL en comparacién con los controles, sugiriendo que wpLL podria estar ejerciendo
un efecto modulador de la respuesta humoral anti-OVA. Este efecto no alcanzo
significancia estadistica, lo cual limita las interpretaciones y subraya la necesidad de
estudios adicionales.

Experimento 02

El objetivo de este experimento era evaluar la posibilidad de que el ambiente
inmunosuprimido inducido por wpLL lograra generar tolerancia frente a OVA, al ser
presentado el antigeno por CDs con baja expresién de sefiales coestimuladoras y alta
expresion de sefiales co-inhibitorias. Los resultados obtenidos no apoyaron esta
hipétesis, sino que fueron opuestos a lo que se esperaba. El condicionamiento de la
cavidad peritoneal con wpLL, y la inyeccién de OVA junto a wpLL en este contexto
(siendo ésta la primera vez que el sistema inmune se enfrentaba al antigeno), no solo
no indujo tolerancia a OVA, sino que parecid favorecer la respuesta frente al antigeno,
al menos en términos de la produccion de anticuerpos. Los resultados de este
experimento sugieren que en el ambiente generado por las inyecciones multiples de
wpLL, OVA habria sido presentada a los LT de manera convencional.

6. Conclusiones.

Se concluye que el condicionamiento con inyecciones multiples de wpLL no afecta ni
modula la respuesta a OVA inyectada en un contexto inflamatorio (presencia de
alimina), ni induce tolerancia frente al antigeno cuando este es inyectado por primera
vez en el ambiente inmunosuprimido establecido luego de las inyecciones de wpLL.

Como reflexién personal, quiero destacar la complejidad inherente al estudio realizado.
Estudiar la respuesta inmune frente a un antigeno implica considerar varios niveles de



organizacion: tejidos, células, componentes humorales y vias de sefializacién, lo que
aflade complejidad al analisis y la interpretacién de los resultados. En este trabajo, el
desafio se amplifico por el analisis de poblaciones celulares y moléculas en las que no
observamos cambios significativos particularmente por cdmo fueron disefiados los
experimentos, al haber utilizado una dosis de alimina que induce una respuesta
inflamatoria extremadamente fuerte. La escasez de literatura previa sobre los efectos
de distintas dosis de la alimina o sus efectos a largo plazo tampoco facilité la tarea.
Consecuentemente, no pudimos confirmar ni descartar nuestras hipotesis iniciales.
Este proceso ha sido una constante recordatorio de lo complejo y sensible que es el
sistema inmune y de los desafios que plantea el intentar desentrafiar sus mecanismos
en condiciones experimentales tan abarcativas.

7. Perspectivas.

Seria interesante repetir los experimentos con dosis de alimina mas bajas,
representando un desafio menos exigente para el condicionamiento con wpLL.
Asimismo, seria interesante evaluar la capacidad de wpLL de inhibir la respuesta
innata frente a diferentes estimulos inflamatorios administrados localmente (LPS,
zymosan), y la respuesta inmune adaptativa frente al antigeno modelo (OVA) en
condiciones inductoras de un respuesta tipo 1.

Ademas, en relacién al proyecto de desarrollo de asma alérgico en ratén, también
resultaria interesante evaluar el uso de dosis menores de alimina, que permitan
evidenciar la capacidad de wpLL de establecer una inhibicién de la respuesta
inflamatoria en tejidos distales (pulmon) al tejido de inyeccion del material parasitario.
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