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RESUMEN

Los agentes terapéuticos basados en péptidos sintéticos presentan grandes ventajas
respecto a otros biofarmacos, ya que la identificacion de péptidos pequefios capaces de
generar los mismos efectos bioldgicos que las formas recombinantes de proteinas
completas, abriria una amplia variedad de intervenciones terapéuticas dadas las ventajas
tecnoldgicas existentes para su produccion. Una estrategia poco explorada hasta el
momento para el disefio de péptidos sintéticos con acciones antimicrobianas e
inmunomoduladoras, consiste en identificar dentro de la secuencia aminoacidica de
inmunoreceptores capaces de reconocer estructuras de patdégenos, pequefias secuencias
peptidicas que retengan la capacidad de reconocimiento de la proteina de origen. La
superfamilia de receptores scavenger (RS) ricos en cisteina (SF-SRCR) constituye un
grupo interesante de inmunoreceptores para este fin, ya que contiene varios miembros
capaces de reconocer ligandos microbianos. A su vez, las propiedades de union a
componentes bacterianos por parte de SALSA, el RS prototipico de la SF-SRCR, han
sido mapeadas dentro de sus dominios SRCR; limitandose a una secuencia consenso de
11 aminoé&cidos denominada pbsl. Por otro lado, nuestro grupo reporté que CD5 y CD6,
miembros de la SF-SRCR, son capaces de reconocer antigenos tegumentarios de E.
granulosus s.l., el paréasito cestodo causante de la equinococosis quistica (EQ), y que la
administracion exdgena de sus formas recombinantes solubles, induce profilaxis en el
modelo murino de EQ secundaria. Por ello, en la presente tesis se realizd un analisis
sistematizado de las secuencias homdlogas a pbsl presentes en todos los miembros de la
SF-SRCR capaces de reconocer componentes microbianos: MARCO, SR-Al, CD163,
CD5L, CD5, CD6, SALSA, SCARAGS y SSc5D. Una vez identificadas, se sintetizaron
los péptidos correspondientes y se evalud su biocompatibilidad con sistemas mamiferos,
asi como su capacidad de reconocimiento de componentes tegumentarios de E.
granulosus s.l., su actividad antiparasitaria intrinseca, su accion inmunomoduladora, y
su potencial valor (inmuno)profilactico. Asi, se obtuvieron 39 estructuras peptidicas
biocompatibles, algunas de las cuales mostraron actividad protoscolicida intrinseca, asi
como acciones inmunomoduladoras; sugiriendo su utilidad futura para el disefio de
posibles agentes inmunoterapéuticos frente a la EQ secundaria. Finalmente, los datos
generados mediante la ejecucidn de la presente tesis seran de utilidad para la busqueda y

optimizacion de péptidos sintéticos con diversas aplicaciones (inmuno)tecnoldgicas.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AC (actividad citotoxica)
ADAM (del inglés, A Disintegrin And Metalloproteinase)

AGE (productos finales de glicacion avanzada, del inglés Advanced Glycation
Endproducts)

AgB (antigeno B)

AH (ctividad hemolitica)

AIM (del inglés, Apoptosis Inhibitor of Macrophages; también llamado Api6)
BSA (AlbUmina Sérica Bovina)

CD (Grupo de Diferenciacion, del inglés, Cluster of Differentiation)

CD5L (ligando de CD5, anteriormente llamado Spa)

C.H.E.A. (Comision Honoraria de Experimentacion Animal)

CLEC (subfamilia de receptores lectina de tipo C presentes en células NK)

CLEVER (del inglés, Common Lymphatic Endothelial and Vascular Endothelial
Receptor)

DI.LA.VE. (Direccion de Laboratorios Veterinarios “Dr. Miguel Rubino™)

DMBT1 (del inglés, Deleted in Malignant Brain Tumors 1, actualmente conocido como
SALSA)

DMSO (dimetilsulfoxido)

DNP (2,4-dinitrofenol)

EQ (equinococosis quistica)

ECP (proteina cationica del eosinéfilo, del inglés, Eoshinophil Cationic Protein)
EGF (factor de crecimiento epidérmico, del inglés, Epidermal Growth Factor)
ETD (Enfermedades Tropicales Desatendidas)

FBS (suero fetal bovino, del inglés, Fetal Bovine Serum)

FITC (isotiocianato de fluoresceina)

Gp (plicoproteina)

GMP (del inglés, Good Manufacturing Practices)

HARE (del inglés, Hyaluronic Acid Receptor for Endocytosis)

HCV (Virus de la Hepatitis C)
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VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana)

Ig (inmunoglobulina)

IL (interleuquina)

HMGB (del inglés, High Mobility Group Box)

IFN (interferdn)

LAMP (proteinas de membrana asociadas a lisosomas)
LDL (del inglés, Low-Density Lipoprotein)

LDLR (del inglés, Low-Density Lipoprotein Receptor)
LPS (lipopolisacarido)

LRP (del inglés, LDL receptor-related protein)

LTA (&4cido lipoteicoico)

MARCO (receptor de macrofagos con estructura colagena)
MEGA-10 (decanoil-N-metilglucamida)

MGAP (Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca)
MHC (Complejo Mayor de Histocompatibilidad)
MTT (bromuro de 3(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico)
MW (masa molecular)

OMS (Organizacion Mundial de la Salud)

pAc (anticuerpos polireactivos)

PAMP (patron molecular asociado a patdgenos)
PBMC (células mononucleares de sangre periférica)
PBS (buffer fosfato salino)

pbsl (del inglés, pathogen binding site 1)

PEC (células peritoneales)

PET (tomografia por emision de positrones)

pl (punto isoeléctrico)

PGN (Peptidoglicano)

PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo)

PSC (protoscoleces)
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PSEx (extracto tegumentario de PSC de E. granulosus s.l., del inglés, Protoscolex
Surface Extract)

RAGE (receptor para productos finales de glicacion avanzada)
ROS (especies reactivas del oxigeno)
RS (receptor scavenger)

RS-A (receptores scavenger de Clase A)
RS-B (receptores scavenger de Clase B)
RS-C (receptores scavenger de Clase C)
RS-D (receptores scavenger de Clase D)
RS-E (receptores scavenger de Clase E)
RS-F (receptores scavenger de Clase F)
RS-G (receptores scavenger de Clase G)
RS-H (receptores scavenger de Clase H)
RS-1 (receptores scavenger de Clase I)
RS-K (receptores scavenger de Clase K)
RS-L (receptores scavenger de Clase L)

rshCD5/rshCD6 (formas recombinantes solubles de los ectodominios de CD5 y CDG6,
respectivamente)

SAc (anticuerpos especificos)

SAG (del inglés, Salivary AGglutinin)

SALSA (del inglés, SALivary Streptococcal Aglutinin)

SDS (dodecil-sulfato de sodio)

SCARA-1 (receptor scavenger A1, nomenclatura inicial)
SCARF (receptor scavenger de Clase F, nomenclatura inicial)
SF-SRCR (superfamilia de receptores scavenger ricos en cisteinas)
SPE (antigenos somaticos de PSC de E. granulosus s.1.)

SPECT (tomografia por emision de foton dnico)

SRCR (dominio proteico de receptor scavenger rico en cisteina)
TNF (factor de necrosis tumoral)

VLDLR (del inglés, Very Low-Density Lipoprotein Receptor)
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Capitulo 1.

1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades Tropicales Desatendidas: Equinococosis quistica.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) denomina Enfermedades Tropicales
Desatendidas (ETDs) a un grupo de enfermedades infecciosas que se asocian
cominmente con entornos empobrecidos, especialmente en ambientes calurosos y
himedos de clima tropical o subtropical. La mayoria de las ETDs son enfermedades
parasitarias, transmitidas por insectos o de propagacion por el agua y/o suelo
contaminado. La OMS aborda las ETDs de forma agrupada por dos razones principales.
En primer lugar, aunque son enfermedades muy distintas desde el punto de vista
médico, los efectos fisicos de las ETDs se asocian a cuadros de discapacidad
moderada/grave y con deficiencias/discapacidades duraderas y/o crénicas. En segundo
lugar, al asociarse con entornos de pobreza, las ETDs tienden a solaparse
geogréaficamente, concentrandose en zonas donde el agua de bebida es insalubre o
demasiado escasa para la higiene personal, y donde basicamente no existe redes de
saneamiento. El hecho de considerar a las ETDs en forma colectiva es importante,
ademas, para los programas de control, pues muchas personas pueden sufrir mas de una
ETD en forma simultanea [www.who.int/topics/tropical_diseases/]. La lista actual de
ETDs contiene 17 enfermedades distintas, siendo la equinococosis quistica (EQ), o

hidatidosis, la de mayor prevalencia e incidencia en Uruguay.

1.1.1. EQ: Agente etiologico y caracteristicas generales.

Las equinococosis (ya sean alveolar, poliquistica o quistica) son un grupo de
infecciones zoonoticas causadas por el estadio larvario de cestodos pertenecientes al
género Echinococcus. Originalmente, se consideraba a E. granulosus como Unico
agente causante de EQ [Nakao et al., 2013]. Actualmente, se ha consensuado el
agrupamiento de todas las especies responsables de EQ bajo el complejo genético multi-
especie denominado E. granulosus sensu lato (s.l.). Asi, diferentes variantes génicas, o

genotipos, de E. granulosus s.l. se han ido identificando, mostrando diferencias entre
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ellos respecto al hospedero intermediario de preferencia (por ejemplo: ovejas, bufalos,
caballos, vacas, cerdos, etc.).

A través de avances recientes en sistematica filogenética, dentro del género
Echinococcus actualmente se reconocen, al menos, nueve especies: E. granulosus sensu
stricto (E. granulosus s.s., incluyendo los genotipos G1, G2 y G3), E. equinus (genotipo
G4), E. ortleppi (genotipo G5), E. canadensis (incluyendo los genotipos G6 hasta G10),
E. multilocularis, E. vogeli, E. oligarthrus, E. felidis y E. shiquicus [Nakao et al., 2013;
Xiao et al., 2006; Huttner et al., 2008]. Sin embargo, la discusion taxonémica de las
especies causantes de las diversas formas de equinococosis continda y ain no se ha
llegado a un acuerdo final [Lymbery et al., 2015]. Esta cuestion taxonémica es de gran
relevancia, ya que distintas especies del género Echinococcus causan distintos tipos de
equinococosis en humanos. Asi, mientras la EQ es causada por infecciones con E.
granulosus s.s., E. ortleppi y E. canadensis, la equinococosis alveolar es causada por E.
multilocularis, y la equinococosis poliquistica por E. vogeli y E. oligarthrus. Hasta el
momento, no existen reportes de casos humanos de EQ debida a E. equinus, E. felidis o

E. shiquicus [Alvarez-Rojas et al., 2014].

La EQ muestra una distribucion cosmopolita, y representa un problema serio de
salud publica en algunas regiones. Es una zoonosis considerada endémica en el cono sur
de América del Sur, en la cuenca mediterranea, en el area centro-este de Asia y en el
este de Africa [Budke et al., 2006; Cucher et al., 2016]. A nivel epidemioldgico, los
valores de incidencia en humanos pueden superar los 50 cada 100.000 personas-afio en
areas endémicas, y se han reportado tasas de prevalencia tan altas como 5-10% en zonas
del Peru, del este de Africa y del oeste de China [Craig et al., 2007]. Asimismo, la EQ
en humanos es responsable anualmente de pérdidas aproximadas a 1 millén de DALYs
(del inglés Disability-Adjusted Life Years), y de 3 mil millones de ddlares en las
industrias ganaderas [Budke et al., 2006]. Claramente, estos datos hacen de la EQ un
importante problema de salud publica, asociado a grandes pérdidas econdmicas

principalmente en paises de recursos medios/bajos.

El ciclo de vida de E. granulosus s.l. se mantiene en la naturaleza alternando entre
dos hospederos mamiferos, uno carnivoro (normalmente canidos) que actGa como
hospedero definitivo alojando la forma de gusano adulto en sus intestinos, y uno

habitualmente herbivoro (ovejas, cabras, vacas, caballos, etc.) que se comporta como
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hospedero intermediario albergando en sus visceras el estadio larvario de metacestode o
quiste hidatico (Figura 1.1.). El hospedero definitivo puede estar infectado con cientos
de gusanos adultos capaces de producir miles de huevos al dia mediante reproduccion
sexuada. Estos huevos se liberan al medio externo con las heces del hospedero, pasando
a ser el estadio infectivo para los potenciales hospederos intermediarios que, una vez
que los ingieren, liberan la oncdsfera en su tracto digestivo. Este Ultimo estadio penetra
luego la mucosa intestinal y migra a través del torrente sanguineo, alojandose
normalmente en higado o pulmones, diferencidndose al estadio de metacestode. En el
interior de éstos, a partir de la membrana germinativa y mediante reproduccion
asexuada, se producen los protoscoleces (PSC) que son liberados al liquido interno que
mantiene distendido al quiste (liquido hidatico). Luego, en caso de que las visceras de
un hospedero intermediario infectado sean el alimento de un potencial hospedero
definitivo, los PSC tienen la potencialidad de diferenciarse en gusanos adultos

intestinales en estos, cerrandose asi el ciclo de vida del parésito.

Cystic Echinococcosis
Echinococcus granulosus sensu lato

) G Scolex attaches to intestine

o Adult in small intestine

Definitive Host

Ingestion of cysts Ingestion of eggs
(in organs) (in feqes)

Intermediate Host Embryonated

2]
»'Q'« egg in feces

Oncospheres
relased

Hydatid cysts in
various organs

o Hydatid cyst in ue Oncosphiees hatchies ) Infective stage

various organs penetrates intestinal wall oo %
,{ (commonly liver and lung) Diagnostic stage
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Figura 1.1. Ciclo de vida de Echinococcus granulosus s.l. La forma adulta (1) se
establece en el intestino delgado de su hospedero definitivo y genera huevos
embrionados que se liberan con las heces. El hospedero intermediario se infecta con
estos huevos (2), la oncosfera eclosiona en sus intestinos (3) y, por circulacién
sanguinea, llega al 6rgano donde se transforma en metacestodo (principalmente higado
y pulmon). ElI metacestodo constituye el estadio diagnéstico de la enfermedad en
humanos (4). El quiste madura y por reproduccion asexuada genera PSC, que son el
estadio infectivo para el hospedero definitivo (5) y (6). EI hombre puede actuar como
un hospedador intermediario accidental, interrumpiendo el ciclo de vida del parasito.
Adaptado de [CDC, 2019].

Cabe destacar que toda especie animal en la que sea naturalmente posible el
establecimiento de metacestodos de E. granulosus s.l., puede considerarse hospedero
intermediario, aunque si dicha especie no permite la continuidad del ciclo, se la
denomina “hospedero intermediario accidental”, tal y como es el caso de los seres
humanos [Agudelo-Higuita et al., 2016]. Ademaés, resulta relevante destacar que el
estadio de PSC tiene una peculiar plasticidad que le permite diferenciarse, también,
hacia el estadio de metacestodo en caso de diseminarse en el interior de un hospedero
intermediario infectado, derivando en un tipo de infeccion conocida como EQ
secundaria [Thompson, 1995]. En humanos, la EQ secundaria se considera un problema
muy serio asociado al procedimiento quirdrgico de remocion de quistes hidaticos
primarios, tratamiento de referencia para la EQ. En este sentido, aunque los porcentajes
reales de EQ secundaria son dificiles de analizar, diversos estudios han informado tasas
del 10 al 35%, dependiendo principalmente del tipo de cirugia, de la ubicacion
geogréfica del caso y del tiempo de seguimiento postcirugia [Abdelraouf et al., 2015;
\elasco-Tirado et al., 2017; Pang et al., 2018]. De hecho, recientemente se publicé una
revision sistematica de la literatura, con metaanalisis, donde se analizaron méas de 6.000
pacientes intervenidos quirurgicamente y se estimd en un 8% la tasa global de EQ
secundaria, pudiendo ascender hasta el 17% segun las areas geograficas estudiadas y el

tipo de intervencion realizado [Alzoubi et al., 2024].

1.1.2. EQ: Diagnostico y tratamiento.

El diagnostico de referencia actual para EQ en humanos se basa en estudios
imagenoldgicos, y sigue los lineamientos estandarizados propuestos en 1981 por Gharbi

y colaboradores [WHO Informal Working Group, 2003]. Esta categorizacion, apoyada y
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recomendada por la OMS para guiar el tratamiento en forma caso-especifica, clasifica
los quistes hidaticos en tres grandes grupos: (i) activos (CE1 y CE2), (ii) transicionales
(CE3) y (iii) inactivos (CE4 y CES5). Actualmente, el grupo “transicional” se ha
subdividido en CE3a (quistes hidaticos con membranas internas separadas) y CE3b
(quistes hidaticos con vesiculas hijas integras), basdndose principalmente en sus
diferencias en perfiles metabdlicos y de respuesta a los tratamientos no-quirtrgicos. En
este sentido, los quistes hidaticos CE3a serian verdaderamente “transicionales” ya que

pueden ser tanto activos como inactivos, mientras que los CE3b son siempre activos.

La clasificacion de Gharbi es particularmente ventajosa en casos de quistes con
localizacion hepética, ya que facilita y orienta el tratamiento médico en forma mas
racional que el basado solo en tamafio. Por otro lado, para aquellos quistes hidaticos
inaccesibles a estudios por ultrasonido, se suelen utilizar otras tecnicas imagenologicas,

como la tomografia computarizada o la resonancia magnética [Brunetti et al., 2010].

En la actualidad, las técnicas de inmunodiagndéstico juegan un papel auxiliar en el
diagnostico de la EQ en humanos, ya que presentan limitaciones no menores en
términos de sensibilidad y especificidad. Sin embargo, la serologia suele utilizarse para
ayudar en la confirmacién del diagndstico imagenologico, asi como en la realizacion de
estudios de tamizaje en regiones altamente endemicas. De hecho, la OMS recomienda
que en el proceso diagndstico de EQ se incluya, de ser posible, al menos un analisis de

tipo inmunodiagnostico [WHO Informal Working Group, 2003].

Por otro lado, los métodos seroldgicos utilizados en diagnéstico y seguimiento de
pacientes con EQ consisten basicamente en la deteccion de anticuerpos 1gG especificos
contra antigenos de liquido hidatico (nativos o recombinantes), mayoritariamente AgB.
Sin embargo, se han reportado varias desventajas en su uso debido a su moderada o baja
sensibilidad y especificidad diagndsticas, y a su pobre valor prondstico durante el
seguimiento postquirdrgico, ya que dichos anticuerpos perduran por largos periodos de
tiempo en circulacién [Manzano-Roman et al., 2015]. A su vez, los niveles de 1gG
especificas varian con el nimero, el tamafio, la localizacion y el “estado vital” de los
quistes [Lissandrin et al., 2016], haciendo que solamente un 60-80% de los casos de EQ
en humanos confirmados por cirugia muestren serologia positiva [Craig, 1997]. Estas
debilidades influyen negativamente en el uso de técnicas serolégicas por parte de los

médicos clinicos tratantes. De todas formas, los niveles de subclases de 1gG especificas
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contra AgB son buenos marcadores del estado de la infeccion, ya que titulos elevados de
IgG4 se asocian a fases evolutivas de la EQ (quistes tipo CE1, CE2 y CE3a-CE3b),
mientras que titulos elevados de 1gG1, 1gG2 e 1gG3 se correlacionan con fases
involutivas de la enfermedad (quistes tipo CE4 y CE5) [Daeki et al., 2000]. Asimismo,
se ha reportado que individuos con infeccion primaria presentan niveles menores de IgE
e 1gG4 especificas contra liquido hidatico comparado con pacientes con recidivas
[Rigano et al., 1995a, 1995b; 1996; Hernandez-Pomi et al., 1997]. De esta manera,
podria pensarse que la calidad de la respuesta humoral de pacientes con EQ, en términos
de isotipos y subclases de anticuerpos inducidas, podria condicionar el desarrollo de la

infeccion.

El espectro clinico de la EQ en humanos se extiende desde infecciones
asintomaticas a severas, y raramente fatales. Actualmente existen cuatro aproximaciones
para el manejo clinico de la enfermedad: en el caso de quistes activos las opciones son
cirugia, técnicas percutaneas y/o quimioterapia, mientras que para quistes inactivos lo
usual es el seguimiento continuo de su evolucion. Para establecer la estrategia de
manejo, se debe tomar en cuenta el estadio del quiste, su tamafio y localizacion
anatomica, y las comorbilidades potencialmente asociadas [Brunetti & Junghanss, 2009;
Piccoli et al., 2014; Rinaldi et al., 2014].

El tratamiento farmacoldgico para pacientes diagnosticados con EQ se basa
principalmente en el uso de benzimidazoles, dentro de los cuales los mas utilizados
(albendazol, mebendazol y praziquantel) son a menudo parcialmente efectivos y rara
vez permiten alcanzar la regresion completa de los quistes. Reportes con resultados
obtenidos en mas de 2.000 casos bien controlados tratados con benzimidazoles y
evaluados hasta 12 meses, han demostrado que el 10-30% de los quistes “mueren”,
lograndose para esos casos la regresion completa, el 50-70% responden parcialmente
generando degeneracion o reduccion del tamafio de los quistes, y el 20-30% no
desarrolla evidencia de respuesta mediante cambios morfologicos [Horton, 1997
Todorov et al., 1992; Horton, 2003; Junghanss et al., 2008]. Ademas, y sobre la base de
un metaanalisis con 711 pacientes, se estimo que incluso 2 afios después del inicio del
tratamiento con benzimidazoles, el 40% de los quistes siguen activos [Stojkovic et al.,
2009]. Sin embargo, la exposicion prolongada a estos farmacos presenta diferentes

efectos adversos [Chai et al., 2021]. Por tanto, surge la necesidad de explorar nuevas
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alternativas que permitan desarrollar terapias mas eficientes y con baja toxicidad para el
hospedero.

El tratamiento quirtrgico sigue siendo la primera opcidn para quistes grandes CE2-
CE3b con multiples quistes hijos o para quistes superficiales Unicos, sin embargo, se
encuentra contraindicado en pacientes que presenten quistes inactivos o quistes
multiples de dificil acceso [Nunnari et al., 2012]. Para evitar riesgos de anafilaxis y
disminuir las tasas de recidivas, se recomienda realizar el tratamiento quirtrgico

combinado con quimioterapia [Arif et al., 2008, Shams et al., 2011].

Por ultimo, dentro de los procedimientos percutaneos, se encuentra la técnica PAIR,
cuyo objetivo es minimizar la viabilidad de la capa germinal; siendo recomendada para
quistes en estadio CE1 y CE3a con diametros >5 cm [WHO Informal Working Group,
2003]. Este procedimiento de drenaje percutaneo de quistes hidaticos hepaticos implica
cuatro pasos secuenciales que se definen a partir del acronimo “PAIR”, que denota
puncion percutanea del quiste mediante guia ecografica (P), aspiracion del liquido
hidatico (A), inyeccion de un agente protoscolicida (por ejemplo, etanol 95 % o NaCl
20%) (1) y reaspiracion (R) [Nunnari et al., 2012]. El riesgo de EQ secundaria se puede
minimizar mediante la administracion de benzimidazoles antes y después del
procedimiento, obteniendose mejores resultados que realizando ambos tratamientos por
separado [Khuroo et al., 1993, Smego et al., 2003].

Hasta la fecha, varios agentes quimicos protoscolicidas han sido utilizados para la
inactivacion de los PSC del quiste hidatico tanto en el contexto de la cirugia de
remocion como en la realizacion de PAIR [Sharafi et al., 2017]. Un agente
protoscolicida perfecto se define como eficaz en concentraciones bajas en un tiempo de
exposicion mas corto, estable al diluirse con el liquido del quiste, no toxico para tejidos
del hospedero, de bajo costo y facilmente disponible [Norouzi et al., 2020], sin
embargo, no ha sido posible seleccionar uno que cumpla con todas las condiciones
mencionadas. Recientemente, se han obtenido resultados prometedores en el campo de
las nanoparticulas combinadas con agentes protoscolicidas, principalmente aplicadas
antes y después de la cirugia de remocion de quistes como alternativa para prevenir la
infeccidn secundaria [Albalawi et al., 2020, Norouzi et al., 2020, Shakibaie et al., 2022,
Soleymani et al., 2024].
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1.1.3. EQ: Respuesta inmune en hospederos intermediarios.

La respuesta inmune frente a E. granulosus s.l. en hospederos intermediarios se
divide clasicamente en dos fases secuenciales: una asociada al pre-enquistamiento y otra
luego del mismo (post-enquistamiento), diferenciadas por la formacion de la capa
laminar alrededor de las oncosferas (o de los PSC) en proceso de desarrollo hacia
metacestodo [Rogan et al., 2015]. Conceptualmente, esta transicién se asocia con la
pérdida de susceptibilidad del parésito respecto al ataque inmunitario del hospedero, ya
sea en el contexto de la EQ primaria (causada por la ingesta de oncdsferas) o secundaria
(debida a la siembra interna de PSC) [Tamarozzi et al., 2016]. Por ello, el estudio de la
respuesta inmune temprana, durante el pre-enquistamiento, ha sido foco de gran parte

del estudio sobre la inmunobiologia de la EQ.

La respuesta inmune frente a oncosferas infectivas resulta dificil de estudiar debido
a que en infecciones naturales ocurre de manera asintomatica, mientras que a nivel
experimental su obtencion y manipulacion no es sencilla por motivos de bioseguridad.
Sin embargo, se sabe que las oncosferas activan una respuesta inmune potente que suele
eliminarlas en su mayoria en pocos dias, induciendo ademas altos niveles de proteccion
frente a desafios posteriores. Ambos eventos se han demostrado en modelos murinos
utilizando diversas rutas de inoculacién [Dempster et al., 1991; Dempster et al., 1992;
Zhang et al., 2001] y en ovejas desafiadas experimentalmente con exposicion oral a
oncésferas [Heath et al., 1981; Heath & Lawrence, 1996]. Asi, la proteccion reportada
dependeria de la exposicion del hospedero a antigenos presentes en las oncosferas y no
seria consecuencia directa de la respuesta inmune generada tras el desarrollo del
metacestodo [Lightowlers et al., 2010]. La proteccion observada depende de la
presencia de anticuerpos especificos y de la activacion del sistema complemento,

mejorando en presencia de neutrofilos [Tamarozzi et al., 2016].

La mayor parte de la informacién disponible sobre los mecanismos de eliminacion
del parasito en la fase de pre-enquistamiento se ha obtenido mediante el uso de modelos
de EQ secundaria. En este sentido, el modelo mas utilizado consiste en la inoculacién
intraperitoneal de PSC viables en ratones inmunocompetentes [Gonzalez-Porcile et al.,
2024], modelando asi el desarrollo de una EQ secundaria debida a la ruptura (accidental
o derivada de una intervencion quirdrgica) de un quiste primario fértil. En este modelo,

el porcentaje de PSC inoculados que se diferencia a quistes varia segin diversos
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parametros [Baz et al., 2006; Tamarozzi et al., 2016], siendo uno de los mas relevantes
la cepa de ratones utilizada [Mourglia-Ettlin et al., 2016a] y el genotipo parasitario
[Cucher et al., 2013].

La inoculacion de PSC en la cavidad peritoneal de ratones inmunocompetentes
provoca una fuerte respuesta inflamatoria local con reclutamiento rapido de neutréfilos,
macréfagos y eosinofilos, seguido de linfocitos, y observandose activacion del sistema
complemento [Tamarozzi et al., 2016]. Ademas, se ha reportado que los PSC pueden
activar neutréfilos e inducir la produccion de 6xido nitrico (NO) por PBMC [Amri et
al., 2007; Virginio et al., 2007]. Asimismo, se ha demostrado en distintos sistemas in
vitro e in vivo que los macréfagos, el NO, la proteina catidnica de eosinéfilos (ECP) y el
sistema complemento son capaces de afectar negativamente la viabilidad de los PSC
durante la etapa de pre-enquistamiento [Tamarozzi et al., 2016].

En cuanto a los anticuerpos, estos alcanzan altos niveles en solo unas pocas semanas
post-inoculacion de PSC viables, mientras que sus niveles son bajos si se utilizan PSC
muertos; sugiriendose asi que la respuesta inmune claramente es dependiente del
desarrollo efectivo del proceso infeccioso [Ferragut & Nieto, 1996; Severi et al., 1997;
Dematteis et al., 1999]. En este sentido, se ha reportado que tanto in vivo como in vitro
los anticuerpos contribuyen a la actividad protoscolicida general de la respuesta inmune
del hospedero intermediario frente a la EQ secundaria [Dempster et al., 1992; Mourglia-
Ettlin et al., 2016a; Miles et al., 2020a]; y en particular, nuestro grupo ha reportado muy
recientemente que los anticuerpos polireactivos podrian ser potenciales marcadores
humorales de resistencia frente a la EQ, tanto en humanos como en el modelo murino de
EQ secundaria [Garcia-Luna et al., 2021].

Sin embargo, y aunque los PSC son susceptibles a la respuesta inmune durante la
fase de pre-enquistamiento, un porcentaje de los mismos sobrevive y es capaz de
desarrollarse en quistes hidaticos en el hospedero intermedio. Esto implica que la
respuesta inmune temprana no es completamente efectiva para evitar el establecimiento
de la infeccion, sugiriendo por lo tanto la existencia de fendmenos de evasién inmune y
mecanismos inmunomoduladores dirigidos por el parasito para hacer frente a la
respuesta inmune del hospedero. En este sentido, se ha demostrado que poco tiempo
después de la inoculacion de los PSC se desarrolla a nivel sistémico una respuesta

celular mixta con componentes de tipo Thl (IFN-y) y Th2 (IL-4), junto con altos niveles
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de IL-10. Asimismo, se observé que la inoculacién de PSC muertos induce niveles méas
altos de IFN-y en comparacion con la inoculacion de PSC viables, sugiriéndose asi que
la produccion de 1L-10 e IL-4 podria ser inducida activamente por el parasito en favor
del establecimiento de la infeccion [Dematteis et al., 1999].

En linea con estos datos, y al analizar con mayor detalle la respuesta local de
citoquinas durante la primera semana post-inoculacién de PSC, se demostré que la
induccién de IFN-y se eleva en los primeros 3 dias, mientras que la de IL-4 e IL-5
aumenta a partir del dia 5 [Mourglia-Ettlin et al., 2011]. Por otra parte, se ha reportado
que ratones transfectados con genes para la produccién de IFN-y o IL-12 desarrollan un
namero significativamente menor de quistes luego de la inoculacion de PSC viables,
mientras que la transfeccion con genes para la produccion de IL-4 deriva en un aumento
en el ndmero de quistes desarrollados [Al-Qaoud & Abdel-Hafez, 2008]. En
consonancia con estos datos, se reportd también que el co-cultivo de PBMC con PSC en
presencia de IFN-y resulta en una alta tasa de muerte de los parasitos, en paralelo con
altos niveles de produccion de NO, mientras que lo contrario se observd al realizar los
co-cultivos en presencia de IL-4 o IL-10 [Amri et al., 2007; Amri et al., 2009]. De esta
forma, la literatura propone que la induccion temprana de respuestas de tipo Th2
favoreceria el establecimiento de la infeccion, mientras que las respuestas de tipo Thl
serian perjudiciales para el parasito. Sin embargo, es importante destacar que toda esta
evidencia experimental se obtuvo trabajando con PSC como estadio infectivo, pudiendo
no ser exactamente extrapolable a la situacion natural de infeccion del hospedero

intermediario con el estadio de oncosfera [ Tamarozzi et al., 2016].

1.2. Receptores scavenger.

Los receptores scavenger (RS), o receptores barrenderos, constituyen un supergrupo
de proteinas estructuralmente diversas que exhiben una amplia gama de funciones
biologicas. Estos receptores se expresan predominantemente en células de origen
mieloide y reconocen una inmensa variedad de ligandos que incluyen tanto moléculas
enddgenas, modificadas o no, como estructuras moleculares presentes en patdgenos
microbianos. Originalmente, los RS se definieron como receptores de superficie celular
capaces de unir e internalizar exclusivamente lipoproteinas de baja densidad

modificadas, aunque actualmente se les conoce una alta variedad de ligandos
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(enddgenos y exogenos), asi como localizaciones celulares diversas. Este
reconocimiento suele promover la eliminacién de componentes exdgenos y/o enddgenos
mediante mecanismos que incluyen endocitosis, fagocitosis, adhesion y/o sefializacion
celular [PrabhuDas et al., 2017].

Actualmente, los RS se clasifican en 11 clases segiin sus homologias de secuencia
aminoacidica (total o parcial); aunque en cada clase también se incluyen variaciones
relacionadas (Figura 1.2.). La alta variedad de ligandos reconocidos por los RS hace
que estos participen en la regulacion de diversos estados fisio(pato)légicos, como son la
aterosclerosis, las infecciones, la inmunovigilancia y el cancer, entre otros [Zani et al.,
2015]. Por ello, a continuacion, se describe muy brevemente cada una de las clases de

RS, asi como se brindan ejemplos particulares de cada una.

SR-A SR-B SR-D SR-E SR-F SR-G SR-H SR-1 SR-J SR-K SR-L

@ Collagenous domain @ LAMP domain Qy Lligand-binding repeat

% a-helical colled-coll domain O Mucin demain ° Chemokine domain

@ Spacer domain o Mucin-like domain < Fasciclin domain

(} SerfThr-rich domain O C-type lectin domain ©» Link domain

© Scavenger receptor cysteine-rich (SRCR) doman © EGFdomain ) Laminin-typo EGF-bke domain
S Membrane proximal domain @ EGF-like domain w Variable domain

@ Hyaluronan binding domain Q@ EGFrepeat

'] Transmembrane domain @ frpropeller domain

Figura 1.2. Representacién esquematica de las diferentes clases de RS. Los RS se
dividen en 12 clases. Los distintos dominios de proteinas o carbohidratos se encuentran
codificados en la figura. No se representa la clase C ya que se encuentra presente
Unicamente en Drosophila melanogaster. [PrabhuDas et al., 2017].
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Clase A (RS-A). Los RS-A se expresan principalmente en macréfagos tisulares y en
ciertos subtipos de macréfagos, como las células de Kupffer y los macréfagos timicos
(tanto corticales como medulares). También han sido identificados en las vénulas del
alto endotelio de los ganglios y en subpoblaciones de células dendriticas. Los miembros
de esta clase tienen una estructura compuesta por una cola citoplasmica N-terminal, un
dominio transmembrana, una regién espaciadora, un dominio a-hélice, un dominio de
tipo coladgeno y un dominio C-terminal de tipo Receptor Scavenger Rico en Cisteina
(SRCR, del inglés Scavenger Receptor Cysteine Rich). EI RS prototipico de esta clase
es RS-Al, el cual, a su vez, presenta tres isoformas como variantes de splicing
alternativo: RS-Al, RS-All y RS-Alll. Dicho receptor fue inicialmente aislado e
identificado a partir de ARNm de pulmdn bovino; sin embargo, posteriormente ha sido
identificado en otras especies incluyendo ratones y humanos. Otros miembros de esta
clase incluyen al “receptor de macrdéfagos con estructura colagena” (MARCO), el RS
A5 (SCARA-5) y el RS con dominio de lectina de tipo C (SRCL-I/I1) [PrabhuDas et al.,
2017].

Clase B (RS-B). Los RS-B son CD36, LIMP2 y RS-BI (y su forma de splicing

alternativo RS-BII). Todos ellos se caracterizan por poseer dos dominios transmembrana

que flanguean un bucle extracelular, con sus extremos tanto N- como C-terminales
ubicados en el citoplasma celular. ElI dominio extracelular de estos receptores se
encuentra altamente N-glicosilado, y esta modificacién les proporciona proteccion
frente a las proteasas que abundan en sitios inflamados. EIl receptor prototipico de esta
clase, CD36, es uno de los RS més estudiados. Inicialmente CD36 se identifico como un
receptor para trombospondina, capaz de modular la angiogénesis y las interacciones
célula-célula. Ademas, estd involucrado en multiples procesos relacionados con la
biologia de los macrdfagos y juega un rol importante en la respuesta inmune frente a

hongos y bacterias [PrabhuDas et al., 2017].

Clase C (RS-C). Los RS-C se describieron originalmente en Drosophila

melanogaster y se encuentran solamente en insectos, como moscas y mosquitos,
formando parte de un rudimentario sistema inmune innato. Asi, por ejemplo, la ausencia
del RS-C1 en D. melanogaster reduce su capacidad de fagocitar hongos y bacterias
patogenas, reflejando una conservacion generalizada para los RS durante la evolucion

del sistema inmune innato [Zani et al., 2015]. Los RS-C se componen de 320-629
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aminoacidos y son proteinas de membrana de tipo |1 (RS-C1 y RS-C2) o proteinas
solubles secretadas (RS-C3 y RS-C4), con dominios extracelulares que contienen una
region CCP en su extremo N-terminal, que precede al motivo MAM. Actualmente, no se
reconocen miembros de esta clase en mamiferos [PrabhuDas et al., 2017].

Clase D (RS-D). CD68 es el unico miembro de la RS-D. Es una glicoproteina

transmembrana de tipo | perteneciente a la familia de proteinas de membrana asociadas
a lisosomas (0 LAMP), y estd compuesto por un dominio extracelular de 300
aminoécidos rico en treonina y serina, que pueden servir como sitios de union a
carbohidratos, y una cola citoplasmatica corta. EI dominio extracelular de CD68 en
humanos comparte un 75% de identidad de secuencia aminoacidica con su homdlogo en
ratones. Este receptor se expresa en monocitos y macréfagos de cavidad peritoneal,
pulmones, higado, bazo, células de Langerhans y microglias, y presenta una funcion
clasica de RS para LDL oxidada. Ademas, es un marcador de diferenciacion para células

hematopoyéticas hacia linaje monocito/macrofago [PrabhuDas et al., 2017].

Clase E (RS-E). Los RS-E son proteinas transmembrana de tipo 2 con motivos de

lectina tipo C y actividad RS clasica demostrada. Segun su estructura, estas proteinas
pertenecen a una subfamilia de receptores lectina tipo C de células NK conocidos como
CLEC. El complejo génico de receptores para celulas NK codifica una gran variedad de
receptores tipo CLEC (por ejemplo: CLEC, LOX-1 y dectina-1), los cuales se expresan

en estas celulas, asi como en otros leucocitos [PrabhuDas et al., 2017].

Clase F (RS-F). En la actualidad se conocen tres miembros pertenecientes a esta

clase. SCARF (o SCARF-1) fue el primero identificado y se lo describi6 como un
receptor endotelial clasico para LDL modificada. Actualmente, SCARF es el RS
prototipico de la clase F, caracterizandose por presentar un dominio extracelular de
unién a ligando con mdltiples repeticiones de dominios similares a los factores de
crecimiento epidérmicos, un dominio transmembrana y una larga cola citoplasmica.
Esta Gltima es rica en aminoacidos de carga positiva, incluyendo una region rica en
serina/prolina seguida de una region rica en glicina. Ademas de su expresion en células
endoteliales, SCARF también se expresa en macrofagos y células dendriticas, donde
colabora en la union de calreticulina, y péptidos asociados, para su internalizacion via
moléculas MHC de tipo | [PrabhuDas et al., 2017].
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Clase G (RS-G). Actualmente, RS-PSOX es el Gnico representante de la clase G. En

humanos, RS-PSOX es una proteina de membrana de tipo 1 compuesta por 254
aminoacidos, conteniendo un dominio extracelular N-terminal, una sola region
transmembrana y un dominio citopldsmico corto. EI dominio extracelular media la
endocitosis de fosfatidilserina y de LDL oxidada, entregandolas al sistema endosoma-
lisosoma. A su vez, el dominio extracelular de RS-PSOX contiene un motivo
relacionado a quimioquinas, seguido de un tallo tipo mucina, el cual puede ser escindido
por metaloproteasas ADAM generando asi la liberacion del ectodominio soluble. En
humanos RS-PSOX se expresa en células vasculares del musculo liso, en células
endoteliales, monocitos, macréfagos, podocitos renales y en lesiones ateroscleroticas.
RS-PSOX tiene una importante funcién en la inmunidad innata, ya que es capaz de
reconocer diversas estructuras moleculares presentes en patogenos; principalmente
bacterias [Zani et al., 2015].

Clase H (RS-H). Los RS-H son proteinas transmembrana que contienen dominios

tipo fasciclina, tipo EGF y EGF de tipo lamina (FEEL). Actualmente, sus miembros son
dos: FEEL-1 (también conocido como estabilina-1 o0 CLEVER-1) y FEEL-2 (también
conocido como estabilina-2 0 HARE). Respecto a su localizacion, FEEL-1 se expresa
predominantemente en macréfagos, celulas mononucleares, células madre
hematopoyéticas y células endoteliales; mientras que FEEL-2 se encuentra
principalmente en células endoteliales sinusoidales. Ambos RS estan involucrados en la
adhesion de linfocitos, su transmigracion, en la angiogénesis, en el clearance de cuerpos

apoptoticos y en el trafico intracelular [PrabhuDas et al., 2017].

Clase | (RS-1). CD163 es el RS prototipico de la clase I. Es una glicoproteina de

membrana de 130 kDa que se expresa Unicamente en monocitos y macréfagos, y se une
a los complejos haptoglobina-hemoglobina promoviendo el clearance de Ila
hemoglobina plasmatica. Por ello, ha recibido el nombre funcional "RS de
hemoglobina™ para describir su principal funcién en macréfagos tisulares. A modo
general, los RS de clase | son receptores transmembrana de tipo | caracterizados por
contener multiples dominios SRCR del grupo B en su dominio extracelular. A su vez, la
estructura de cada dominio SRCR ofrece potenciales sitios de union a ligandos en
bucles hidrofilicos, hojas B, en una a-hélice y en una cavidad hidrofébica [PrabhuDas et
al., 2017].
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Clase J (RS-J). RAGE es el Gnico miembro de la clase J. Es el receptor para

productos finales de glicacion avanzada (AGEs), siendo capaz de interactuar con un
amplio espectro de ligandos aparte de los AGEs, tales como la HMGB-1 y la proteina S-
100. RAGE se compone de un solo dominio transmembrana que conecta al ectodominio
de reconocimiento de ligandos ubicado en el extremo N-terminal con un dominio
citoplasmatico corto. EI dominio extracelular también contiene tres regiones Ig-like.
RAGE esta involucrado principalmente en el reconocimiento de moléculas enddgenas
liberadas en el contexto de infecciones, estrés fisiolgico y/o inflamacion cronica; y su
sefializacion media procesos inflamatorios, de estrés oxidativo y/o de induccion de
apoptosis [PrabhuDas et al., 2017].

Clase K (RS-K). La clase K esta compuesta unicamente por el receptor CD44, el

cual, aungue no presenta homologia estructural con ningun otro RS conocido, comparte
varias caracteristicas funcionales por las cuales ha sido recientemente incluido dentro de
la familia de RS. CD44 es una glicoproteina de superficie celular conocida como
“receptor para hialuronano”. Se trata de una proteina transmembrana multidominio de
un solo tramo, con una pequefia cola citosdlica capaz de realizar una limitada
sefalizacion directa. EI dominio extracelular contiene motivos capaces de unir diversos
ligandos que incluyen hialuronano, glicoproteinas, proteoglicanos, metaloproteasas de

matriz extracelular, factores de crecimiento y citoquinas [PrabhuDas et al., 2017].

Clase L (RS-L). La clase L esta compuesta por los miembros de la familia de genes
LDLR, entre los cuales destacan RS-L1, LRP-1b, LRP-2, LRP-4, LRP-8 y VLDLR.

Esta familia de genes se denomina asi debido a su miembro mas conocido: LDLR, que

actta como el principal receptor para el recambio del colesterol plasmatico. En
mamiferos, los RS-L exhiben un notable grado de conservacién en su secuencia
aminoacidica, poniendo de manifiesto la importancia de sus miembros para la

supervivencia de todas las especies [PrabhuDas et al., 2017].

1.2.1. Superfamilia de RS Ricos en Cisteinas.

La Superfamilia de RS Ricos en Cisteinas (SF-SRCR, del inglés Super-Family of
Scavenger Receptors Cysteine-Rich) se describié a comienzos de 1990, luego de la
identificacion de una serie de receptores que contenian uno o varios dominios

extracelulares homologos al dominio C-terminal rico en cisteinas (Cys) del RS-Al
B.C. Maria Clara Gonzalez Porcile
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expresado en macréfagos (un receptor RS-A) [Freeman et al., 1990]. Dado que algunos
miembros de la SF-SRCR tienen funciones de RS, se ha generado cierta confusién entre
ambos grupos/familias de receptores, siendo oportuno aclarar ambos conceptos. Asi,
como se menciond previamente, los RS se definen actualmente como aquellas
glicoproteinas (solubles o de membrana) involucradas en el reconocimiento y/o
endocitosis de moléculas poli-anidnicas, ya sean de origen enddgeno o exdgeno [Sarrias
et al., 2004a]. Sin embargo, no se ha identificado hasta el momento un dominio proteico
en particular que confiera actividad scavenger, por lo que constituyen una familia
funcional de receptores sin relaciones estructurales [Gough & Gordon, 2000]. En
contraposicion, los miembros de la SF-SRCR, si bien estan estructuralmente muy

relacionados, comparten escasas funciones.

Actualmente, la SF-SRCR esta compuesta por mas de 30 miembros (secretados y/o
de membrana) que muestran ser filogenéticamente muy antiguos y altamente
conservados; a la vez que pueden pertenecer a diversas clases de RS. Los dominios
SRCR estan compuestos por 90-110 aminoacidos y se caracterizan por un alto, y bien
definido, contenido de Cys [Martinez et al., 2011]. Asimismo, estos dominios pueden
clasificarse en 2 grupos: los SRCR de tipo A son aquellos codificados por al menos 2
exones y contienen 6 residuos de Cys que forman 3 enlaces disulfuro intradominio; y
los SRCR de tipo B se caracterizan por estar codificados por un Gnico exdn y contener 8
residuos de Cys que forman 4 enlaces disulfuro intradominio. En ambos casos, las
posiciones relativas de las Cys son constantes y establecen patrones fijos de enlaces
disulfuro [Resnick et al., 1996]. Cabe destacar que, hasta la fecha, no se ha reportado la
coexistencia de dominios SRCR de tipo Ay de tipo B dentro de un mismo receptor; por
ello, a estos ultimos se los puede agrupar segin contengan SRCR de tipo A (Figura
1.3.) o de tipo B (Figura 1.4.).
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Figura 1.3. Representacion esquematica de los SRCR de grupo A humanos. Se
representan todos los SRCR de clase A humanos, los distintos dominios de proteinas o
carbohidratos se encuentran codificados en la figura. [Martinez et al., 2011].
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Figura 1.4. Representacion esquematica de los SRCR de grupo B humanos. Se
representan todos los SRCR de clase B humanos, los distintos dominios de proteinas o
carbohidratos se encuentran codificados en la figura. [Martinez et al., 2011].
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1.2.2. Miembros de la SF-SRCR capaces de reconocer patégenos.

Desde un punto de vista funcional, actualmente se plantea que los dominios SRCR
estarian involucrados en interacciones de tipo proteina-proteina, tanto homo- como
hetero-tipicas [Bowdish & Gordon, 2009]. Algunos miembros de la SF-SRCR han sido
involucrados en el desarrollo del sistema inmune y en la regulacion de sus respuestas
innatas y adaptativas [Aruffo et al., 1997; Chappell et al., 2015; Sanjurjo et al., 2015];
mientras que existe evidencia sobre otros miembros con capacidad de reconocer
ligandos microbianos [Martinez et al., 2011]. Por ello, a continuacién, se describen muy
brevemente los nueve miembros de la SF-SRCR capaces de reconocer estructuras

microbianas.

MARCO. Es una glicoproteina de membrana trimérica en su forma nativa, donde
cada monomero consta de cinco regiones: una cola citoplasmatica N-terminal corta, una
region transmembrana, un dominio espaciador, una region involucrada en la
trimerizacion de proteinas y un dominio SRCR de grupo A en su extremo C-terminal
(Figura 1.3.). La expresion de MARCO en tejidos murinos se localiza en macrofagos
de la interfaz entre la pulpa roja y la pulpa blanca del bazo, conocidos como macr6fagos
de la zona marginal, y también de la region medular de los ganglios linfaticos. Por su
parte, los estudios sobre la expresion de MARCO en tejidos humanos mostraron su
distribucién en macrofagos de varios tipos tisulares. Entre las principales funciones de
este receptor se encuentra su rol en la union y fagocitosis de patdgenos bacterianos
[Martinez et al., 2011, Mukouhara et al., 2011, Novakowski et al., 2016, Kang et al.,
2020]; asi como también se ha visto involucrado en el reconocimiento e internalizacion
de virus a través de su dominio SRCR [Li et al., 2023].

SR-Al. Es una glicoproteina de superficie de 220 kDa, trimérica de tipo Il e
identificada inicialmente como receptor para LDL en pulmoén bovino. La proteina
trimérica consta de tres subunidades idénticas de 77 kDa, cada una conteniendo un
dominio N-terminal intracelular, una regién transmembrana, un dominio espaciador, un
dominio helicoidal seguido de un dominio tipo coladgeno, y un dominio SRCR en el
extremo C-terminal que es especifico-de-isoforma; siendo de tipo A para SR-Al (Figura
1.3.). Tal como se comentd anteriormente, existen tres variantes de splicing para este
receptor que dan lugar a la formacién de SR-Al, SR-AIll y SR-AIII, respectivamente.

SR-AI se expresa principalmente en macréfagos, incluidas las células de Kupffer en el
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higado y los macrofagos alveolares. Ademés de estar involucrado en la aterogénesis,
SR-AI también se ha implicado en funciones homeostéaticas de los macréfagos, como la
adhesion a la matriz extracelular. La eliminacion de células apoptéticas por macréfagos
fagociticos, y de particulas inhaladas por parte de macrofagos alveolares, también
parece estar mediada por SR-Al. Por ultimo, en lo que respecta a su capacidad de
reconocimiento de patdgenos, se ha demostrado que SR-AI es capaz de unir y mediar

eficazmente la fagocitosis de varios patdgenos bacterianos [Martinez et al., 2011].

CD163. Es una glicoproteina transmembrana de tipo | especifica de macréfagos,
identificada en varias especies [Fabriek et al., 2005]. Estructuralmente, tiene un
ectodominio que consta de 9 dominios SRCR en tdndem (todos de tipo B), un dominio
transmembrana y una cola citopldsmica intracelular que estd sujeta a variantes de
splicing alternativo, conteniendo su isoforma principal 49 amino&cidos (Figura 1.4.).
CD163 es una proteina especifica de monocitos/macrofagos y su expresion esta
fuertemente regulada, positivamente, por inductores antiinflamatorios (como
glucocorticoides e 1L-10); a la vez que negativamente, por agentes proinflamatorios
(como LPS, TNF-a e IFN-y). Esta proteina esta involucrada en el metabolismo del
hierro por su capacidad de unir y mediar la endocitosis del complejo hemoglobina-
haptoglobina. Ademas, es capaz de actuar como receptor de reconocimiento para
patrones moleculares de bacterias, tanto Gram-positivas como Gram-negativas
[Martinez et al., 2011, Plevriti et al., 2024], asi como también estaria involucrado en el

reconocimiento de motivos virales [Gao et al., 2022, Liu et al., 2024].

CD5L. Esta proteina es conocida también como Spa, Api6 y AIM (en este Ultimo
caso, su homdlogo murino), y contiene dominios SRCR de tipo B. CD5L posee una
sefal secretoria seguida de tres dominios SRCR en tandem (Figura 1.4.); una estructura
muy similar a la de CD5 y CD6, otros miembros de la SF-RSCR capaces de reconocer
estructuras microbianas. La expresion de CD5L en humanos se encuentra
principalmente restringida a tejidos linfoides (bazo, ganglios linfaticos, timo, médula
Osea e higado fetal), pero estd ausente en leucocitos de sangre periférica. Por el
contrario, la expresién de AIM murina se restringe a macrofagos tisulares, aunque solo
una fraccion de estos expresa la proteina [Miyazaki et al., 1999]. En este sentido,
existen subpoblaciones de macréfagos que expresan AIM en sitios inflamados y en

corteza timica; sugiriendo que AIM participa tanto en la regulacion de la respuesta
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inflamatoria como en el desarrollo de timocitos. Ademas, tanto CD5L (humanos) como
AIM (ratones) se encuentran solubles en circulacién sanguinea [Gebe et al., 2000;
Sarrias et al., 2004b], y CD5L es capaz de unirse a células mieloides en reposo, a
monocitos de sangre periférica y a células B 'y T [Gebe et al.,1997]. Al igual que otros
miembros de la SF-SRCR, CD5L también puede actuar como receptor de
reconocimiento microbiano dada su capacidad de unir LPS y LTA bacteriano, asi como
también mananos y B-glucanos fangicos [Sarrias et al., 2005; Martinez et al., 2014].
Estudios recientes demuestran que la administracion intravenosa de CD5L ofrece
proteccion en un modelo murino de shock séptico conteniendo la diseminacion
bacteriana, a la vez que reduce los niveles de endotoxinas y de patrones moleculares

asociados a dafio [Oliveira et al., 2024].

SALSA. Es una glicoproteina soluble y/o de membrana, también conocida como
DMBT1 (Deleted in Malignant Brain Tumors 1), gp340 o SAG (Salivary AGglutinin),
que presenta una estructura con 12-15 dominios SRCR (dependiendo de la variante de
splicing alternativo) en tandem, todos del tipo B, separados por tramos de 20-23
aminoacidos. Ademas, también contiene dominios CUB y ZP (Figura 1.4.). La
expresion de SALSA se ha reportado en varios tipos tisulares diferentes, principalmente
en pulmon, trdquea, glandula salival, intestino delgado y estdmago, asi como también
en células del sistema inmune; incluyendo células T y B, bazo, timo, ganglios linfaticos,
médula Osea y macrdfagos alveolares [Martinez et al., 2011]. Entre las distintas
funciones reportadas para SALSA se encuentra la modulacion de la respuesta inmune
innata, de la inflamacion y de la homeostasis epitelial, principalmente mediante la unioén
concomitante de microorganismos Yy ligandos leucocitarios y epiteliales. Dichos
ligandos incluyen a la IgA secretoria, a la lactoferrina y a diversas proteinas del sistema
complemento. Los dominios SRCR de SALSA son clave para su interaccién con

ligandos bacterianos [Reichhardt et al., 2020].

SCARADb. Es una glicoproteina transmembrana de tipo Il con alta homologia
respecto a SR-Al/Il [Jiang et al., 2006]. Estructuralmente es similar a SR-Al/ll y
MARCO, ya que contiene un dominio N-terminal corto, un dominio transmembrana,
una region espaciadora, un dominio de tipo colageno y un dominio SRCR de tipo A en
su extremo C-terminal (Figura 1.3.). La regidn de tipo colageno seria determinante para

la formacién de trimeros proteicos, de manera similar a lo que ocurre para SR-Al/Il y
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MARCO. Sin embargo, en contraste con estos dos receptores, SCARA5 no se expresa
en macrofagos, sino que lo hace en testiculos, vejiga, trdquea, glandula suprarrenal, piel,
pulmén y ovario. SCARADS pareceria estar implicado en la homeostasis epitelial, tiene
capacidad de union a bacterias y se encuentra involucrado en el metabolismo del hierro

al unirse a la ferritina y al complejo hemoglobina-haptoglobina [Martinez et al., 2011].

SSchD. Es una glicoproteina soluble constituida por cinco dominios SRCR de tipo
B (Figura 1.4.). Su patrdn de expresion es restringido, expresandose en
monocitos/macréfagos, linfocitos T y células epiteliales de placenta, bazo y colon
[Gongalves et al., 2009]; también puede encontrarse en suero y sus niveles aumentan en
condiciones inflamatorias [Balakrishnan et al., 2014]. SSc5D también es capaz de actuar
como receptor de reconocimiento de patrones microbianos, particularmente bacterianos,
siendo capaz de unirse tanto a L. monocytogenes como a distintas cepas de E. coli,
permitiendo en este Ultimo caso, discriminar entre cepas patdgenas de no patdgenas
[Bessa-Pereira et al., 2016]. Este receptor también estaria involucrado en la correcta
funcion placentaria [Goncalves et al., 2009] y estudios recientes muestran que se
encuentra disminuido en exosomas plasmaticos obtenidos a partir de pacientes
infectados con M. tuberculosis, sugiriendo que estaria involucrado en mecanismos de

evasion del sistema inmune [Biadglegne et al., 2022].

CD5 y CD6. Los receptores CD5 y CD6 son glicoproteinas de membrana de 67 kDa
y 105-130 kDa, respectivamente, con ectodominios compuestos exclusivamente por tres
dominios SRCR de tipo B en tandem, una region transmembrana y una cola
citoplasmatica adaptada para la sefializacion intracelular [Sarrias et al., 2004a] (Figura
1.4.). La homologia que presentan entre si no solo es importante desde un punto de vista
estructural, sino también en cuanto a sus perfiles de expresion y a sus propiedades
funcionales, ya que ambos receptores se expresan principalmente en timocitos desde las
etapas tempranas de maduracion, en linfocitos T maduros y en la subpoblacion de
linfocitos Bla; estando siempre fisicamente asociados al TCR o al BCR segun
corresponda. Asi, su localizacion sugiere que ambos receptores estarian bien
posicionados para regular sefiales inducidas mediante reconocimiento antigeno-

especifico [Martinez et al., 2011].

Al igual que otros miembros de la SF-SRCR, los receptores CD5 y CDG6 tienen la

capacidad de reconocer ligandos microbianos. El ectodominio de CD6 (pero no el de

B.C. Maria Clara Gonzalez Porcile

21



“Disefio y evaluacion de péptidos sintéticos derivados de receptores scavenger como potenciales agentes antiparasitarios ”

CD?5) es capaz de unir LPS presente en bacterias Gram-negativas, asi como LTA y PGN
de bacterias Gram-positivas; y, de hecho, la afinidad de la interaccion CD6-LPS mostro
ser equivalente a la reportada para CD14 [Sarrias et al., 2007]. Por otro lado, el
ectodominio de CD5 (pero no el de CD6) es capaz de interactuar con motivos [-
glucanos presentes en las paredes de hongos saproéfitos y patdgenos, exhibiendo una
afinidad de unién equivalente a la reportada para Dectina-1 [\era et al., 2009]. Ambos
ectodominios son capaces de inducir agregacién microbiana (fungica en el caso de CD5
y bacteriana en el de CD®6), lo cual podria facilitar la eliminacién de los patégenos de la
circulacion por parte de células fagociticas. Asimismo, se describié que la unién de los
ligandos microbianos a las formas unidas a membrana de CD5 y CD6 inducen sefiales

de activacion intracelular [Sarrias et al., 2007; Vera et al., 2009].

Por otro lado, ademas de hongos Yy bacterias, los ectodominios de CD5 y CD6 han
mostrado capacidad para reconocer ligandos virales. En este sentido, CD5 seria un
receptor clave para la invasion de linfocitos T humanos por HCV [Sarhan et al., 2012],
mientras que, resultados preliminares sugieren que, CD6 seria capaz de interactuar con
la proteina gpl20 de HIV-1 [Carrasco et al., 2014]. Finalmente, nuestro grupo ha
reportado que ambos receptores son también capaces de detectar componentes
parasitarios, especificamente estructuras presentes en el tegumento de PSC de E.

granulosus s.l. [Mourglia-Ettlin et al., 2018].

Asi, y aunque aun no existen reportes al respecto, cabria suponer que la interaccion
de CD5 y CD6 con sus ligandos microbianos tendria consecuencias funcionales
importantes en linfocitos T y Bla mediante modulacion o interferencia de la
sefalizacién antigeno-especifica; un fendmeno ampliamente reportado para otros
receptores innatos [Netea et al., 2004; Caron et al., 2005; Yanaba et al., 2009]. Sin
embargo, la relevancia practica de la capacidad exhibida por CD5 y CD6 de reconocer
antigenos microbianos se ha evidenciado luego de observar que, la infusion de las
formas recombinantes solubles de sus ectodominios de origen humanos (denominadas
rshCD5 y rshCD6), tiene efectos beneficiosos en diversos modelos murinos de
infeccién. Asi, mientras rshCD6 ha mostrado interesantes funciones profilacticas y
terapéuticas en modelos murinos de infecciones bacterianas [Sarrias et al., 2007;

Martinez-Florensa et al., 2014; Martinez-Florensa et al., 2016, Martinez-Florensa et al.,
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2018], rshCD5 ha mostrado funciones equivalentes en modelos murinos de infecciones
fungicas [Vera et al., 2009; Velasco-de-Andrés et al., 2020].

En este sentido, resulta particularmente importante para el desarrollo de la presente
tesis destacar que, tanto rshCD5 como rshCD6, mostraron funciones profilacticas
significativas en el modelo murino de EQ secundaria; ya que su infusién pre-
inoculacion de PSC redujo la proporcion de ratones efectivamente infectados, asi como
el numero de quistes hidaticos desarrollados y la carga parasitaria total por raton
[Mourglia-Ettlin et al., 2018]. Desde un punto de vista mecanistico, estos efectos
profilacticos podrian atribuirse, por un lado, a una inmunomodulaciéon inducida
mediante el bloqueo de componentes parasitarios claves presentes en el tegumento de
los PSC. En este sentido, la adicion de rshCD5 o rshCD6 a cultivos de células
peritoneales murinas estimuladas con antigenos tegumentarios mostré una alteracion,
potencialmente beneficiosa para el hospedero, en el perfil de citoquinas inducido
[Mourglia-Ettlin et al., 2018]. Ademas, mediante estudios protedmicos de interactomas,
se identificaron posibles ligandos parasitarios para rshCD5 y/o rshCD6 presentes en el
tegumento de PSC [Miles et al., 2020b]; muchos de los cuales fueron reportados
previamente como importantes blancos terapéuticos contra E. granulosus s.l., ya sea
como candidatos vacunales y/o como dianas farmacoldgicas. Por otro lado, los
mencionados efectos profilacticos observados tras la infusion de rshCD5 o rshCD6 en el
modelo murino de EQ secundaria, también podrian atribuirse a las acciones
antiparasitarias intrinsecas recientemente reportadas in vitro para ambas proteinas

recombinantes [Garcia-Luna et al., 2024].

1.3. Péptidos sintéticos como agentes terapéuticos.

Los péptidos son biomoléculas compuestas por hasta 50 aminoacidos unidos entre si
mediante enlaces de tipo peptidico. Al igual que las proteinas, son ubicuos en toda la
biologia y estan involucrados en una amplia gama de funciones celulares y fisioldgicas,
con estructuras a veces muy complejas capaces de exhibir diferentes conformaciones

dependiendo de su secuencia aminoacidica y de su entorno.

En cuanto agentes terapéuticos, los péptidos estan ganando cada vez mas atencion

por diversos motivos. Por un lado, en términos de produccion, su sintesis generalmente
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puede realizarse de manera automatizada en sistemas no-bioldgicos, resultando
relativamente sencillo el control de su pureza. Por otro lado, los medicamentos basados
en péptidos ofrecen normalmente un alto grado de especificidad atribuido a la
complejidad de sus estructuras, tanto en la forma labil del péptido “solo” como en sus
potenciales estructuras cuaternarias al interactuar con su(s) blanco(s) terapéutico(s). Asi,
su toxicidad tiende a ser generalmente baja gracias a su alta especificidad y a que se
metabolizan facilmente liberando los aminoacidos que los componen como producto de
degradacion. Ademas, la aceptacion generalizada de la terapéutica con los mismos por
parte de médicos y pacientes ha intensificado ain mas el interés de las compafiias
farmacéuticas para su desarrollo, haciendo que algunos medicamentos basados en
péptidos actualmente aprobados y disponibles en el mercado se consideren casos de
éxito en farmacoeconomia [Da-Costa et al., 2015; de-la-Fuente-Nufiez et al., 2017].

Los medicamentos basados en péptidos actualmente aprobados para terapéutica
humana abarcan un amplio abanico de acciones farmacologicas, como, por ejemplo:
inhibidores enzimaticos, agonistas/antagonistas hormonales, analgésicos, antibioticos,
antivirales, etc. [da-Costa et al., 2015]. Por su parte, a nivel experimental se ha puesto
un gran foco en el desarrollo de péptidos con actividades antimicrobianas e
inmunomoduladoras, ya que la aparicion de patdgenos resistentes a tratamientos
clasicos es un desafio por demas interesante para el uso de medicamentos basados en
este tipo de biomolécula. Asi, se han logrado importantes avances en el campo de los
péptidos antibacterianos [Mansour et al., 2015; Pfalzgraff et al., 2018; Lei et al., 2019],
antifangicos [Pertinhez et al., 2018; Galgoczy et al., 2019; Nikapitiya et al., 2020] y
antivirales [Liu et al., 2013; Kazmirchuk et al., 2017; John et al., 2019]; y muy

timidamente en el area antiparasitaria [Vizioli & Salzet, 2002; Maciel et al., 2008].

El principal desafio en el desarrollo de péptidos como agentes terapéuticos radica en
la estrategia utilizada para la seleccidn de estructuras candidatas, ya que las estrategias
reportadas son muy variadas y van desde el disefio racional in silico hasta el screening
sistematizado utilizando bibliotecas de péptidos con secuencias aleatorias. En este
aspecto, una estrategia relativamente poco explorada para la seleccién de péptidos
candidatos con potencial antimicrobiano (incluyendo antibacterianos, antivirales,
antifingicos y/o antiparasitarios), se basa en el uso de la secuencia aminoacidica de

receptores inmunes capaces de reconocer estructuras de patdégenos. Asi, mediante
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diversas estrategias se podrian identificar péptidos derivados de dichas secuencias que
retengan la capacidad de reconocimiento, y que, por lo tanto, pudiesen actuar al menos

como agentes bloqueantes para dichos patégenos.

1.3.1. Los RS como fuente de péptidos con acciones terapéuticas.

Los RS serian un interesante grupo de inmunoreceptores a analizar dado su amplio y
diverso abanico de ligandos microbianos [Zani et al., 2015]; y en particular, la SF-
SRCR seria de gran relevancia dada la evidencia existente en cuanto a la capacidad que
tienen algunos de sus miembros para reconocer ligandos microbianos. Como se
menciond previamente, ejemplos de dichos receptores serian MARCO, SR-Al, CD163,
CD5L, CD5, CD6, CD163, SALSA, SCARAS y SSc5D [Martinez et al., 2011], y, de
hecho, para algunos de ellos, sus propiedades de union a estructuras de patégenos han
sido previamente mapeadas con precision dentro de sus dominios SRCR. En este
sentido, el caso prototipico de la SF-SRCR seria el receptor SALSA, que como se
menciond anteriormente, es una glicoproteina soluble que contiene 12-15 dominios
SRCR de tipo B, y cuyas propiedades de unién a componentes bacterianos se han
mapeado dentro de los mismos en una secuencia consenso de 11 aminoacidos
(GRVEVLYRGSW) denominada pbsl (del inglés, pathogen binding site 1). Dicha
secuencia se compone de un motivo de 9 aminoacidos (VEVLxxxxW) identificado en
13 de sus 15 posibles dominios SRCR [Bikker et al., 2004]. De manera interesante, cabe
mencionar que estudios similares de mapeo se han realizado también para los receptores
MARCO [Elomaa et al., 1998; Brannstrom et al., 2002], CD163 [Fabriek et al., 2009] y
CD5 y CD6 [Martinez-Florensa et al., 2018].

En este sentido, y en base a la relevancia practica antes mencionada para los
receptores CD5 y CD6, cabe destacar que los péptidos homologos a pbsl derivados de
los dominios SRCR de CD6 han mostrado afinidades de union con motivos bacterianos
similares a la observada para rshCD6 (proteina compuesta por los tres dominios SRCR
que conforman el ectodominio de CD6). Sin embargo, solo el péptido mapeado en el
dominio SRCR 3 (el mas proximal del receptor) exhibié propiedades funcionales
importantes, tales como aglutinacion bacteriana in vitro y mejora de la sobrevida de
ratones con sepsis polimicrobiana experimental; tanto al utilizarse como agente

profilactico o terapéutico [Martinez-Florensa et al., 2018]. Ademas, por otro lado,
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nuestro grupo analizo la capacidad de unién a componentes del tegumento de PSC de E.
granulosus s.l. por parte de los homdlogos a pbsl derivados de los tres dominios SRCR
de CD5 y de CD6, y reportd que los mismos retienen, parcialmente, el perfil de ligandos
parasitarios. En particular, mediante estudios protedmicos de interactomas obtenidos de
ensayos de tipo pull-down, se identificaron 45 proteinas parasitarias diferentes en los
interactomas obtenidos a partir de los 6 péptidos homologos a pbsl presentes en CD5 y
CD6; siendo muchas de ellas identificadas también en ensayos analogos realizados en
paralelo con rshCD5 y rshCD6 [Miles et al., 2020b]. Por lo tanto, los péptidos
homdlogos a pbsl derivados de CD5 y CD6, al igual que los presentes en otros
miembros de la SF-SRCR capaces de reconocer estructuras microbianas, merecerian ser
blanco de estudios funcionales adicionales tendientes a evaluar su potencial valor como

agentes profilacticos y/o terapéuticos en el modelo murino de EQ secundaria.
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2. HIPOTESIS

Los RS CD5 y CD6 son capaces de reconocer componentes presentes en el
tegumento de PSC de E. granulosus s.l., y la infusién de sus formas recombinantes
solubles (rshCD5 y rshCD6) induce acciones profilacticas en el modelo murino de EQ
secundaria. En este sentido, la evidencia existente sugiere que dichos efectos podrian
atribuirse tanto a la induccion de inmunomodulacién mediante bloqueo de componentes
parasitarios clave, asi como a posibles acciones antiparasitarias intrinsecas ejercidas por
rshCD5 y rshCD6. Por otro lado, péptidos sintéticos derivados de los dominios SRCR
de CD5 y CD6 homdlogos a la secuencia aminoacidica pbsl, tienen capacidad de unién
a componentes parasitarios presentes en el tegumento de PSC de E. granulosus s.1., y,
de hecho, muchos de dichos componentes serian los mismos ligandos parasitarios de
rshCD5 y rshCD6.

Por todo ello, nuestra hipdtesis de trabajo plantea que el uso de péptidos sintéticos

derivados de la estructura primaria de los dominios SRCR presentes en miembros de la
SF-SRCR capaces de reconocer componentes microbianos, seria de utilidad
profilactico/terapéutica al retener la capacidad de reconocimiento de patdgenos
microbianos de sus RS de origen. De esta forma, la administracion exdgena de dichos
péptidos permitiria modular la respuesta antiparasitaria en el modelo murino de EQ
secundaria. Asi, los resultados preclinicos a obtener permitiran postular el potencial uso
de péptidos sintéticos previo a la cirugia de remocion de quistes hidaticos en pacientes
con EQ, con el objetivo de disminuir las altas tasas de recidivas postquirdrgicas

reportadas.
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3. OBEJETIVOS

3.1.0Dbjetivo general.

Evaluar el potencial antiparasitario e inmunomodulador de péptidos sintéticos derivados
de la secuencia aminoacidica de RS capaces de reconocer estructuras microbianas;

haciendo uso de E. granulosus s.l. como modelo de estudio.

3.2.0Dbjetivos especificos.

1. Identificar in silico péptidos homologos a la secuencia pbsl presentes en la
estructura primaria de los receptores MARCO, SR-AIl, CD163, CD5L, CD5,
CD6, SALSA, SCARA5 y SSc5D.

2. Analizar in vitro el perfil de biocompatibilidad de los péptidos sintéticos sobre

sistemas celulares de origen murino.

3. Evaluar la actividad antiparasitaria in vitro de los péptidos sintéticos utilizando

PSC de E. granulosus s.1.

4. Caracterizar in vitro los efectos inmunomoduladores de los péptidos sintéticos

sobre cultivos celulares estimulados con antigenos parasitarios.

5. Disefar péptidos de tipo tdndem a partir de secuencias homologas a pbsl y

evaluar in vitro su potencial antiparasitario e inmunomodulador.

6. Evaluar in vivo los efectos profilacticos e inmunomoduladores de los péptidos

sintéticos utilizando el modelo murino de EQ secundaria.
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Capitulo 2.

MATERIALES Y METODOS

2.1. ldentificacién de secuencias homélogas a pbsl.

La identificacion de secuencias homologas al péptido consenso 11-mer pbsl
GRVEVLYRGSW |[Bikker et al., 2004] presentes en los dominios SRCR de los RS
MARCO, SR-Al, CD163, CD5L, CD5, CD6, SALSA, SCARAS y SScbD, se realizd
mediante el siguiente flujo de trabajo bioinformatico. En primer lugar, se buscaron en la
base de datos de genomas Ensembl (EMBL-EBI, https://www.ensembl.org/) los genes
codificantes para los correspondientes receptores humanos segin su nombre; y
partiendo de los resultados obtenidos, se seleccionaron aquellos cuyas secuencias
estuvieran verificadas en la base de datos de secuencias no redundantes RefSeq (NCBI,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/).

A continuacion, se descargaron las secuencias mencionadas y tomando como
referencia la secuencia de pbsl, se procedié a buscar y localizar de forma manual,
secuencias con caracteristicas similares; como, por ejemplo, la longitud y la posicion de
ciertos aminoacidos conservados (en particular VEVLxxxxW, donde x corresponde a
cualquier aminoacido, [Bikker et al., 2004]). Luego, utilizando la base de datos de
dominios  conservados  Conserved  Domain  Database @ (CDD, NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml), se verifico que efectivamente
las secuencias peptidicas seleccionadas se localizasen dentro de los dominios SRCR de
los receptores en estudio. Posteriormente, se analizaron manualmente las secuencias en
detalle registrando cual aminoacido ocupaba cada posicion, de forma tal que las

secuencias idénticas se contabilizasen una Unica vez.

2.2. Disefio de péptidos con secuencias en tandem.

Partiendo de las secuencias homdlogas a pbsl identificadas, se disefiaron para
cada RS, secuencias lineales 35-mer en formato tandem. En este caso, y segun el

namero de secuencias homdélogas a pbsl identificadas en cada receptor, estos se
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agruparon en tres categorias: (i) receptores con una Unica secuencia homdloga, (ii)
receptores con tres secuencias homdélogas distintas, y (iii) receptores con mas de tres

secuencias homdlogas distintas.

Las secuencias peptidicas en tandem se disefiaron de forma que contuviesen tres
secuencias homdlogas a pbsl (distintas o idénticas segin la categoria del receptor),
espaciadas entre si por un residuo de Prolina. Asi, para los receptores de la categoria (i),
sus tdndems correspondieron a una Unica secuencia homologa a pbsl repetida tres
veces; mientras que para los receptores de la categoria (ii), sus tandems correspondieron
a la secuencia lineal de los tres homélogos a pbsl identificados. Por Gltimo, para los
receptores de la categoria (iii) se disefiaron varios tdndems 35-mer, cada uno de ellos
conteniendo la secuencia lineal de tres homologos a pbsl distintos identificados.
Esquematicamente, las secuencias en tandem (35-mer) tuvieron el siguieron formato

general:

(homologo 1, 11-mer) - Pro - (homologo 2, 11-mer) = Pro - (homologo 3, 11-mer)

2.3. Caracterizacion bioinformatica y modelado estructural de los péptidos.

El andlisis de frecuencia para los distintos residuos aminoacidicos presentes en
cada posicién de las secuencias peptidicas se realizd utilizando el software WebLogo
(https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi), mientras que la diversidad de secuencias
presentes (identidad y similitud) se evalué aplicando el software LALIGN
(www.ebi.ac.uk/Tools/psa/lalign/). Por su parte, el modelado tridimensional de las
estructuras  peptidicas se  realizd  utilizando el software = PEPFold3
(https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3/) [Lamiable et al.,
2016]. En todos los casos, se aplicaron los parametros incluidos por defecto en cada

software.

2.4. Reactivos quimicos generales.

Los reactivos quimicos utilizados, incluyendo solventes organicos, fueron todos
de nivel analitico y provinieron de las marcas Dorwil (Argentina) o Sigma (USA), salvo

que se indique lo contrario.
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2.5. Sintesis, solubilizacion y almacenamiento de péptidos.

Los péptidos seleccionados se sintetizaron a nivel comercial (Beijing SBS
Genetech Co., Ltd., China), obteniéndolos en forma liofilizada con alta pureza (> 90%).
Una vez recibidos, se solubilizaron y almacenaron en condiciones estables para su uso

posterior.

En primer lugar, y con el objetivo de optimizar el protocolo de solubilizacién,
los péptidos se clasificaron segln sus caracteristicas fisicoquimicas, tales como carga y
caracter acido-base. Luego, se ensayaron distintos diluyentes (agua, NH4sHCO3 y
DMSO), y se establecio de forma empirica, una estrategia de solubilizacion adecuada.
Brevemente, para determinar la carga, se asigné inicialmente un valor de -1 por cada
residuo aminoacidico de caracter acido (Asp, Glu y extremo C-terminal) y +1 por cada
residuo de caracter basico (Arg, Lys, His y extremo N-terminal), para luego calcular la
carga neta del péptido. Para los péptidos acidos (carga neta <0), se ensayo agua (500
uL) como primer solvente utilizando 1 mg de péptido. En caso de no lograr su
solubilizacion, se adicionaron 100 pL de NHsHCO3 100 mM, y, de ser necesario aun, se
adicionaron finalmente 100 uL de DMSO. En el caso de los péptidos basicos (carga neta
>(0), también se ensay6 agua (500 L) como primer solvente utilizando 1 mg de péptido,
y en caso de ser necesario, se adicionaron luego 100 uL. de DMSO. Por ultimo, para los
péptidos neutros (carga neta =0), se ensayd DMSO (100 uL) como primer solvente

utilizando 1 mg de péptido, y, posteriormente, se llevo a volumen final con agua.

Finalmente, los péptidos solubilizados (rango de concentraciones finales: 1,4-2,0
mg/mL) se filtraron por membrana de 0,22 um bajo campana de flujo laminar para

asegurar su esterilidad; y se almacenaron a -80 °C en alicuotas listas para usar.

2.6. Parasitos y Ratones.

La obtencion de PSC de E. granulosus s.l. se realiz6 mediante la puncién
aséptica de quistes hidaticos fértiles de origen pulmonar bovino [Baz et al., 1995]. Una
vez obtenidos, los PSC se lavaron con buffer fosfato salino (PBS) pH 7,2 conteniendo
gentamicina (40 pg/mL), y posteriormente se determind su viabilidad mediante tincion

(exclusién) con eosina 0,5% (m/v) [Dematteis et al., 2003]. Se utilizaron lotes de PSC

B.C. Maria Clara Gonzalez Porcile

31



“Disefio y evaluacion de péptidos sintéticos derivados de receptores scavenger como potenciales agentes antiparasitarios ”

con diversa viabilidad segun los requerimientos de cada actividad, tal y como se
describe en los protocolos correspondientes.

Los ratones utilizados, salvo que se aclare lo contrario, se correspondieron con
hembras normales de la cepa endogamica Balb/c de 8-12 semanas de edad. Estos se
adquirieron del Bioterio de Cria de la Direccion de Laboratorios Veterinarios “Dr.
Miguel Rubino” (DI.LA.VE.) del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca
(MGAP); y posteriormente, se mantuvieron en el Laboratorio de Experimentacion
Animal del Area Inmunologia en el Instituto de Higiene (Universidad de la Republica)
bajo condiciones reguladas y controladas de luz/oscuridad (ciclos de 12h/12h) y

temperatura (21°C), alimentandose ad libitum con racién y agua esterilizadas.

Las actividades con animales de experimentacion se realizaron conforme a la
Comision Honoraria de Experimentacion Animal (C.H.E.A., Universidad de la
Republica), siguiendo la Ley Nacional Uruguaya N°18.611. Los protocolos fueron
aprobados por el Comité de Etica para el Uso de Animales (Facultad de Quimica,
Universidad de la Republica), con nimero de aprobacion de protocolo 101900-001214-

17 (www.expe.edu.uy).

2.7. Actividad hemolitica de los péptidos.

La potencial toxicidad de los péptidos sintéticos se evalu6 inicialmente mediante
la determinacién de su actividad hemolitica (AH); en particular su AHsg (concentracion
de péptidos que induce un 50% de lisis en una suspension fresca de eritrocitos). Para
ello, inicialmente se generd una suspension de eritrocitos murinos frescos al 1% (v/v),
partiendo de sangre fresca obtenida mediante puncion del plexo retro-orbital de ratones
hembra normales de la cepa exogamica CD-1 (12 meses de edad). Estos ratones se
adquirieron del Bioterio de Cria del Instituto de Higiene (Universidad de la Republica).
Una vez obtenida la sangre, se la mezclé inmediatamente con una solucion de citrato de
sodio (3,8% m/v) en relacion 9:1 (sangre:citrato), y luego se centrifug6 a 2.000 r.p.m.
durante 10 minutos a 4°C. A continuacion, se descartd el plasma y se agregd un
volumen equivalente de suero fisioldgico isotonico, mezclando suavemente por
inversién. Luego, se centrifugo la suspension en las mismas condiciones antes descritas,

y se descartd el suero fisioldgico; repitiendo tres veces este proceso de lavado.
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Posteriormente, para preparar la suspension de eritrocitos frescos al 1% (v/v), se
tomaron 180 pL de pellet de células y se llevo a volumen final (18 mL) con suero
fisiolégico isotonico.

La AH de los péptidos se ensayd en placas de 96 pocillos de fondo en U
(Deltalab, Espafa), mezclando 180 pL de la suspension de eritrocitos con 20 pL de
solucion de peptido a distintas concentraciones (rango final de trabajo: 1,6-100 pg/mL).
Como controles negativos y positivos de hemolisis, se utilizaron soluciones de PBS
estéril y de SDS al 1% (v/v), respectivamente. Todas las condiciones se ensayaron al
menos por triplicado, incubando la placa durante 1h a 37°C (sin agitacion). Luego, se
centrifugo la placa a 2.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C, se transfirieron 75 uL del
sobrenadante de incubacion a placas de 96 pocillos de fondo plano, y se realizo la
lectura de absorbancia a 560 nm (hemoglobina en solucién), utilizando un
espectrofotometro para microplacas Titertek Multiscan Plus (Flow Laboratories,
Helsinki, Finlandia). La AH de cada péptido, a cada concentracion, se determind

siguiendo protocolos de referencia [Cibulski et al., 2016]:

AH (%) = (AbSpeptido - Abspes) / (Abssps - Abspes)

2.8. Actividad citotdxica de los péptidos.

La potencial toxicidad de los péptidos sintéticos se evalud también mediante la
determinacion de su actividad citotoxica (AC); en particular su ACso (concentracion de
péptido que reduce al 50% la viabilidad de un cultivo celular eucariota). En particular,
se utilizé la linea celular RAW264.7 (TIB-71™), Esta linea, derivada de macréfagos
murinos, se establecié originalmente partiendo de tumores de ratones Balb/c macho,
inducidos mediante el uso del virus de la leucemia murina de Abelson
(https://www.atcc.org/). Las células RAW264.7 se mantuvieron rutinariamente, hasta el
pasaje 30, en cultivos a 37°C con atmosfera controlada de CO, 5% utilizando frascos T-
25 (Greiner Bio-One, Austria), realizando cambios de medio cada 48-72 hs. EI medio
utilizado fue DMEM alto en glucosa (Sigma, USA) conteniendo estreptomicina (100
ug/mL), penicilina (60 pg/mL) y suero fetal bovino al 5% (v/v) (FBS, Capricorn,

Alemania).
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Los cultivos se repicaron rutinariamente al alcanzar confluencia; es decir,
aproximadamente una vez por semana. Brevemente, las células se despegaron de forma
mecénica mediante el uso de scrapper (Greiner Bio-One, Austria) y el contenido de un
frasco se trasvasd a un tubo conico de 15 mL; se centrifugd a 1.200 r.p.m. durante 5
minutos a 4°C, y, a continuacioén, se descart6 el sobrenadante y se suspendio el pellet
celular en 10 mL de PBS estéril. Luego, se realiz6 el recuento de células totales
utilizando camara de Neubauer, y se determind el volumen de suspensién a tomar para
el repique, de forma tal que el nuevo subcultivo tuviese 1x10° células totales. Estas se
suspendieron en un nuevo frasco T-25 conteniendo 10 mL de medio DMEM completo,

obteniéndose asi un nuevo subcultivo.

La AC de los péptidos se ensayO directamente sobre cultivos de células
RAW264.7, los cuales se incubaron con distintas concentraciones de cada uno de los
péptidos en estudio. Brevemente, en placa de 96 pocillos de fondo plano (Greiner Bio-
One, Austria) se sembraron 2x10° células en 200 pL de medio DMEM completo, y se
incubaron durante 24 hs a 37°C en atmosfera controlada de CO> al 5% (sin agitacion).
Luego, se retird el medio y se agregaron distintas concentraciones de los péptidos a
ensayar (rango final: 6,3-100 ug/mL) diluidos en 200 uL de medio DMEM completo.
Como controles negativos y positivos de citotoxicidad, se utilizaron células en medio de
cultivo y en presencia de DMSO 10% (v/v), respectivamente. Todas las condiciones se
ensayaron al menos por triplicado y se incubaron durante 72 hs a 37°C en atmosfera

controlada con CO- al 5% (sin agitacion).

Luego, se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT, en el cual
las células viables reducen, mediante accion de la enzima succinato deshidrogenasa
mitocondrial, el bromuro de 3(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT) a
cristales puarpuras -insolubles- de formazan [Ghasemi et al., 2021]. Para ello,
brevemente, se retird el sobrenadante de cultivo, se adicionaron 200 pL por pocillo de
MTT 0,5 mg/mL (Sigma, USA) en PBS estéril, y se incubd durante 4 hs a 37°C en
atmdsfera controlada con CO> al 5% (sin agitacion). Luego, con precaucion de no retirar
los cristales de formazan, se descart6 cuidadosamente el sobrenadante, se agregaron 200
uL por pocillo de DMSO puro y se solubilizaron los cristales mediante agitacion suave
durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, se transfirieron 150 pL de

sobrenadante a una placa de 96 pocillos de fondo plano (Deltalab, Espafa), y se
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determind la absorbancia a 560 nm utilizando un espectrofotdmetro para microplacas
Titertek Multiscan Plus (Flow Laboratories, Helsinki, Finlandia). La AC de cada
péptido, a cada concentracion, se determind siguiendo protocolos de referencia
[Cibulski et al., 2016]:

AC (%) = (Abspeptido - Abspas) / (AbSpmso - Abspas)

2.9. Ensayos de actividad protoscolicida: Cultivos axénicos.

Para analizar la potencial actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos
sintéticos en estudio, se realizaron cultivos axenicos de PSC de E. granulosus s.l. en
presencia de los péptidos sintéticos, siguiendo protocolos reportados recientemente por
nuestro grupo de trabajo [Miles et al., 2023]. En primer lugar, se resuspendieron los
PSC en PBS estéril conteniendo estreptomicina (100 pg/mL), penicilina (60 pg/mL) y
anfotericina B (250 ng/mL). Luego, en placas de 96 pocillos de fondo plano (Greiner
Bio-One, Austria) se incubaron, en cada pocillo, 100 PSC con viabilidad > 98% en 100
uL de medio de incubacion estéril, en presencia de concentraciones crecientes de los
péptidos sintéticos en estudio (rango final: 0,3125 a 5 uM). Cada condicion se analizo al

menos por cuadruplicado.

Con el objetivo de evaluar los efectos de los péptidos sintéticos sobre los PSC en
ausencia y en presencia de nutrientes, estos ensayos se realizaron utilizando tanto PBS
como RPMI (Capricorn, Alemania) como medios de incubacién, respectivamente; en
ambos casos adicionando estreptomicina (100 pg/mL), penicilina (60 pg/mL) y
anfotericina B (250 ng/mL). Asimismo, los cultivos en ausencia de nutrientes (PBS) se
incubaron durante 48 hs a 37°C en atmosfera controlada de CO; al 5%, mientras que los
cultivos en presencia de nutrientes (RPMI) se incubaron en las mismas condiciones,
pero durante 5 dias [Miles et al., 2023].

Una vez finalizados los cultivos, la viabilidad de los PSC se determiné mediante
tincion con eosina siguiendo protocolos habituales [Dematteis et al., 1999], y la
actividad protoscolicida se expres6 normalizada respecto a los controles de viabilidad

basal correspondientes (PBS o RPMI en ausencia de péptidos).
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2.10. Ensayos de actividad protoscolicida: Cultivos celulares.

Ademas de la potencial actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos
sintéticos en estudio, se realizaron co-cultivos de PSC de E. granulosus s.l. con células
RAW264.7, en presencia de los péptidos sintéticos. Para ello, en placa de 96 pocillos de
fondo plano (Greiner Bio-One, Austria), se sembraron, por pocillo, 2x10° células
RAW264.7 junto con 50 PSC (viabilidad inicial 100%) y 20 pg/mL de péptidos
sintéticos. Las incubaciones se realizaron en un volumen final de 200 puL de medio de
cultivo DMEM alto en glucosa conteniendo estreptomicina (100 pug/mL), penicilina (60
ug/mL) y suero fetal bovino al 5% (v/v); y se incubaron durante 72 hs a 37°C en
atmésfera controlada de CO; al 5% (sin agitacion). Como controles se utilizaron: (i)
células RAW264.7 solas, (ii) PSC solos, (iii) células RAW264.7 junto con PSC, (iv)
células RAW264.7 junto con PSC en presencia de LPS (0,1 pg/mL), y (v) PSC solos en
presencia de LPS (0,1 pg/mL). Cada condicion se analizo al menos por cuadruplicado.

Luego de 72 hs, se tomaron fotografias con aumento 10x de todas las
condiciones ensayadas, utilizando un microscopio digital con cémara acoplada
(Axiocam, ZEISS, Alemania) y su respectiva interfaz (ZEN, ZEISS, Alemania).
Finalmente, los PSC se clasificaron siguiendo criterios morfologicos de integridad
fisica, de acuerdo con protocolos desarrollados por nuestro grupo [Mourglia-Ettlin et al.,
2016b], se calculd el porcentaje de PSC viables en cada condicion y se normalizo el

resultado final respecto del control (iii); es decir, células RAW264.7 junto con PSC.

2.11. Obtencidn de antigenos tegumentarios.

El extracto de proteinas del tegumento de PSC de E. granulosus s.l. se obtuvo
siguiendo el protocolo originalmente descripto por Hernandez & Nieto (1994), el cual
ha sido ampliamente utilizado por nuestro grupo de trabajo [Mourglia-Ettlin et al., 2018;
Miles et al., 2019; 2020; 2023]. Brevemente, se incubaron PSC con viabilidad > 90% en
una solucién de extraccion de proteinas superficiales compuesta por el detergente
zwitterionico decanoil-N-metilglucamida (MEGA-10) al 1% (m/v) en PBS con EDTA 5
mM y PMSF 2 mM. La incubacién se realizé siguiendo una relacion de 125.000 PSC
viables por cada 1 mL de solucidn de extraccion, con rotacion constante durante 2 hs a

temperatura ambiente. El sobrenadante resultante se centrifugd y dializd
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exhaustivamente contra PBS a temperatura ambiente para evitar la precipitacion de
MEGA-10.

A la fraccion obtenida, denominada PSEX, se la filtr6 a través de membrana
estéril de 0,22 um, se le realizé cuantificacién de contenido proteico y, finalmente, se la
conservd en alicuotas a -20°C hasta su uso. La concentracion proteica se determind
mediante el método del &cido bicinconinico adaptado para el trabajo en placas de
microtitulacion (Kit QuantiPro BCA Assay, Sigma, USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante y utilizando una solucién de albdmina sérica bovina (BSA) en PBS 60
ug/mL como cota superior de la curva estandar.

2.12. Interaccion fisica entre antigenos tegumentarios y células murinas.

La interaccion fisica de los componentes tegumentarios de PSC de E. granulosus
s.l. con células inmunes murinas se analiz6 mediante ensayos de citometria de flujo
siguiendo protocolos generales previamente reportados por nuestro grupo [Mourglia-
Ettlin et al., 2018], utilizando PSEx conjugado covalente a FITC como sonda
fluorescente y células de la linea RAW264.7 como modelo. Brevemente, el conjugado
PSEX-FITC se obtuvo dializando 1 mg de PSEx contra buffer NaHCO3z 100 mM pH 9 y
posteriormente incubandolo con 500 ug de FITC disuelto en DMSO. La mezcla se
incubd durante 8 hs en oscuridad con agitacion continua, se dializd exhaustivamente
contra PBS, vy, finalmente, el conjugado PSEX-FITC se almacend en alicuotas -

protegidas de la luz- a 4°C hasta su uso.

Para los ensayos de unidn, en primer lugar, se optimiz6 la cantidad de PSEXx-
FITC a utilizar (0,1 png, 1,0 ug y 10,0 ug), seleccionando aquella concentracion que no
generase una sefial saturada. Luego, los ensayos de union se realizaron incubando
células RAW264.7 con la sonda PSEX-FITC en presencia de masas crecientes de cada
uno de los péptidos sintéticos en estudio. Brevemente, se pre-incub6 durante 1 h a 4°C
(sin agitacion) la sonda PSEX-FITC (2 pg) con distintas masas de péptidos (5, 20 y 50
ug) disueltos en una solucion de PBS conteniendo BSA 0,1% (m/v) y NaNz 0,02%
(m/v). Luego, en una placa de 96 pocillos de fondo V (Deltalab, Espafia), se
dispensaron, por pocillo, 2x10° células RAW264.7 en 100 pL de PBS, y se centrifugaron

a 1.200 r.p.m. durante 7 min a 4°C. A continuacion, se descartaron los sobrenadantes, se
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dispensaron 150 uL por pocillo de las distintas condiciones previamente incubadas
(PSEx-FITC + péptido), y se incubd la placa en oscuridad durante 30 min a 4°C (sin
agitacion). Posteriormente, se centrifugo la placa a 1.200 r.p.m. durante 7 min a 4°C, se
realiz6 un lavado dispensando 100 pL de PBS y se volvid a centrifugar la placa en las
mismas condiciones. Luego de descartar el sobrenadante, las células se fijaron mediante
incubacion con 100 uL de FACS Buffer (BectonDickinson®) conteniendo
paraformaldehido 0,5% (v/v), y se almacenaron a 4°C en oscuridad durante toda la
noche (sin agitacion).

Finalmente, las células se adquirieron en un citémetro de flujo FACSCalibur®
(Becton Dickinson) utilizando el software CellQuest®. El analisis de datos se realizo
mediante el uso del software libre Flowing Software (www.flowingsofware.btk.fi). La
magnitud de la interaccion entre las celulas RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC, se
determino evaluando la media geometrica de la intensidad de fluorescencia en el canal

FL-1, correspondiente a la fluorescencia de FITC.

2.13. Cultivos de PEC estimulados con PSEXx.

Los efectos de los péptidos sintéticos sobre la interaccion entre antigenos
tegumentarios de PSC de E. granulosus s.l. y células inmunes murinas, se evalud en
sistemas de cultivo in vitro. En particular, se utilizaron cultivos de PEC murinas para
evaluar los efectos sobre la produccion de citoquinas y anticuerpos especificos y/o
polireactivos, inducidas por antigenos tegumentarios de PSC. Las PEC se obtuvieron
mediante lavado peritoneal manual. Para ello, la cavidad peritoneal de cada ratdn se
lavé al menos tres veces con 3 mL/raton de PBS frio suplementado con FBS al 2%
(v/v). Luego, las suspensiones celulares se centrifugaron a 1.200 r.p.m. durante 7 min a
4°C, y posteriormente, las células se trataron con buffer de lisis comercial (Red Blood
Cell Lysing Buffer®, Sigma, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Finalmente, las células se lavaron dos veces con PBS estéril, se resuspendieron en PBS
estéril suplementado con FBS al 2% (v/v) y se contabilizaron mediante uso de camara

de Neubauer.

Para realizar los cultivos celulares, las PEC se resuspendieron en medio RPMI
1640 completo estéril (10% SFB, 50 puM de [-mercaptoetanol, 100 pg/mL
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estreptomicina y 100 U/mL de penicilina) y se incubaron en placas de 96 pocillos de
fondo plano (Greiner Bio-One, Austria) a razon de 3x10° PEC por pocillo. Las mismas
se estimularon con PSEx 15 ug/mL y péptidos sintéticos 45 pug/mL, en un volumen total
de 200 uL. Cada condicién se ensayé al menos por triplicado, en cultivos de 72 hs a
37°C en atmosfera controlada de CO; al 5% (sin agitacion). Como controles se
utilizaron tres condiciones: (i) PEC solas (control basal), (ii) PEC estimuladas con PSEx
15 pug/mL (control de referencia), y (iii) PEC estimuladas con LPS 0,1 pg/mL (control
positivo). Este ensayo se realiz6 varias veces, utilizando el sobrenadante resultante para

titular anticuerpos o para cuantificar citoquinas, segun se requiriese.

2.14. Cultivos de células RAW264.7 estimulados con PSEX.

Como se mencionod en el item anterior, los efectos de los péptidos sintéticos
sobre la interaccion entre antigenos tegumentarios de PSC de E. granulosus s.l. y
células inmunes murinas, se evalud en sistemas de cultivo in vitro. En particular, se
utilizaron cultivos de células RAW264.7 para evaluar los efectos ejercidos por los
péptidos sobre la produccion de éxido nitrico y de citoquinas, inducidas por antigenos
tegumentarios de PSC. Las células RAW264.7 se resuspendieron en DMEM alto en
glucosa (Sigma, USA) conteniendo estreptomicina (100 pg/mL), penicilina (60 pg/mL)
y suero fetal bovino al 5% (v/v) (FBS, Capricorn, Alemania) y se sembraron en placas
de 96 pocillos de fondo plano (Greiner Bio-One, Austria) a razon de 1x10° células en 50
uL/pocillo, y se incubaron durante 24 hs a 37°C en atmosfera controlada de CO- al 5%

(sin agitacion).

Luego, para el ensayo de cuantificacion de citoquinas, las células RAW264.7 se
incubaron con 200 uL/pocillo en DMEM completo conteniendo PSEx 15 pg/mL vy
péptidos sintéticos 45 pg/mL; y se incubd la placa durante 72 hs a 37°C en atmosfera
controlada de CO: al 5% (sin agitacion). Por otro lado, para el ensayo de cuantificacion
de nitritos, las células RAW264.7 se sembraron en 200 uL/pocillo en DMEM completo
conteniendo PSEx 2 pg/mL y péptidos sintéticos 20 pg/mL; y se incubo la placa durante
24 hs a 37°C en atmosfera controlada de CO. al 5% (sin agitacion). Se utilizaron tres
controles: (i) células RAW264.7 solas (control basal), (ii) células RAW264.7
estimuladas con PSEx 15 pg/mL o 2 pg/mL para cuantificar citoquinas o nitritos,

respectivamente (control de referencia), y (iii) células RAW264.7 estimuladas con LPS
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1 pg/mL o 0,1 pg/mL para cuantificar citoquinas o nitritos, respectivamente (control
positivo).

2.15. Titulacion de anticuerpos especificos y polireactivos.

La produccion de anticuerpos especificos y polireactivos se evalué mediante
ensayos de ELISA, utilizando los sobrenadantes de cultivo obtenidos de PEC
estimuladas con PSEx en presencia/ausencia de los péptidos en estudio. Para la
determinacion de anticuerpos especificos, se sensibilizaron placas con antigenos
somaticos de E. granulosus s.l. obtenidos mediante sonicacion de PSC (SPE, [Dematteis
et al., 1999]); mientras que para la determinacion de anticuerpos polireactivos se utiliz6
el hapteno DNP (2,4-dinitrofenol) acoplado a BSA. Este dltimo, es frecuentemente
utilizado como pardmetro sustituto para medir respuestas de anticuerpos polireactivos
[Gunti & Notkins, 2015]. En todos los casos, se determiné el titulo de anticuerpos de
para los isotipos IgM, IgAe IgG.

Ambos protocolos de titulacién de anticuerpos fueron muy similares, siguiendo
reportes previos de nuestro grupo [Mourglia-Ettlin et al., 2016a; Garcia-Luna et al.,
2020]. Brevemente, se sensibilizaron placas de microtitulacion de 96 pocillos (Thermo,
USA) con 50 uL/pocillo de DNP-BSA (4 pg/mL) o SPE (10 pg/mL) en PBS,
incubandolas durante toda la noche a 4°C. Luego, se descartaron los sobrenadantes y las
placas se bloquearon mediante incubacion durante 1 h a temperatura ambiente con una
solucion (100 uL/pocillo) de BSA al 1% (m/v) en PBS. A continuacion, las placas se
lavaron una vez con PBS-Tween-20 al 0,05% (v/v) (PBS-T), se dispensaron 50
uL/pocillo de las muestras diluidas al 2/3 en PBS conteniendo BSA al 0,5% (m/v) y
Tween-20 al 0,05% (v/v) (PBS-BSA-T), y posteriormente, se incubaron durante toda la
noche a 4°C. Después, se descartaron los sobrenadantes y las placas se lavaron dos
veces con PBS-T. Luego, se dispensaron 50 pL/pocillo de una dilucion apropiada de
anticuerpos monoclonales de cabra especificos contra IgM, IgA o IgG de ratdn, cada
uno conjugado a peroxidasa (Sigma, USA), diluidos en PBS-BSA-T, y posteriormente,

las placas se incubaron durante 1 h a 37°C.

Finalmente, luego de lavar tres veces las placas con PBS-T, mas un lavado

adicional con PBS, se determiné la actividad enzimatica de la peroxidasa. Para ello, se
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dispensaron 50 pL/pocillo de una solucién de buffer acetato de sodio 0,1 M pH 5,5
conteniendo como sustrato H>O al 1% (v/v) y como cromdgeno TMB (6 mg/mL), y se
incubaron las placas durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. La reaccion
se detuvo adicionando 25 pL/pocillo de H2SO4 1M vy las placas se leyeron a 450 nm
utilizando un espectrofotometro para microplacas Titertek Multiscan Plus (Flow
Laboratories, Helsinki, Finlandia). El titulo de anticuerpos se definié como la lectura de
absorbancia de las muestras ensayadas, y se normalizo respecto a los valores de titulo
obtenidos del control de referencia (PEC incubadas con PSEX).

2.16. Cuantificacién de citoquinas.

La produccion de las citoquinas IL-6, 1L-10 y TNF-a en respuesta al estimulo
con PSEXx se evaluo en los sobrenadantes de cultivo de PEC y de células RAW264.7,
tanto en presencia como en ausencia de los péptidos en estudio. Para ello, se realizaron
ensayos de ELISA tipo captura utilizando diversos kits comerciales (R&D Systems,

USA) y siguiendo las indicaciones del fabricante.

Brevemente, en placas de microtitulacion de 96 pocillos (Thermo, USA) se
dispensaron 100 pL/pocillo del anticuerpo de captura y se incubaron a temperatura
ambiente durante toda la noche. Luego, las placas se lavaron con PBS-Tween-20 al
0,05% (v/v) (PBS-T) y se bloquearon dispensando 300 pL/pocillo de una solucién de
PBS conteniendo BSA al 1% (m/v) (PBS-BSA) e incubando las placas durante 2 hs a
temperatura ambiente, protegidas de la luz y sin agitacion. A continuacion, se realizaron
3 lavados con PBS-T vy, posteriormente, se dispensaron 100 pL/pocillo de muestra
diluida en PBS-BSA. En paralelo, se sembré por duplicado una curva de calibracién

(rango de concentraciones: 15,6-1,000 pg/mL) también diluida en PBS-BSA.

Luego de 2 hs de incubacion a temperatura ambiente, las placas se lavaron 3
veces, se adiciond 100 pL/pocillo de los anticuerpos de deteccion correspondientes
(anticuerpos especificos contra IL-6, IL-10 y TNF-a; conjugados a biotina) diluidos en
PBS-BSA, Y las placas se incubaron durante 2 hs a temperatura ambiente; en oscuridad
y sin agitacion. A continuacién, se lavaron las placas 3 veces con PBS-T, se agregaron
100 pL/pocillo de estreptavidina conjugada a peroxidasa (streptavidin-HRP), y las

placas se incubaron finalmente por 20 min a temperatura ambiente; en oscuridad y sin
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agitacion. Finalmente, las placas se lavaron 3 veces con PBS-T, se adicionaron 100
uL/pocillo de solucion reveladora conteniendo H202 1% (v/v) como sustrato y TMB (6
mg/mL) como cromogeno en buffer acetato de sodio 0,1 M pH 5,5, y se incubaron las

placas durante 20 min a temperatura ambiente; en oscuridad, sin agitacion.

La reaccién se detuvo adicionando 25 uL/pocillo de H2SO4 1 My la absorbancia
a 450 nm se midié utilizando un espectrofotdmetro para microplacas Titertek Multiscan
Plus (Flow Laboratories, Helsinki, Finlandia). La concentracion de citoquinas se
determind a partir de la curva de calibracion siguiendo las instrucciones proporcionadas

por el fabricante.

2.17. Cuantificacién de nitritos.

La produccion de oxido nitrico (NO) se evaluo determinando la concentracion
de nitritos mediante reaccion de Griess en los sobrenadantes de cultivo de células
RAW264.7 estimuladas con PSEX; en presencia o ausencia de los péptidos en estudio.
Para ello, en placa de 96 pocillos de fondo plano (Deltalab, Esparia) se dispensaron 50
uL/pocillo de muestra. En paralelo, se construyé una curva de calibracion partiendo de
una solucion de medio de cultivo DMEM completo conteniendo NaNOsz 1mM. A
continuacion, se agregaron 50 uL/pocillo del reactivo de Griess (sulfanilamida 1% m/v
en acido fosfdrico 30% en agua y NEDA 0.1% m/v en &cido fosférico 30% en agua), se
incubd la placa durante 15 y 30 min a temperatura ambiente (en oscuridad y sin
agitacion) y se determind la absorbancia a 560 nm utilizando un espectrofotdmetro para

microplacas Titertek Multiscan Plus (Flow Laboratories, Helsinki, Finlandia).

2.18. Potencial profilactico in vivo de los péptidos sintéticos.

Para evaluar el potencial profilactico de los péptidos sintéticos en estudio, se
utiliz6 el modelo murino de EQ secundaria [Gonzalez-Porcile et al., 2024], siguiendo a
grandes rasgos las estrategias reportadas para el uso profilactico de los ectodominios
recombinantes solubles de CD5 y CD6 [Mourglia-Ettlin et al. 2018]. Asimismo, y por
motivos logisticos de disponibilidad de ratones y parasitos, se realiz6 el estudio en tres

etapas.
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En primer lugar, se trabajo con tres grupos de ratones (n=10/grupo), los cuales se
inocularon por via intraperitoneal (i.p.) con: (i) una solucion de PBS estéril conteniendo
una mezcla de los tres péptidos 11-mer derivados de CD5 (20 pg/péptido/raton), (ii) una
solucion de PBS estéril conteniendo una mezcla de los tres péptidos 11-mer derivados
de CD6 (20 pg/péptido/raton), o (iii) una solucion de PBS estéril (grupo control). En
todos los casos, se inocularon 200 uL de solucion utilizando agujas estériles de calibre
27G. Luego de 30 min, todos los individuos de los tres grupos se inocularon i.p. con
200 pL de una suspension conteniendo 2.000 PSC viables/raton; utilizando agujas
estériles de calibre 23G. A excepcidn de los ensayos descritos a continuacion, en este
estudio se realizd el seguimiento semanal del peso vivo de los ratones, utilizando una

balanza digital.

En segundo lugar, y de manera analoga, se ensayaron los péptidos 35-mer
derivados de CD5 y CD6; siguiendo un esquema modificado de dosis y administracion.
Nuevamente, se trabajo con tres grupos de ratones (n=9-10/grupo), los cuales se
inocularon i.p. con una solucion de PBS esteril conteniendo: (i) el péptido 35-mer
derivado de CD?5, (ii) el péptido 35-mer derivado de CD6, o (iii) solo PBS estéril (grupo
control). En ese caso, 30 min antes de inocular los PSC se administré una primera dosis

de péptido (50 pg/raton), seguido de una segunda dosis de péptidos 24 hs post-desafio.

En tercer lugar, y siguiendo el Gltimo esquema descrito, se ensayaron los
péptidos 11-mer y 35-mer, derivados de los restantes receptores en estudio (SR-AI,
MARCO, SALSA, CD163, CD5L, SCARAS y SSc5D). Brevemente, se trabajé con tres
grupos de ratones (n=8/grupo), a los cuales, 30 min previo al desafio con los PSC de E.
granulosus s.l., se les inocul6 por via i.p. una solucion de PBS estéril conteniendo: (i)
una mezcla de todos los péptidos 11-mer disenados (20 pg/péptido/raton; a excepcion
de los péptidos derivados de CD5 y CD6), (ii) una mezcla de todos los péptidos 35-mer
disefiados (20 pg/péptido/raton; a excepcion de los péptidos derivados de CD5 y CD6),
y (iii) solo PBS estéril (grupo control). A las 24 hs post-desafio, todos los individuos

recibieron una segunda dosis de péptidos idéntica a la primera.

En los tres conjuntos de experimentos, se realizd la eutanasia de todos los
individuos 7 meses post-desafio, y mediante necropsia, se analiz6 el resultado de los
diversos tratamientos sobre el desarrollo de la infeccion. Para ello, se realizo la

eutanasia de los ratones mediante exceso de anestesia inhalatoria (Isoflurano,

B.C. Maria Clara Gonzalez Porcile

43



“Disefio y evaluacion de péptidos sintéticos derivados de receptores scavenger como potenciales agentes antiparasitarios ”

Laboratorio Cristalia, Brasil), e inmediatamente, se procedié a realizar la necropsia.
Para ello, se colocé cada individuo en posicidn supina y se expuso cuidadosamente la
cavidad peritoneal. Los quistes encontrados se removieron utilizando cucharas con
bordes poco afilados y se colocaron identificados por raton en placas de Petri
conteniendo PBS estéril. Después del procesamiento de cada raton, se realizd una
evaluacion parasitologica del resultado de la infeccion determinando: (a) Numero de
individuos infectados por grupo (se consider6 individuo infectado a todo aquel que
exhibi6é al menos un quiste hidatidico peritoneal en el punto final de la infeccién), (b)
Masa quistica por raton infectado (se defini6 como la sumatoria de las masas
individuales de cada quiste dentro de un mismo ratén infectado), y (c) Carga
parasitaria por raton infectado (se defini6 como la sumatoria de los volumenes
individuales de cada quiste dentro de un mismo raton infectado). Este pardmetro se
evalu6 mediante técnica de desplazamiento de agua siguiendo el Principio de

Arquimedes.

2.19. Analisis estadisticos.

El procesamiento general de datos se realizd utilizando Microsoft Office Excel®,
mientras que para la construccion de graficos y la realizacion de los analisis estadisticos
se utilizd GraphPad Prism®. Los analisis de comparacion entre grupos de ratones se
realizaron mediante el test no-paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon, mientras que
las comparaciones de los resultados obtenidos in vitro se realizaron con el test
paramétrico de ANOVA (multiples comparaciones, con correccion de Tukey). En todos

los casos las diferencias se consideraron significativas frente a valores de p < 0,05.
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Capitulo 3.

Disefio de péptidos sintéticos basados en la secuencia pbsl y evaluacion de su perfil
de biocompatibilidad.

Resultados y discusion.

A continuacion, se presentan los principales resultados obtenidos en relacién con
la generacion de péptidos sintéticos derivados de la estructura primaria de diversos RS
(Objetivo especifico #1); asi como con la evaluacion de sus perfiles de
biocompatibilidad con sistemas mamiferos (Objetivo especifico #2). En este sentido, se
describen los flujos de trabajo bioinformaticos, los péptidos disefiados, la optimizacion

de la solubilizacion de sus formas sintéticas y la evaluacion de su biocompatibilidad.

Objetivo especifico #1: Identificar in silico péptidos homologos a la secuencia
consenso pbsl descripta para el receptor SALSA, en la estructura primaria de los
receptores scavenger MARCO, SR-Al, CD163, CD5L, CD5, CD6, SALSA, SCARAS y
SSc5D.

Objetivo especifico #2: Analizar el perfil de biocompatibilidad en sistemas celulares de

origen murino por parte de los péptidos disefiados.
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3.1. Identificacion de secuencias homologas a pbsl en diversos RS.

La secuencia consenso pbsl (GRVEVLYRGSW) estda compuesta por 11
aminoécidos de longitud (11-mer) y ha sido mapeada dentro de varios dominios SRCR
presentes en el RS SALSA [Bikker et al., 2004]. Dicha secuencia contiene la estructura
de 9 amino4cidos VEVLxxxXW (donde x corresponde a cualquier aminoacido) como
motivo caracteristico de unién a componentes bacterianos [Bikker et al., 2002]. Por ello,
y dada la alta homologia estructural existente entre los RS de la SF-SRCR capaces de
reconocer estructuras microbianas [Martinez et al., 2011], se realiz6 la busqueda de
secuencias homélogas a pbsl dentro de la secuencia aminoacidica de los mismos. De
esta forma, se parti6 de la estructura primaria de los receptores en estudio, y, mediante
el uso combinado de diversas herramientas bioinformaticas, se siguio un flujo de trabajo
disefiado para identificar peptidos 11-mer potencialmente capaces de interactuar con

antigenos microbianos; incluidos antigenos parasitarios.

Los nueve RS analizados se esquematizan en la Figura 3.1., indicando el
nimero de dominios SRCR que contiene cada uno, asi como la numeracion que le
corresponde a los mismos. Entre los receptores en estudio, dos de ellos son solubles
(CD5L y SSchD), tres se expresan en membrana (MARCO, SR-Al y SCARAD), vy los
cuatro restantes se caracterizan por ser capaces de presentar ambas localizaciones
(CD163, CD5, CD6 y SALSA) [Martinez et al., 2011]. Como se observa en la Tabla
3.1., el tamafio de los receptores analizados oscilo entre 347 (CD5L) y 2.542 (SALSA)
aminodacidos de longitud, mientras que el nimero de dominios SRCR presentes vario
desde 1 (MARCO, SR-Al y SCARADS) hasta 15 (SALSA).

La identificacién in silico de las secuencias homologas a pbsl se realiz6 a partir
de las secuencias completas de los nueve RS seleccionados en base a su reportada
capacidad para interactuar con componentes microbianos; a saber: MARCO, SR-AI,
CD163, CD5L, CD5, CD6, SALSA, SCARA5 y SSc5D [Martinez et al., 2011]. Muy
brevemente, para el flujo de trabajo bioinformatico disefiado se buscaron, en bases de
datos de alta calidad, los genes codificantes para los correspondientes receptores
humanos segun su nombre. A continuacion, se descargaron sus secuencias y, tomando
como referencia a pbsl, se buscaron y localizaron manualmente, secuencias 11-mer con
caracteristicas similares; prestando particular atencion a aquellas que contuviesen el

motivo VEVLxxxxXW. Luego, utilizando una base de datos de dominios conservados, se
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verificd que efectivamente las secuencias peptidicas identificadas se localizasen dentro
de los dominios SRCR presentes en los receptores en estudio. Finalmente, se
identificaron aquellas secuencias homélogas a pbsl que apareciesen en mas de un
dominio SRCR; ya sea dentro de un mismo receptor o en receptores distintos. Los
resultados mostrados en la Tabla 3.1. resumen el nimero y origen de los péptidos
identificados luego de aplicar los criterios mencionados. Asi, se obtuvieron en total 26
péptidos 11-mer, distintos tanto respecto a pbsl como entre si, presentes en los
dominios SRCR de los RS en estudio.
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Figura 3.1. Representacion esquematica de los RS estudiados. Se representan todos
los RS analizados y se identifican sus respectivos dominios SRCR, segun fueron
numerados en la tesis. CUB, dominio C1r/C1s Uegf Bmpl domain. PST rich, zona rica
en prolina-serina-treonina. ZP, dominio zona pelucida.
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Tabla 3.1. Receptores en estudio. Resumen de los RS estudiados, y descripcion de su
tamafio, nimero de dominios SRCR y numero de secuencias 11-mer homdlogas a pbs1,
y distintas, identificadas.

RECEPTOR NUMERO DE...

Nombre | Cdédigo de acceso | Tamafio (a.a.) | Dominios SRCR | Péptidos 11-mer
MARCO NM_006770.4 520 1 1
SR-Al NM 138715.3 451 1 1
CD163 NM 203416.4 1.121 8 8
CD5L NM 005894.3 347 3 3
CD5 NM 014207.4 945 3 3
CD6 NM_006725.5 668 3 3
SALSA | NM_001377530.1 2.542 15 4
SCARA5 NM_173833.6 495 1 1
SSc5D | NM_001144950.2 1.573 5 3

En cada dominio SRCR se identifico, generalmente, una Unica secuencia
homdloga a pbsl; siendo la gran mayoria de las mismas diferente entre si. Las
excepciones correspondieron a los receptores SALSA y SSc5D. En el caso de SALSA,
se identifico la secuencia consenso pbsl en 11 de sus dominios SRCR (D2, D3, D4, D5,
D6, D7, D9, D10, D11, D12 y D14), mientras que, adicionalmente, se identificaron tres
secuencias homdlogas a pbsl distintas entre si: una en el dominio D1, otra compartida
entre los dominios D8 y D13, y finalmente, otra en el dominio D15. De esta forma, en
SALSA se contabilizaron tres péptidos homologos distintos adicionales a la secuencia
pbsl repetida 11 veces dentro de los 15 dominios SRCR presentes en SALSA (Figura
3.1.). Por su parte, para el receptor SScbD, se identificaron tres secuencias homélogas a
pbsl diferentes entre si: una presente en los dominios D1, D2 y D3, otra distinta en el
dominio D4, y una adicional en el dominio D5 (Figura 3.1.). Por ultimo, cabe destacar
que, para los receptores CD5 y CD6, se identificaron los mismos péptidos 11-mer
previamente seleccionados siguiendo un flujo de trabajo bioinformatico distinto al
aplicado en la presente tesis [Martinez-Florensa et al., 2018; Miles et al., 2020b];

validando asi, al menos indirectamente, nuestra estrategia.

Los péptidos identificados se codificaron, inicialmente, con el nombre de su
receptor de origen, individualizandolos segin el dominio SRCR en el que se
encontraron. Sin embargo, a efectos de simplificar tanto el trabajo con los mismos como

la interpretacion de resultados y su discusion, se les asign6 un codigo de identificacién
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consecutivo desde pl a p27; correspondiendo p20 a la secuencia consenso pbsl (Tabla

3.2.). Por lo tanto, asi se reportarén a lo largo de la presente tesis, destacando el receptor

de origen (y localizacion dentro de este), cuando se considere pertinente.

Tabla 3.2. Péptidos 11-mer identificados. Resumen de los péptidos identificados,
indicando el RS de origen, la secuencia aminoacidica del péptido y el cddigo utilizado a
lo largo de la tesis para su identificacién. En negritas se destacan los péptidos que
contienen la secuencia VEVLxxxxW exacta y completa.

Secuencia vs. pbsl (%)

Nombre Codigo Secuencia Distanciap | Identidad | Similitud
MARCO pl GRAEVYYSGTW 36,4 63,6 81,8
SR-AI p2 GRVEILHSGQW 36,4 63,6 90,9
CD163.D1 p3 GRVEVKVQEEW 45,5 54,5 63,6
CD163.D2 p4 GRIEIKFQGRW 54,5 45,5 81,8
CD163.D3 p5 GRLEVRFQGEW 45,5 54,5 81,8
CD163.D4 po6 GTVEVEIQRLL 63,6 - -
CD163.D5 p7 GRVEVKHGDTW 45,5 54,5 72,7
CD163.D6 p8 GRVELKTLGAW 45,5 54,5 72,7
CD163.D7 p9 GRVEIYHEGSW 36,4 63,6 90,9
CD163.D8 pl0 GRVEIWHGGSW 36,4 63,6 81,8
CD5L.D1 pll GRVEVEQKGQW 36,4 63,6 81,8
CD5L.D2 pl2 GRVEVKHQNQW 45,5 54,5 90,9
CD5L.D3 pl3 GRLEVLHKGVW 36,4 63,6 90,9
CD5.D1 pla GQLEVYLKDGW 63,6 36,4 72,7
CD5.D2 p15 GVVEFYSGSLG 72,7 - -
CD5.D3 pl6 GTVEVRQGAQW 54,5 45,5 63,6
CD6.D1 pl7 GTVEVRLEASW 45,5 54,5 72,7
CD6.D2 p18 GRVEMLEHGEW 36,4 63,6 81,8
CD6.D3 p19 GQVEVHFRGVW 36,4 63,6 81,8
PBS-1 p20 GRVEVLYRGSW 0,0 100 100
SAG.D1 p21 GRVEILYRGSW 9,1 90,9 100
SALSA.D8.D13 p22 GRVEVLYQGSW 9,1 90,9 100
SALSA.D15 p23 GRVEIYHGGTW 45,5 54,5 81,8
SCARA5 p24 GRVEVYHDRRW 45,5 54,5 63,6
SSc5D.D1.D2.D3 p25 GRLEVWHGGRW 45,5 54,5 72,7
SSchD.D4 p26 GRLEVWHDQRW 54,5 45,5 63,6
SSc5D.D5 p27 GRLEVWHAGRW 45,5 54,5 72,7

Los resultados resumidos en la Tabla 3.2. muestran las secuencias de cada

péptido seleccionado; observandose que, de los 26 péptidos identificados, solo p22

exhibié la secuencia VEVLxxxxW completa. Resulta interesante que, dicho péptido,
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también derivé del receptor SALSA, vy, al igual que p21, difirié solo en un aminoécido
con la secuencia de pbsl. Asi, y dado que VEVLxxxxW seria el motivo minimo capaz
de retener la interaccion de SALSA con estructuras bacterianas [Bikker et al., 2002], los
25 péptidos restantes podrian tener, a priori, una menor capacidad de interaccion con
bacterias que pbsl. En este sentido, y luego de analizar las frecuencias para los distintos
residuos aminoacidicos presentes en cada posicion de la secuencia 11-mer, se observo
que solo las posiciones 1 y 4 se mantuvieron constantes en los 27 péptidos estudiados,
correspondiéndose con G (glicina) y E (&cido glutdmico), respectivamente. Por el
contrario, se observé que las posiciones 6, 7, 8 y 10 de la secuencia 11-mer son las que
presentaron mayor variabilidad entre los péptidos identificados (Figura 3.2.).

GRVEY:.

Figura 3.2. Analisis de frecuencias aminoacidicas. Se compararon entre si todas las
secuencias de los péptidos 11-mer en estudio, con interés de identificar patrones
asociados a los distintos residuos aminoacidicos que ocupan las distintas posiciones.
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Por otro lado, para comparar la diversidad de secuencias presente en los péptidos
11-mer identificados, se realizaron estudios de alineamiento contra la secuencia
consenso pbsl. Los resultados obtenidos de identidad y similitud (para una cobertura
del 100% sobre la secuencia de 11 aminoacidos de pbsl) se resumen, también, en la
Tabla 3.2. Alli, por un lado, se observa que el rango de identidad oscilé desde 36,4%
para pl4 hasta 90,9% para p2l y p22 (estos ultimos ambos derivados del receptor
SALSA). En este aspecto, cabe destacar que para p6 y p15 no se pudo obtener un valor
de identidad con cobertura del 100%; por lo cual, los mismos serian <36,4%;
infiriéndose asi que ambos serian los péptidos con menor homologia respecto a pbsl.
Por otro lado, y en linea con estos resultados, el rango de similitud vari6 desde 63,6%
(p3, p16, p24 y p26) hasta 100%; en este ultimo caso nuevamente para p2l y p22. La
ausencia de un valor de identidad para p6 y p15 impidié el calculo de sus valores de

similitud respecto a pbsl (Tabla 3.2.).
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En linea con el estudio de homologia realizado, y para enriquecer dicho analisis,
se realizd, en colaboracion con el Dr. Andrés Iriarte del Laboratorio de Biologia
Computacional (DDBT, Instituto de Higiene, UdelaR), un andlisis de tipo evolutivo con
las secuencias de los 27 péptidos 11-mer en estudio. A nivel grafico, los resultados se
reportan en la Figura 3.3. donde se observo, nuevamente, que los péptidos p21 y p22
son los de mayor cercania en su secuencia respecto a pbsl; mientras que p6, p15, p16y
pl7 son los mas distantes. A nivel numérico, estas diferencias se reportan en la Tabla
3.2. como valores de “distancia p”, los cuales corresponden a la proporcion de
aminoacidos en cada posicion que son distintos respecto a pbsl. Este valor se obtuvo
dividiendo el niumero de diferencias halladas entre el total de amino&cidos evaluados,
sin aplicar ninguna correccion adicional. Asi, se observo que el rango de valores para
“distancia p” oscild desde 9,1% para p21 y p22, como se esperaba, y 72,7% para p15
(Tabla 3.2.). Por lo tanto, se confirmd mediante esta estrategia que, por un lado, los
péptidos p21 y p22 exhibieron la mayor similitud de secuencia con pbsl, mientras que,
por otro lado, el péptido p15 fue el de mayor diferencia, seguido por p6 y pl4. En este
sentido, resulta interesante destacar que p21 y p22 derivaron ambos del receptor

SALSA, al igual que pbsl; mientras que p14 y p15 derivaron del receptor CD5.

3.2. Modelado estructural de los péptidos 11-mer identificados.

La secuencia especifica de aminoacidos en un péptido es el motivo principal que
dictamina la estructura tridimensional adoptada por el mismo; y esta, generalmente, se
encuentra en estrecha relacion con sus posibles funciones bioldgicas. Por ello, y dado el
amplio rango de identidad de secuencias respecto a pbsl obtenido para los péptidos
identificados (Tabla 3.2.), se procedio a realizar el modelado estructural de cada uno de
ellos. Asi, en colaboracion con el Dr. Sebastian Miles (DDBT, Instituto de Higiene,
UdelaR), se model6 la estructura tridimensional de los péptidos. A continuacion, se
muestran los modelos obtenidos, agrupandolos seglin presenten estructuras de hélice a
(Figura 3.4.), de hoja B (Figura 3.5.), o estructuras desordenadas denominadas random

coil (Figura 3.6.).
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Figura 3.3. Analisis evolutivo. Se compararon entre si todas las secuencias de los
péptidos 11-mer en estudio, con interés de identificar posibles relaciones evolutivas
entre los mismos.

En la Figura 3.4. se observa que 12 de los 27 péptidos 11-mer en estudio
presentaron algin tipo de estructura compatible con hélices a. Entre ellos, 2 péptidos
adquirieron dicha estructura a lo largo de toda su secuencia (p13 y p26), mientras que
otros 2 solo la exhibieron en su interior (p11 y p20). En este sentido, por lo tanto, cabe
destacar que pll (derivado del dominio D1 del receptor CD5L) seria el péptido de
mayor similitud estructural con pbsl (p20), aunque presente una identidad de secuencia
intermedia con el mismo (63,6%). Los restantes péptidos con estructuras de hélice a las

exhibieron en sus extremos, ya sean N-terminal (p15, p18 y p27) o C-terminal (p3, p6,
P8, p12y p16).
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Figura 3.4. Péptidos con estructuras alfa-hélice. Se representa el modelado estructural
para los péptidos 11-mer que exhiben estructuras compatibles con kélices o, ya sea en
la totalidad de su secuencia, como al centro o en alguno de sus extremos.

Por su parte, Unicamente el péptido p7 (derivado del dominio D5 del receptor
CD163) exhibio estructuras de hoja P, en particular, con plegamiento antiparalelo
(Figura 3.5.). Pese a esta gran diferencia estructural con pbsl (p20), p7 mostré niveles
de homologia intermedios con dicho péptido, tanto en términos de identidad (54,5%)
como de “distancia p” (45,5%). Este hecho sugiere que pequefias modificaciones en la

secuencia de peptidos 11-mer afectarian drasticamente su estructura tridimensional.

Por altimo, en la Figura 3.6. se observa que 14 de los 27 péptidos 11-mer en
estudio presentaron estructuras desordenadas de tipo random coil. Entre ellos cabe
destacar a p21 y p22 (ambos derivados del receptor SALSA), ya que fueron los
péptidos con mayor homologia de secuencia en relacion a pbsl (p20); tanto en términos
de identidad (90,9%) como de “distancia p” (9,1%). Estos resultados refuerzan la
sugerencia mencionada previamente, respecto a que modificaciones tan pequefias como
1 residuo aminoacidico pueden afectar significativamente la estructura tridimensional

adoptada por péptidos 11-mer.
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p7

Figura 3.5. Péptido con estructuras hoja-beta. Se representa el modelado estructural
para el Unico péptido 11-mer que exhibe estructura compatible con Aoja p.
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Figura 3.6. Péptidos con estructuras desordenadas tipo random-coil. Se representa el
modelado estructural para los péptidos 11-mer que exhiben estructuras desordenadas
compatibles con random coil.

3.3. Caracterizacion fisicoquimica de los péptidos 11-mer identificados.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos identificados se analizaron en
términos de masa molecular (MW) y punto isoeléctrico (pl) teoricos, y de composicion
porcentual de aminoacidos dentro de sus secuencias: polares cargados (D, E, K, Ry H),
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polares neutros (S, C, P, T, N y Q) e hidrofobicos (G, A, V, L, M, I, F, Y y W). Dichas
caracteristicas se resumen en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos. Resumen de las
caracteristicas de los péptidos identificados en términos de masa molecular teorica,
punto isoeléctrico y composicion porcentual de aminoécidos polares cargados, polares
neutros e hidrofébicos.

MW AAPolares | AAPolares AA
Cadigo (g/mol) pl Cargados Neutros Hidrofdbicos
(%) (%) (%)
pl 1.288,4 | 6,4 18,2% 18,2% 63,6%
p2 1.2810 | 7,5 27,3% 18,2% 54,5%
p3 1.3585 | 4,5 45,5% 9,1% 45,5%
p4 1.389,6 | 11,5 36,4% 9,1% 54,5%
p5 1.376,5 | 6,5 36,4% 9,1% 54,5%
p6 1.256,5 | 4,3 27,3% 18,2% 54,5%
p7 1.2834 | 7,5 45,5% 9,1% 45,5%
p8 1.229.4 | 9,7 27,3% 9,1% 63,6%
p9 1.3325 | 55 36,4% 9,1% 54,5%
p10 1.2834 | 7,5 27,3% 9,1% 63,6%
pll 1.3155 | 6,5 36,4% 18,2% 45,5%
pl2 1.380,5 | 9,7 36,4% 27,3% 36,4%
p13 1.294,0 | 9,7 36,4% 0,0% 63,6%
pla 1.307,5 | 4,2 27,3% 9,1% 63,6%
pl5 1.1142 | 3,8 9,1% 18,2% 72,7%
pl6 1.230,4 | 6,4 18,2% 27,3% 54,5%
pl7 1.246,4 | 4,3 27,3% 18,2% 54,5%
p18 1.3425 | 45 45,5% 0,0% 54,5%
p19 1.4145 | 7,5 27,3% 9,1% 63,6%
p20 1.3215 | 9,3 27,3% 9,1% 63,6%
p21 1.3355 | 9,3 27,3% 9,1% 63,6%
p22 1.2935 | 64 18,2% 18,2% 63,6%
p23 1.274,4 | 7,5 27,3% 9,1% 63,6%
p24 1.472,6 | 9,3 54,5% 0,0% 45,5%
p25 1.352,5 | 10,4 36,4% 0,0% 63,6%
p26 1.481,7 | 7,5 45,5% 9,1% 45,5%
p27 1.366,6 | 10,4 36,4% 0,0% 63,6%

Respecto a la masa molecular teérica (MW) para los péptidos identificados, se
observé que las mismas oscilaron en el rango desde 1.114,2 g/mol (p15) hasta 1.481,7
g/mol (p26), encontrandose la mayoria de los péptidos (22/27) entre 1.200-1.400 g/mol

(Tabla 3.3.). Este comportamiento era esperable, considerando que se trata de
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secuencias de exactamente el mismo largo, que, ademas, presentan posiciones altamente
conservadas. Con relacion al valor tedrico de pl, la mayoria de los péptidos (15/27) se
clasificaron como basicos, mientras que los restantes fueron acidos. Cabe mencionar
que el valor calculado de pl mas bajo fue de 3,8 (p15), mientras que el mas alto fue de
11,5 (p4).

Por Gltimo, el rango de valores de composicion porcentual para ciertos residuos
aminoacidicos mostro ser altamente variable entre los distintos péptidos: aminoacidos
polares cargados (de 9,1% hasta 54,4%), amino&cidos polares neutros (de 0,0% hasta
27,3%) y aminoacidos hidrofobicos (de 36,4% hasta 72,7%); observandose en varios de
los casos exactamente el mismo patrén de distribucion (Tabla 3.3.). Nuevamente, se
destaca pl15, para el cual su distribucion porcentual de aminoacidos mostro datos
extremos, ya que presentd el menor valor para aminoacidos polares cargados (9,1%) y
el mayor valor para aminoacidos hidrofébicos (72,7%). Es interesante destacar que,
ademas de las particularidades fisicoquimicas mencionadas, el peptido p15 resulto ser el

de menor similitud con la secuencia pbsl (Tabla 3.2.).

3.4. Sintesis comercial de los péptidos 11-mer y optimizacion de su solubilizacién.

Los 27 peptidos 11-mer en estudio se sintetizaron de manera comercial y se
obtuvieron en formato liofilizado con alta pureza (> 90%). Una vez recibidos, los
péptidos se solubilizaron y se almacenaron en condiciones estables. Para ello, y con el
fin de optimizar el protocolo de solubilizacidn, los péeptidos se clasificaron segun sus
caracteristicas fisicoquimicas (carga neta a pH neutro y caracter acido-base) para luego
ensayar distintos solventes (agua, NHsHCO3z y/o DMSO); estableciendo asi, de manera
empirica, una estrategia adecuada para su solubilizacion. En la Tabla 3.4. se resumen
los valores de pureza, MW empirica, carga neta calculada a pH neutro, caracter acido-
base asignado y solventes utilizados para la solubilizacion de cada uno de los 27

péptidos 11-mer sintetizados.

El porcentaje de pureza con el que se sintetizaron los péptidos oscilé entre
86,1% (primera sintesis de pl17) y 99,8% (primera sintesis de p18); siendo superior al
95% en la mayoria de los casos (22/27). En relacion con la MW determinada
experimentalmente por el fabricante, los valores reportados fueron muy similares a los

valores teoricos esperados (Tabla 3.3.).
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Tabla 3.4. Perfil de solubilizacion de los péptidos sintetizados. Resumen de las
caracteristicas de los péptidos sintetizados en términos de carga eléctrica calculada y
solvente(s) usado(s) para su solubilizacion. Los casos en que se reporta mas de un valor
refieren a péptidos sintetizados en mas de una oportunidad.

Péptido Pureza | MW empirica | Carga Carécter Concentracién Solubilizado
(%) (g/mol) neta stock (mg/mL) en (H20:Y)
97,3 1.288,4 2,00 DMSO (14,2% v/v
pl 95,7 1.291,3 0 neutro 2,00 DMSO 512,0% v/v;
p2 97,9 1.283,0 1 basico 2,00 -
p3 96,4 1.359,6 -1 acido 2,00 -
p4 98,3 1.390,7 2 basico 2,00 -
p5 90,1 1.377,1 0 neutro 2,00 DMSO (18,6% v/v)
p6 97,9 1.258,0 3 basico 2,00 -
p7 98,9 1.285,1 1 basico 2,00 -
p8 96,1 1.231,0 1 basico 2,00 -
p9 98,9 1.334,1 0 neutro 2,00 DMSO (5,0% v/v)
pl10 98,9 1.283,5 1 béasico 2,00 -
pll 98,6 1.316,7 0 neutro 2,00 DMSO (6,2% v/v)
pl2 97,5 1.382,4 2 béasico 2,00 -
pl3 97,2 1.295,1 2 basico 2,00 -
NH;HCO3 (14 mM)
pl4 92,1 1.307,6 -1 acido 1,43 +
DMSO (14,2% viv)
p15 94,6 1.114,7 -1 4cido 1,66 NH4HCO3 (17 mM)
pl6 99,6 1.232,0 0 neutro 2,00 DMSO (17,6% v/v)
86,1 1.246,5 .- 1,65 NHsHCO3 (17 mM
PLT | 906 1.248,0 1 acido 200 (7
99,8 1.343,5 - 2,00
P18 | 954 1.345,2 1 acido 200 -
93,9 1.314,7 . 2,00
P9 | 951 1.316,4 ! basico 200 -
p20 98,6 1.322,3 1 basico 2,00 -
p21 98,4 1.337,5 1 basico 2,00 -
p22 97,9 1.294,9 0 neutro 2,00 DMSO (4,4% viv)
95,4 1.275,8 . 2,00
P23 | g72 1.277.4 . basico 200 -
p24 99,5 1.473,0 2 basico 2,00 -
p25 99,7 1.353,3 2 basico 2,00 -
99,2 1.482,3 L. 2,00
P26 | 972 1.355,4 ! basico 200 -
p27 98,5 1.367,9 2 basico 2,00 -
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Para proceder con la solubilizacion de los péptidos sintetizados, a cada uno se le
asignaron cargas -1 y +1 por cada residuo aminoacidico &cido (contando al extremo C-
terminal libre como un aminoacido) y basico (contando al extremo N-terminal libre
como un aminoacido), respectivamente. Luego, por un lado, los péptidos acidos (carga
neta < 0) se solubilizaron siguiendo la secuencia “agua - NH4sHCO3z - DMSO” (solo
el péptido pl14 requirié del agregado de los tres solventes para lograr la solubilizacion
completa). Por otro lado, los péptidos béasicos (carga neta > 0) se solubilizaron
siguiendo la secuencia “agua - DMSO” (ningin péptido requirid del agregado de
ambos solventes para lograr la solubilizacion completa). Finalmente, los péptidos
neutros (carga neta = 0), se solubilizaron directamente en DMSO, y luego se llevaron a
volumen final con agua. Asi, y dado que todos los péptidos se almacenaron a 1,4-2,0
mg/mL, la concentracion de NHsHCO3 y de DMSO presente en las soluciones stock
correspondientes oscilo entre 14,4-17,8 mM para el NHsHCOz y entre 14,3-17,6% (v/Vv)
para el DMSO (Tabla 3.4.).

Finalmente, de los 27 péptidos 11-mer sintetizados, 5 fueron acidos (carga neta =
-1), 6 fueron neutros, y 16 fueron bésicos (carga neta desde +1 hasta +3). La gran
mayoria de los péptidos acidos/basicos se solubilizaron facilmente en agua como primer
solvente (Tabla 3.4.); a excepcion de los péptidos p14 y p15, ambos de caracter acido y
derivados del receptor CD5 (Tabla 3.2.). Las soluciones stock de los péptidos
solubilizados se filtraron por 0,22 um y se almacenaron en alicuotas estériles a -80°C

hasta su uso.

3.5. Evaluacion de la biocompatibilidad de los péptidos 11-mer con sistemas

mamiferos.

El objetivo general de la presente tesis consistio en disefiar y seleccionar
péptidos sintéticos Gtiles como intervencion profilactica frente a la EQ secundaria. Por
ello, fue indispensable identificar aquellos péptidos potencialmente toxicos para el
hospedero, de manera que se los pueda descartar del flujo de trabajo. Para ello, se
evalu6 el perfil de biocompatibilidad sobre sistemas mamiferos por parte de los 27
péptidos 11-mer sintetizados, analizando su actividad hemolitica y su citotoxicidad. En

ambos casos, se trabajé con células de origen murino, ya que, en ultima instancia, el
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potencial profilactico de los péptidos sintéticos de interés seria ensayado en el modelo
murino de EQ secundaria [Gonzélez-Porcile et al., 2024].

3.5.1. Actividad hemolitica de los péptidos 11-mer.

En primer lugar, la potencial toxicidad de los péptidos sintéticos se evalud
determinando su actividad hemolitica (AH); en particular, su AHso (concentracion de
péptido capaz de inducir la lisis del 50% de los eritrocitos presentes en una suspension
fresca). Para ello, se generd una suspension de eritrocitos murinos frescos y, con la
misma, se incubaron los 27 péptidos sintéticos a distintas concentraciones en el rango
1,6 ug/mL a 100 ug/mL. La lisis de los eritrocitos se evalué de forma indirecta
determinando, post-incubacion, la presencia de hemoglobina libre en solucion mediante
la lectura de la absorbancia a 560 nm. La AH de cada péptido, a cada concentracion, se
calculo siguiendo protocolos de referencia [Cibulski et al., 2016].

En la Figura 3.7. se muestran los resultados obtenidos, agrupando los péptidos
sintéticos segun su receptor de origen. Los resultados de AH para los 27 péptidos
sintéticos mostraron que, para todos ellos, la misma fue despreciable en el rango de
concentraciones ensayadas. Asi, los 27 péptidos 11-mer exhibieron una AHso >100
ug/mL. Por lo tanto, se concluyd que ninguno de los péptidos sintéticos en estudio
presenta toxicidad significativa, en términos de AH, a valores de concentracion

compatibles con posibles usos in vivo.

3.5.2. Actividad citotdxica de los péptidos 11-mer.

En segundo lugar, la potencial toxicidad de los péptidos sintéticos se evaluo
determinando su actividad citotoxica (AC); en particular, su ACso (concentracion de
péptido capaz de reducir en un 50% la viabilidad de un cultivo celular mamifero). En la
presente tesis se trabajo con células RAW264.7, una linea derivada de macrofagos
peritoneales de ratones pertenecientes a la cepa Balb/c (www.atcc.org). Dicha linea se
eligio por representar un tipo celular de alta relevancia para la EQ secundaria, ya que,
en el modelo murino de infeccidn, el parasito se desarrolla en la cavidad peritoneal de

ratones, comunmente, de la cepa Balb/c [Gonzalez-Porcile et al., 2024].
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Figura 3.7. Actividad hemolitica de los peptidos sintéticos 11-mer. La AH se
determind incubando una suspensién de eritrocitos murinos frescos en presencia de
concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos (rango: 1,6 ug/mL a 100 ug/mlL).
Se representa la AH para los péptidos en estudio agrupando los resultados segin el
receptor de origen. Las lineas horizontales punteadas y completas representan valores
de AH del 100% y 50%, respectivamente.

Para determinar la AC de los péptidos sintéticos se realizaron cultivos de células
RAW264.7, los cuales se incubaron durante 72h en presencia de distintas
concentraciones de péptidos sintéticos en el rango 6,3 pg/mL a 100 pg/mL. Finalmente,
la viabilidad celular se determind mediante el ensayo de reduccion del MTT [Ghasemi
et al., 2021], normalizando los valores respecto al control negativo (células sin
péptidos). En la Figura 3.8. se muestran los resultados obtenidos, agrupando

nuevamente los péptidos sintéticos seguin su receptor de origen.
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Figura 3.8. Actividad citotoxica de los péptidos sintéticos 11-mer. La AC se
determind incubando cultivos de células RAW264.7 en presencia de concentraciones
crecientes de los péptidos sintéticos (rango: 6,3 ug/mL a 100 ug/mL). Se representa la
viabilidad celular en respuesta a los péptidos en estudio, agrupando los resultados
segun el receptor de origen. Las lineas horizontales punteadas y completas se ubican en

los valores correspondientes al 100% y 50% de viabilidad celular respecto del control,
respectivamente.

El ensayo de MTT realizado permitio determinar de forma indirecta la viabilidad
celular mediante la evaluacion de su actividad metabolica. En este sentido, si bien los
resultados obtenidos mostraron importantes niveles de dispersion experimental, los
mismos no evidenciaron niveles significativos de AC en el rango de concentraciones
evaluadas; por lo que la mayoria de los péptidos sintéticos exhibié una ACso > 100
ug/mL (Figura 3.8.). El Gnico péptido que exhibié un valor menor fue p9 (ACso = 72
pg/mL).
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En suma, mediante la ejecucion del Objetivo Especifico #1 y del Objetivo
Especifico #2 de la presente tesis, se identificaron 26 péptidos 11-mer con secuencias
homdlogas a pbsl, presentes en la estructura primaria de nueve RS pertenecientes a la
SF-SRCR, seleccionados por ser capaces de interactuar con ligandos microbianos
(MARCO, SR-AIl, CD163, CD5L, CD5, CD6, SALSA, SCARAS5 y SSc5D). A pesar de
su pequefio tamafio, los péptidos identificados mostraron una importante diversidad de
secuencias y de posibles estructuras tridimensionales; asi como diferencias en sus
propiedades fisicoquimicas relacionadas con sus propiedades de solubilizacion. Los 26
péptidos 11-mer identificados, junto al péptido de referencia pbsl, se sintetizaron
comercialmente con alta pureza y se solubilizaron exitosamente. Por Gltimo, todos ellos
mostraron muy buenos perfiles de biocompatibilidad con sistemas mamiferos; tanto en

ensayos de AH como de AC; apoyando su potencial uso futuro en ensayos in vivo.
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Capitulo 4.

Evaluacion de la actividad antiparasitaria de los péptidos sintéticos 11-mer.

Resultados y discusion.

En el presente capitulo se abordan los principales resultados obtenidos en
relacion al Objetivo Especifico #3 de la presente tesis. Para ello, por un lado, se evalu6
la potencial actividad antiparasitaria intrinseca de los péptidos sintéticos 11-mer sobre
PSC de E. granulosus s.l., utilizando para ello dos sistemas diferentes de cultivo
axénico. Por otro lado, se analiz6 también la actividad protoscolicida de los péptidos 11-
mer utilizando co-cultivos de PSC de E. granulosus s.1. y células efectoras (linea celular
RAW264.7). Asi, se describen aqui los distintos sistemas de trabajo y sus respectivas

condiciones; y se analizan y discuten los resultados obtenidos.

Objetivo Especifico #3: Evaluar in vitro la actividad antiparasitaria de los péptidos

sintéticos 11-mer utilizando protoscoleces de Echinococcus granulosus s.1.
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4.1. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos 11-mer: Cultivos axénicos

metabolicamente estresantes.

Para analizar la potencial actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos
sintéticos 11-mer, se realizaron cultivos axénicos de PSC de E. granulosus s.l. en
presencia de concentraciones crecientes de los péptidos en estudio, siguiendo protocolos
reportados recientemente por nuestro grupo de trabajo [Miles et al., 2023; Garcia-Luna
et al., 2024]. Brevemente, en placas de 96 pocillos de fondo plano se incubaron 100
PSC con viabilidad > 98% en 100 pL de “medio” estéril, en presencia de
concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos 11-mer (rango: desde 0,3125 uM
hasta 5,0 uM). Dichos cultivos se realizaron tanto en condiciones metab6licamente
estresantes (item 4.1.) como en condiciones metabdlicamente Optimas (item 4.2.);
utilizando PBS y RPMI como “medios de cultivo”, respectivamente. Asi, se analizaron
los efectos de los péptidos sintéticos 11-mer tanto en ausencia como en presencia de
nutrientes. Los cultivos metabdlicamente estresantes (ausencia de nutrientes, PBS) se
incubaron durante 48h a 37°C en presencia de CO: al 5%, mientras que los cultivos
metabolicamente Optimos (presencia de nutrientes, RPMI) se incubaron en las mismas
condiciones, pero durante 5 dias [Miles et al., 2023]. La viabilidad de los PSC post-
incubacion se determind mediante tincion con eosina siguiendo protocolos habituales
[Dematteis et al., 1999].

Debido al gran numero de péptidos a analizar, estos ensayos se realizaron en
distintas etapas, ya que en una placa de cultivo solo fue posible ensayar 4 péptidos
distintos en simultaneo, dado que cada concentracion se ensayo por cuadruplicado. Por
ello, los parasitos utilizados provinieron de diferentes lotes; en todos los casos con una
viabilidad inicial > 98%. En este aspecto, vale destacar que el material parasitario para
obtener los PSC provino del abastecimiento de visceras bovinas decomisadas a nivel de
frigorifico, las cuales se procesaron en menos de 24h una vez recibidas en el laboratorio.
Sin embargo, no se conocieron las condiciones y el tiempo de almacenamiento previo;
lo cual podria, al menos parcialmente, condicionar el estado metabdlico inicial de los
parasitos. Ademas, la técnica utilizada para determinar la viabilidad de los PSC (tincion
con eosina) evalla la integridad de sus membranas, sin aportar informacion adicional
acerca de su estado metabdlico. Por lo tanto, y aunque el porcentaje de viabilidad inicial

de los parasitos utilizados fue siempre cercano a 100%, no es correcto asumir que sean
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homogéneos en términos de vitalidad. Por otra parte, y debido al gran volumen de
muestras parasitarias requeridas, no se pudo determinar el genotipo de las mismas; lo
cual podria agregar complejidad a la hora de analizar comparativamente los resultados
obtenidos. Por todo lo anteriormente expuesto, existié una gran variabilidad entre los
distintos lotes de parésitos utilizados, lo que generd diferencias no deseadas en la
viabilidad basal post-incubacién en los diferentes ensayos. Por ello, la viabilidad post-
incubacion de los PSC se normaliz6 en cada placa respecto de su control basal
correspondiente (parasitos incubados, en PBS o RPMI segun correspondiese, en
ausencia de péptidos).

En primer lugar, se evalud la actividad antiparasitaria intrinseca de los péptidos
sintéticos 11-mer en condiciones metabdlicamente estresantes para el parasito (medio:
PBS). En estos ensayos, y habiendo justificado previamente la existencia de variabilidad
entre los distintos lotes de parasitos, el rango de muerte observado para la condicion
basal vario desde 10% hasta 40%. Por ello, cabe destacar que, al mostrar los resultados
normalizados respecto a la condicion basal, el incremento méximo alcanzable para
péptidos con excelente actividad protoscolicida (100% de muerte), oscilaria entre 2,5 y
10,0 veces segun las condiciones particulares del ensayo. En la Figura 4.1. y en la

Figura 4.2. se muestran los resultados obtenidos.

Por un lado, en la Figura 4.1. se reportan los RS para los cuales al menos uno de
sus péptidos 11-mer presentd actividad antiparasitaria intrinseca significativa en el
rango de concentraciones ensayadas. En ese sentido, aproximadamente la mitad de los
péptidos 11-mer (13/27) exhibieron actividad antiparasitaria intrinseca; observandose
ademas un efecto dosis-dependiente en la mayoria de los casos. Cabe destacar que,
salvo CD163 y SScbD, todos los receptores presentaron al menos un péptido 11-mer
con actividad protoscolicida intrinseca en cultivos axénicos metabolicamente
estresantes. Por otro lado, en la Figura 4.2. se muestran los resultados obtenidos para
los Unicos RS cuyos péptidos 11-mer derivados no presentaron actividad antiparasitaria

intrinseca significativa en el rango de concentraciones ensayadas: CD163 y SSc5D.
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Figura 4.1. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos 11-mer en
condiciones metabodlicamente estresantes. Se realizaron cultivos axénicos de PSC de
E. granulosus s.l. en presencia de concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos
y se determind el porcentaje de muerte con respecto a la condicion de referencia (sin
péptido). Se representan los resultados para aquellos receptores que al menos uno de
sus péptidos haya presentado actividad protoscolicida, normalizados respecto a la
condicion de referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para
todos los casos se representa media (xSEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de

Tukey) respecto al control de referencia.
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Figura 4.2. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos 11-mer en
condiciones metabodlicamente estresantes. Se realizaron cultivos axénicos de PSC de
E. granulosus s.l. en presencia de concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos
y se determind el porcentaje de muerte con respecto a la condicion de referencia (sin
péptido). Se representan los resultados de los péptidos que no presentaron actividad
protoscolicida, agrupados por receptor, normalizados respecto a la condicion de
referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se
representa media (xSEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al
control de referencia.

A continuacion, se comparé la magnitud de la actividad protoscolicida intrinseca
exhibida por los péptidos sintéticos 11-mer en cultivos axénicos metabolicamente
estresantes. Para ello, y para eliminar posibles efectos no deseados debidos a la
variabilidad entre los diferentes lotes de parasitos utilizados, se realizd un nuevo ensayo
utilizando los 27 péptidos sintéticos 11-mer en condiciones metabolicamente estresantes
(PBS, 48 horas) a una concentracion unica (5 uM) frente a un mismo lote de paréasitos.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.3., observandose comportamientos

similares a los obtenidos previamente. Asi, los péptidos que habian presentado actividad
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antiparasitaria intrinseca a 5uM (Figura 4.1.), volvieron a hacerlo; con la excepcion de
p24 (el unico péptido sintético 11-mer derivado del receptor SCARADS). Por su parte, los
péptidos pl, pl4, pl5 y pl6 se destacaron por inducir incrementos superiores a 1,5
veces respecto del control basal. En este ensayo, el valor de dicho control fue de 15%,
por lo que la actividad protoscolicida intrinseca de los cuatro péptidos destacados

resultd, aproximadamente, en un 25% de muerte parasitaria a concentracién 5 uM.
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Figura 4.3. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos 11-mer a
5uM en PBS. Se realiz6 un cultivo axénico de PSC de E. granulosus s.l. en presencia
de los péptidos sintéticos en estudio a concentracidn Unica y se determind el porcentaje
de muerte con respecto a la condicion de referencia (sin péptido). Se representan los
resultados para cada péptido, normalizados respecto a la condicién de referencia
(cuyos valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se
representa media (xSEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al
control de referencia.

Estos resultados permitieron destacar dos hallazgos interesantes adicionales. Por
un lado, tres de los cuatro péptidos con mejor actividad protoscolicida (p14, p15y p16)
correspondieron a las secuencias menos similares a pbsl (Tabla 3.2.). Sin embargo,
dichas diferencias parecerian no ser demasiado relevantes, ya que p20 también mostrd
niveles significativos de actividad antiparasitaria intrinseca (Figura 4.3.). Por otro lado,
tres de los cuatro péptidos con mejor actividad protoscolicida (pl4, pl5 y pl6)
derivaron de un mismo receptor (CD5). Este resultado sugeriria que los péptidos

homdlogos a pbsl derivados de dicho receptor, retendrian la actividad protoscolicida
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intrinseca de su ectodominio completo; ya que nuestro grupo reportd recientemente que
la muerte de parasitos provocada por rshCD5, a su maxima concentracion ensayada,
aumentaba casi al doble respecto de la condicion basal en cultivos axénicos
metabdlicamente estresantes [Garcia-Luna et al., 2024]. Estos resultados podrian
deberse a que los ligandos parasitarios capaces de interactuar con los péptidos sintéticos
11-mer derivados del receptor CD5, serian en gran medida los mismos que aquellos
reconocidos por el ectodominio completo de dicho receptor. De hecho, en un trabajo
publicado anteriormente por nuestro grupo, se reportd que muchos de los interactores
parasitarios identificados para los ectodominios completos de los receptores CD5 y
CD6, también se encontraron dentro de los interactomas parasitarios de los péptidos
sintéticos 11-mer homologos a pbsl derivados de sus secuencias [Miles et al., 2020]. A
su vez, la mayoria de dichos interactores compartidos se correspondieron con proteinas
clave tanto en el metabolismo y motilidad parasitaria, como en los mecanismos de
defensa y vias de detoxificacion del parésito. Por lo tanto, la fuerte actividad
antiparasitaria intrinseca observada aqui para los péptidos sintéticos 11-mer derivados
del receptor CD5 (pl14, pl5 y pl6), podria estar estrechamente relacionada con su

potencial capacidad blogueante de ligandos parasitarios relevantes.

Por ultimo, y con la finalidad de hallar algun patron presente en los péptidos
sintéticos 11-mer potencialmente relacionado con la actividad antiparasitaria intrinseca
de los mismos, se realizd la comparacion de sus secuencias segun correspondiesen a
péptidos con o sin dicha actividad. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
4.4., donde se observa que, si bien existen varias posiciones aminoacidicas altamente
conservadas, las mismas no parecerian influir en la actividad antiparasitaria intrinseca

de los péptidos sintéticos 11-mer.

Sin embargo, al realizar el mismo tipo de analisis, pero diferenciando entre las
secuencias de los péptidos sintéticos 11-mer que exhibieron alta y baja actividad
antiparasitaria intrinseca, tomando la induccion de muerte parasitaria de 1,2 veces
respecto del basal (20% de incremento) como punto de corte, si se observaron posibles
patrones relevantes (Figura 4.5.). Para dicho andlisis, los péptidos pl, p2, pl4, pl5,
pl6 y p20 se categorizaron como de alta actividad protoscolicida intrinseca, mientras
que los péptidos pll, pl2, p13, pl7, pl8 y pl9 se consideraron de baja actividad

protoscolicida intrinseca (Figura 4.3.). Asi, la alta actividad antiparasitaria intrinseca de

B.C. Maria Clara Gonzalez Porcile

69



“Diseiio y evaluacion de péptidos sintéticos derivados de receptores scavenger como potenciales agentes antiparasitarios ”

los peptidos sintéticos 11-mer, en cultivos axénicos metabdlicamente estresantes, estaria
afectada en presencia de residuos R (Arginina) y G (Glicina) en las posiciones 2 y 9,
respectivamente (Figura 4.5.). Esta informacion podria ser de utilidad a futuro para

disefiar nuevos péptidos candidatos con actividad antiparasitaria intrinseca potenciada.

Figura 4.4. Analisis de frecuencias aminoacidicas. Se clasificaron las secuencias de
los péptidos en estudio de acuerdo al efecto generado por los mismos y se compararon
agrupandolas segun presentaran (A) o no (B) actividad protoscolicida intrinseca.

.
i
M
<
{
2

%
M
&
)
=

Figura 4.5. Analisis de frecuencias aminoacidicas. Se clasificaron las secuencias de
los péptidos en estudio de acuerdo al efecto generado por los mismos y se compararon
agrupandolas segln presentaran un incremento mayor (A) o menor al 20% (B),
respecto a su actividad protoscolicida intrinseca.
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4.2. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos 11-mer: Cultivos axénicos

metabdlicamente dptimos.

Luego de evaluar la actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos
11-mer en condiciones metabdlicamente estresantes para el parasito, se evalud dicha
actividad en una condicion de cultivo axénico que fuese metabolicamente “Optima”.
Para ello, y como se describi6 previamente, los péptidos sintéticos 11-mer se ensayaron
en cultivos de parasitos incubados en medio RPMI durante 5 dias. Nuevamente, estos
ensayos no fueron ajenos a la variabilidad existente entre diferentes lotes de paréasitos,
ya que, con esta estrategia, el rango de muerte parasitaria basal oscilé desde 1,4% hasta
4,3%. Asi, en el caso de los cultivos axénicos metabdlicamente “Optimos”, el
incremento maximo alcanzable para péptidos con excelente actividad protoscolicida
(100% de muerte), variaria entre 20 y 70 veces segun las condiciones particulares del

ensayo.

Los resultados mostrados en la Figura 4.6. corresponden a los RS para los
cuales al menos uno de sus péptidos sintéticos 11-mer mostrd actividad antiparasitaria
intrinseca bajo las condiciones metabdlicamente “6ptimas”. En este caso, dado que las
condiciones del ensayo favorecieron la viabilidad parasitaria, solo 3 de los 27 péptidos
exhibieron actividad protoscolicida intrinseca. Estos péptidos (p2, p19 y p20) derivaron
cada uno de un RS distinto (SR-Al, CD6 y SALSA), respectivamente, y solo mostraron
actividad protoscolicida significativa a la maxima concentracion ensayada; a excepcion
de p20 que evidenci6 tasas significativas de muerte parasitaria en forma dosis-
dependiente (Figura 4.6.). Asi, en condiciones metabdlicamente “Optimas”, p20 mostrd
ser el péptido con mejor actividad protoscolicida intrinseca; incrementando la muerte
parasitaria hasta un 10% aproximadamente, mientras que la misma fue de 4,2% en

condiciones basales.

Por dltimo, cabe destacar que si bien p2, pl9 y p20 mostraron actividad
antiparasitaria intrinseca en condiciones metabdlicamente estresantes, los mismos no
exhibieron los mejores resultados obtenidos en condiciones metabdlicamente “Optimas”
(Figura 4.3.). Sin embargo, fueron los unicos péptidos sintéticos 11-mer capaces de
inducir la muerte parasitaria en ambas condiciones; sugiriendo, por lo tanto, que lo

harian a través de mecanismos particulares que les son propios.
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Figura 4.6. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos 11-mer en
condiciones metabdlicamente 6ptimas. Se realizaron cultivos axénicos de PSC de E.
granulosus s.l. en presencia de concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos y
se determino el porcentaje de muerte con respecto a la condicion de referencia (sin
péptido). Se representan los resultados para aquellos receptores que al menos uno de
sus péptidos haya presentado actividad protoscolicida, normalizados respecto a la
condicion de referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para
todos los casos se representa media (xSEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de
Tukey) respecto al control de referencia.

Por su parte, en la Figura 4.7. se muestran los resultados obtenidos para los RS
gue no presentaron ningun péptido sintético 11-mer derivado de su secuencia con
actividad antiparasitaria intrinseca en condiciones metabolicamente “Optimas”; al menos
en el rango de concentraciones ensayadas. Cabe destacar que, en estas condiciones, los
péptidos derivados de CD5 no retuvieron la actividad antiparasitaria intrinseca

exitosamente observada para rshCD5 [Garcia-Luna et al., 2024].
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Figura 4.7. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos 11-mer en
condiciones metabdlicamente 6ptimas. Se realizaron cultivos axénicos de PSC de E.
granulosus s.l. en presencia de concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos y
se determino el porcentaje de muerte con respecto a la condicién de referencia (sin
péptido). Se representan los resultados de los péptidos que no presentaron actividad
protoscolicida, agrupados por receptor, normalizados respecto a la condicion de
referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se
representa media (xSEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al
control de referencia.
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Finalmente, y debido a limitaciones logisticas de abastecimiento de material
hidatico y de disponibilidad de reactivos, se decidid no repetir este ensayo a
concentracion unica de péptidos (5 uM) utilizando un dnico lote de parasitos; de manera
analoga a lo mostrado en la Figura 4.3. para los cultivos metabdlicamente estresantes.
En este sentido, consideramos que la realizacion futura de dicho ensayo seria de gran
utilidad para poder extraer conclusiones adicionales, ya que la dispersion en viabilidad
parasitaria observada en los cultivos metabolicamente “Optimos”™ fue significativamente

mayor que la experimentada en los cultivos metabdlicamente estresantes.

4.3. Actividad protoscolicida de los péptidos 11-mer en presencia de células

efectoras.

Con el objetivo de evaluar la potencial actividad antiparasitaria de los péptidos
sintéticos 11-mer en sistemas mas complejos, se realizaron co-cultivos de PSC de E.
granulosus s.l. con células de la linea RAW264.7 en presencia de una concentracion fija
de péptidos. Para ello, en placas de 96 pocillos de fondo plano se sembraron, por
pocillo, 2x10° células RAW264.7 junto con 50 PSC con una viabilidad inicial del 100%,
en presencia de 20 pug/mL de cada péptido sintético 11-mer. Las incubaciones se
realizaron en medio de cultivo DMEM alto en glucosa durante 72h a 37°C en atmosfera
controlada de CO». Como controles se utilizaron: (i) células RAW264.7 solas en medio
de cultivo, (ii) PSC solos en medio de cultivo, (iii) células RAW264.7 incubadas con
PSC en medio de cultivo (condicion de referencia), (iv) células RAW264.7 en presencia
de 0,1 ug/mL de LPS junto con PSC en medio de cultivo (control positivo), y (v) PSC
en medio de cultivo en presencia de 0,1 pg/mL de LPS. Luego, se tomaron fotografias
de cada pocillo (aumento x10) utilizando un microscopio digital con cAmara acoplada.
Finalmente, los PSC se clasificaron de acuerdo con procedimientos previamente
desarrollados por nuestro grupo, siguiendo criterios morfolégicos de integridad fisica
[Mourglia-Ettlin et al., 2016b], y los resultados obtenidos se normalizaron respecto de la
condicion de referencia; es decir, células RAW264.7 co-incubadas con PSC en ausencia
de péptidos (control iii). Cabe destacar que, para poder utilizar un mismo lote de
parasitos, asi como células RAW264.7 con el mismo nimero de pasajes, en este ensayo

se utilizé una Unica concentracién de péptidos. Por lo tanto, los valores de muerte
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parasitaria en la condicion de referencia y en el control positivo fueron unicos,

correspondiendo aproximadamente a 2,6+0,7% y 6,0+0,6%, respectivamente.
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Figura 4.8. Co-cultivo de células RAW264.7 con PSC de E. granulosus s. I. Se
realizaron co-cultivos de células RAW264.7 con PSC de E. granulosus s.l. ensayados en
presencia de 20 ug/mL de péptidos, y luego se determind el porcentaje de muerte
parasitaria. Como control basal se ensayaron co-cultivos en ausencia de péptidos,
mientras que como control positivo se realizaron co-cultivos en presencia de LPS. Los
resultados se muestran normalizados respecto del control basal (cuyos valores se
muestran como banda color verde). Para todos los casos se representa media (xSEM).
(*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto del control basal.

El motivo por el cual, en los sistemas de co-cultivo, no se retuvo la actividad
antiparasitaria intrinseca de los péptidos observada en cultivos axénicos, se desconoce;
si bien se presume que las células RAW264.7 podrian interferir y/o dificultar la
interaccion entre los péptidos y los parasitos. Ademas, la presencia de suero fetal
bovino, ademas de las células RAW264.7, podria contribuir a la degradacion acelerada
de los péptidos sintéticos 11-mer. Asi, el abanico de posibilidades para estos resultados
negativos seria demasiado amplio como para ser analizado detalladamente en la
presente tesis, si bien consideramos que, a futuro, seria por demas relevante explorar
este hallazgo inesperado. En este sentido, se deberia evaluar otro nimero de parasitos
y/o de células RAW264.7, modificar el tiempo de incubacion y/o activar las células con
LPS previo a la incubacién con los parasitos y los péptidos. Esto Gltimo permitiria
evaluar si los péptidos son capaces de modificar la actividad protoscolicida de

macrofagos primarios (activados) previamente reportada [Dematteis et al., 2003] y
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demostrada en la presente tesis mediante el uso de células RAW264.7 en presencia de
LPS como control positivo (Figura 4.8.).

En suma, mediante la ejecucion del Objetivo Especifico #3 de la presente tesis,
se evaluo la actividad antiparasitaria intrinseca de los péptidos sintéticos 11-mer en dos
sistemas de cultivo axénico de PSC de E. granulosus s.l., asi como en co-cultivos de
parésitos con células efectoras (RAW264.7). Los resultados obtenidos mostraron que 12
de los 27 péptidos presentaron actividad antiparasitaria intrinseca en cultivos axénicos
bajo condiciones metab6licamente estresantes; al menos en la maxima concentracion
ensayada. Por su parte, 3 de estos 12 péptidos retuvieron su actividad antiparasitaria
intrinseca en cultivos axénicos bajo condiciones metabdlicamente “Optimas”; mientras
que ninguno presento actividad antiparasitaria significativa en sistemas de co-cultivo.
Estos resultados sugirieron que, al menos algunos de los 27 péptidos sinteticos 11-mer
en estudio, podrian ser Utiles para el desarrollo de intervenciones profilacticas frente a la

EQ secundaria.
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Capitulo 5.

Efectos inmunomoduladores inducidos por los péptidos sintéticos 11-mer sobre

cultivos celulares estimulados con antigenos parasitarios.

Resultados y discusion.

En el presente capitulo, se abordan los principales resultados relacionados con la
caracterizacion in vitro de los efectos inmunomoduladores inducidos por los péptidos
sintéticos 11-mer sobre cultivos celulares estimulados con antigenos parasitarios
(Objetivo especifico #4). En este sentido, se describen los distintos sistemas de trabajo y
sus respectivas condiciones; y se describen y analizan los resultados obtenidos.
Globalmente, se realizaron estudios tanto con la linea celular de macrofagos murinos
RAW264.7. como con cultivos primarios de PEC obtenidas de ratones Balb/c virgenes.
Por un lado, sobre los cultivos de PEC se evaluo el efecto de los péptidos sintéticos 11-
mer sobre la produccion de citoquinas y de anticuerpos (especificos y polireactivos)
inducida por antigenos tegumentarios de PSC de E. granulosus s.l. Por otro lado, sobre
los cultivos de células RAW264.7. se evaluo el efecto de los péptidos sintéticos 11-mer
sobre su interaccion fisica con antigenos tegumentarios de PSC de E. granulosus s.1.; asi
como el efecto sobre la produccion de citoquinas y de 6xido nitrico inducida por dichos

antigenos.

Objetivo Especifico #4: Caracterizar in vitro los efectos inmunomoduladores de los
péptidos sintéticos 11-mer sobre cultivos celulares estimulados con antigenos

parasitarios.

B.C. Maria Clara Gonzalez Porcile

77



“Disefio y evaluacion de péptidos sintéticos derivados de receptores scavenger como potenciales agentes antiparasitarios ”

5.1. Efecto de los péptidos 11-mer sobre la secrecién de citoquinas por parte de

PEC murinas estimuladas con antigenos parasitarios.

Dado que los ensayos in vivo para evaluar el potencial uso profilactico y/o
terapéutico de los péptidos disefiados, se realizarian utilizando el modelo murino de EQ
secundaria [Gonzalez-Porcile et al., 2024], y que el sitio anatomico en el cual se
desarrolla la infeccion en dicho modelo es la cavidad peritoneal, se procedio a trabajar
con PEC totales obtenidas de ratones Balb/c virgenes (cepa altamente susceptible a la
infeccion [Mourglia-Ettlin et al., 2016a]). Con las PEC se evalud el efecto de los
péptidos sintéticos 11-mer tanto sobre su respuesta de citoquinas como de anticuerpos
tras el estimulo con antigenos parasitarios contenidos en un extracto soluble
denominado PSEXx; compuesto mayoritariamente por proteinas presentes en el

tegumento de PSC de E. granulosus s.I. [Miles et al., 2019].

En primer lugar, se determin6 la produccion de las citoquinas IL-6, IL-10 y
TNF-o en sobrenadantes de cultivo de PEC estimuladas con PSEX; en presencia o
ausencia de los péptidos sintéticos 11-mer en estudio. Para ello, inicialmente se realizd
un ensayo de optimizacion para definir la concentracion de PSEx a utilizar. Asi, se
incubaron 3x10° PEC por pocillo, durante 72h, en presencia de concentraciones
crecientes de PSEx (10, 20 y 40 ug/mL), y luego, mediante el uso de kits comerciales
para ELISA de captura, se determind la concentracion de cada citoquina en los
sobrenadantes de cultivo. Finalmente, y buscando una relacién 6ptima entre respuesta y
uso racionalizado de PSEX, se seleccion6 15 pg/mL de PSEx como concentracion de

estimulo para realizar los ensayos.

A continuacion, se realizaron cultivos de PEC estimuladas con 15 pug/mL de
PSEx en presencia de una concentracion fija (45 ug/mL) de cada uno de los péptidos
sintéticos 11-mer. Como controles se ensayaron las siguientes condiciones: (i) control
basal (PEC solas en medio de cultivo), (ii) control de referencia (PEC estimuladas
Unicamente con 15 pg/mL de PSEX), y (iii) control positivo (PEC estimuladas
Unicamente con 1 pg/mL de LPS). Los resultados obtenidos para el control de referencia
del ensayo fueron (promedio£SEM): 1.212+99 pg/mL para IL-6 y 278+119 pg/mL para
IL-10; sin deteccion significativa de TNF-a. En la Figura 5.1. se muestran los
resultados obtenidos, normalizados respecto del control de referencia (salvo para TNF-

a, para la cual se reportaron los valores de concentracion detectados).
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Figura 5.1. Determinacién de IL-6, IL-10 y TNF-a en sobrenadantes de cultivo de
PEC. Las PEC se estimularon con PSEx (15 ug/mL) en presencia de los péptidos (45
ug/mL) y se determin0 la concentracion de las respectivas citoquinas mediante ensayo
de ELISA. Como controles se utilizaron: (i) PEC solas en medio de cultivo, (ii) PEC
estimuladas Unicamente con PSEXx (control de referencia), y (iii) PEC estimuladas con
LPS (1 ug/mL, control positivo). Para IL-6 e IL-10, los resultados se muestran
normalizados respecto al control de referencia (cuyos valores se muestran como banda
color verde). Para TNF-a se representan sus valores de concentracién. Para todos los
casos se representa media (£ SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccién de Tukey)
respecto al control de referencia.
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En cuanto a la produccion de IL-6, en la Figura 5.1. se observa que 6 de los 27
péptidos sintéticos 11-mer (pl6, pl9, p20, p21l, p23 y p27) potenciaron
significativamente su produccién en cultivos de PEC estimulados con PSEX;
destacandose pl9, p23 y p27 por ser los mayores potenciadores. Resulta interesante
destacar que, de los 6 péptidos mencionados, la mitad derivaron del receptor SALSA
(p20, p21 y p23). Asimismo, y aunque p20, p21 y p22 conformaron un grupo de
altisima homologia entre si (Tabla 3.2. y Figura 3.3.), p22 fue el Gnico de ellos que no
potenci6 la produccion de IL-6 en cultivos de PEC estimulados con PSEX. Por su parte,
Unicamente el péptido p4 (uno de los 8 péptidos sintéticos 11-mer derivados del
receptor CD163) redujo significativamente la produccion de IL-6 (Figura 5.1.).

Por otro lado, en la Figura 5.1. también se observa que solo 3 de los 27 péptidos
sintéticos 11-mer (p21, p26 y p27) potenciaron significativamente la produccion de IL-
10 en cultivos de PEC estimulados con PSEX, mientras que ninguno la redujo. En este
sentido, resulta interesante destacar que 2 de ellos también indujeron la produccion de
IL-6 en dichos cultivos (p21 y p27). Asimismo, p20 y p22, péptidos con altisima
homologia respecto a p21 como se destacd previamente (Tabla 3.2. y Figura 3.3.), no
modificaron la produccién de IL-10 en cultivos de PEC estimulados con PSEX, lo cual
podria sugerir que las pequefas diferencias en secuencia existentes entre ellos estarian

involucradas en dicho fenémeno.

Finalmente, p25 fue el Unico péptido capaz de potenciar la produccion de TNF-a
en cultivos de PEC estimulados con PSEX; aunque la ausencia de niveles apreciables de
TNF-a en la gran mayoria de los casos (incluido el control de referencia), restod
fiabilidad a dicho resultado, dado que previamente nuestro grupo reporté que PEC (de
ratones C57BI/6 virgenes) inducen la produccion de TNF-a en respuesta al estimulo con
PSEx [Mourglia-Ettlin et al., 2018]. A futuro, este ensayo deberia repetirse para poder
extraer conclusiones mas confiables respecto de la produccion de TNF-a por parte de
PEC estimuladas con PSEXx, asi como del efecto que los péptidos sintéticos 11-mer

pudiesen tener sobre la misma.

Por ultimo, y como se procedié previamente, se compararon, nuevamente sin
éxito, diversas caracteristicas de los péptidos (propiedades fisicoquimicas, modelos
estructurales, perfiles de homologia, etc.) en bdsqueda de un patron que pudiese

explicar las diferencias observadas sobre la produccion de citoquinas. Ademas, y debido
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a las limitaciones técnicas impuestas por el software de analisis, solo se pudo realizar la
comparacion de las frecuencias de residuos aminoacidicos presentes en las secuencias
de los péptidos sintéticos 11-mer agrupados segln potenciaran, o no, la produccion de
IL-6. Sin embargo, no se encontré un patron claro de asociacion al respecto (Figura
5.2.).
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Figura 5.2. Analisis de frecuencias aminoacidicas. Se clasificaron las secuencias de
los péptidos en estudio de acuerdo al efecto generado por los mismos y se compararon
agrupandolas segun modularan (A) o no (B) la produccion de IL-6.

5.2. Efecto de los péptidos 11-mer sobre la secrecion de anticuerpos por parte de

PEC murinas estimuladas con antigenos parasitarios.

Luego de analizar el efecto de los peptidos sintéticos 11-mer sobre el perfil de
citoquinas producido por PEC estimuladas con PSEX, y considerando que los linfocitos
B, principalmente B1, son una poblacién mayoritaria dentro de dichas células y son
capaces de responder rapidamente produciendo anticuerpos [Mattos et al., 2024], se
evaluo el efecto de los péptidos sobre la produccion de anticuerpos especificos y
polireactivos (SAc y pAc, respectivamente). En particular, los pAc constituyen un
componente importante del repertorio de anticuerpos tanto naturales como
tempranamente inducidos; los cuales han sido sugeridos por nuestro grupo como
responsables, al menos parcialmente, de los fendmenos de resistencia del hospedero
frente a la EQ, tanto en humanos como en el modelo murino [Garcia-Luna et al., 2021].
Ademas, nuestro grupo reportd recientemente que la inoculacién de ratones Balb/c con
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PSEx pre-incubado con rshCD5 o rshCD6 potencia la induccion temprana de pAc
potencialmente Utiles en la respuesta antiparasitaria experimental [Garcia-Luna et al.,
2024].

En este sentido, el efecto de los péptidos sintéticos 11-mer sobre la produccién
de sAc y pAc se evalué mediante ensayos de ELISA indirecto analizando los isotipos
IgM, IgA e IgG en sobrenadantes de cultivo obtenidos de PEC estimuladas con PSEx en
las mismas condiciones en que se realiz6 el estudio de la produccion de citoquinas (es
decir; 3x10° PEC por pocillo incubadas durante 72h en presencia de 15 pg/mL de PSEx
y 45 ug/mL de cada uno de los péptidos). Como controles se utilizaron las siguientes
condiciones: (i) control basal (solo PEC en medio de cultivo), (ii) control de referencia
(PEC estimuladas Unicamente con 15 ug/mL de PSEX), y (iii) control positivo (PEC
estimuladas Unicamente con 0,1 pg/mL de LPS).

Para la determinacion de sAc se utilizaron placas de microtitulacion
sensibilizadas con antigenos somaticos de PSC de E. granulosus s.l. (fraccion
denominada SPE [Mourglia-Ettlin et al., 2016a]), mientras que para determinar pAc se
utilizaron placas de microtitulacion sensibilizadas con el hapteno 2,4-dinitrofenol
(DNP) acoplado a BSA (DNP-BSA). El titulo de anticuerpos especificos para DNP-
BSA ha sido utilizado frecuentemente como parametro sustituto para medir respuestas
de pAc [Gunti & Notkins, 2015]; inclusive en el contexto de la infeccion por E.
granulosus s.l. [Garcia-Luna et al., 2021; 2024]. Finalmente, el titulo de sAc y pAc se
defini6 como el valor de absorbancia de las muestras ensayadas todas simultaneamente
a una misma dilucion no saturante; y se reportaron normalizadas respecto del control de
referencia correspondiente. En la Tabla 5.1. se reportan los resultados obtenidos para

los controles ensayados.
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Tabla 5.1. Titulos de sAc y pAc para las condiciones control. Se reportan los valores

de promedio = SEM de los respectivos controles ensayados por triplicado.

CONTROLES Basal Referencia Positivo
A IgM | 0,063+0,010 | 0,117+0,011 | 0,097+0,005
SAC

IgA | 0,122+0,002 | 0,174+0,002 | 0,128+0,008

(UA/mL)

IgG | 0,099+0,007 | 0,099+0,005 | 0,103+0,003
A IgM | 0,100+0,007 | 0,183+0,031 | 0,161+0,012
c

P IgA | 0,124+0,015 | 0,269+0,003 | 0,072+0,009

(UA/mL)

IgG | 0,061+0,004 | 0,062+0,003 | 0,062+0,005

En la Figura 5.3. se muestran los resultados obtenidos en relacion al efecto de
los péptidos sintéticos 11-mer sobre la produccion de sAc por parte de PEC estimuladas
con PSEX. Para slgM se observo que, si bien ningun péptido redujo su produccion, 4 de
los 27 péptidos ensayados la potenciaron (pl7, p23, p24 y p25). Por su parte, los
péptidos p3 y pll redujeron significativamente la produccion tanto de slgA como de
slgG por parte de PEC estimuladas con PSEX. Por el contrario, el péptido p25 fue el
anico en potenciar la produccion de slgA, y junto a p26 y p27, indujeron ademas la
secrecion de slgG. Asi, resulta interesante destacar que p25 (péptido derivado del
receptor SSc5D) fue el Unico en potenciar la produccion de los tres isotipos de sAc
analizados; sugiriendo un papel importante para el mismos en la modulacion de las

respuestas humorales especificas desencadenadas por PSEX.

Para profundizar en los motivos que expliquen las diferencias observadas sobre
la modulacion diferencial ejercida por ciertos péptidos sintéticos 11-mer sobre la
produccién de sAc, se compararon, sin éxito, diversas caracteristicas de los mismos
(propiedades fisicoquimicas, modelos estructurales, perfiles de homologia, etc.). Sin
embargo, se pudieron extraer algunas conclusiones luego de comparar las frecuencias de
residuos aminoacidicos presentes en las secuencias de los péptidos agrupandolos segun
potenciaron, o no, la produccion de sigM. Asi, en la Figura 5.4. se observa que la
presencia de un residuo R (Arginina) en posicion 2, de un residuo V (Valina) en
posicion 3 0 5, y de un residuo G (Glicina) en posicion 9, perjudicaria la modulacién
positiva de la secrecion de slgM. Sin embargo, la fiabilidad de estas conclusiones debe
tomarse con cautela ya que derivan de un analisis comparativo en el cual uno de los

grupos analizados (péptidos potenciadores de la respuesta slgM) se compuso solo de
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cuatro casos; encontrandose asi en el limite inferior aceptable establecido por el

software empleado. De hecho, por este motivo, no se pudieron realizar estudios

analogos para la produccion de slgA 'y slgG.
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Figura 5.3. Determinacion de anticuerpos especificos anti-SPE (IgM, IgA e 1gG).
Las PEC se estimularon con PSEX (15 ug/mL) en presencia de los péptidos (45 ug/mlL)
y se determin0 el titulo de los respectivos isotipos ensayo de ELISA. Como controles se
utilizaron: (i) PEC solas en medio de cultivo, (ii) PEC estimuladas Unicamente con
PSEx (control de referencia), y (iii) PEC estimuladas con LPS (I ug/mlL, control
positivo). Los resultados se muestran normalizados respecto a la condicion de
referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se
representa media (+ SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al
control de referencia.

Figura 5.4. Analisis de frecuencias aminoacidicas. Se clasificaron las secuencias de
los péptidos 11-mer en estudio de acuerdo al efecto generado, agrupandolos segun
modularon (A) o no (B) la produccion de sigM.

Por otro lado, en la Figura 5.5. se muestran los resultados de un analisis analogo
de frecuencias de residuos aminoacidicos, presentes en las secuencias de los péptidos
11-mer en estudio, agrupandolos segun potenciaron (Figura 5.5.A), o no (Figura
5.5.B), la produccién de sAc; independientemente de los isotipos analizados. Asi, se
observé que la presencia de un residuo H (Histidina) en posicion 7, la ausencia de un
residuo G (Glicina) en posicion 9 y la presencia de un residuo R (Arginina) en la
posicion 10, favorecerian la modulacién positiva de la secrecion de sAc. De hecho,
analizando las secuencias de los Unicos dos péptidos 11-mer que disminuyeron la
produccién de sAc (p3 y pll), ninguno presentd un residuo H (Histidina) y R
(Arginina) en la posicion 9 y 10, respectivamente; reafirmando asi que la presencia de

dichos aminoéacidos en las posiciones mencionadas favoreceria la modulacién positiva
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de la secrecion de sAc. Sin embargo, para el residuo G (Glicina) en la posicién 9 el

analisis no seria concluyente, ya que, a diferencia de p11, p3 no lo presenta.
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Figura 5.5. Analisis de frecuencias aminoacidicas. Se clasificaron las secuencias de
los péptidos 11-mer en estudio de acuerdo al efecto generado, agrupandolos segun
modularon (A) o no (B) la produccién de sAc (independientemente de los isotipos
analizados).

A continuacién, en la Figura 5.6. se resumen los resultados obtenidos para la
evaluacion del efecto de los péptidos sintéticos 11-mer sobre la produccion de pAc por
parte de cultivos de PEC estimulados con PSEXx. Para plgM se observo que pl0 fue el
anico péptido que aumentd significativamente su produccion; mientras que p9, p25 y
p27 exhibieron comportamientos similares, pero para la secrecion de plgA. Por el
contrario, ninguno de los 27 péptidos en estudio moduld la produccién de plgG; a la vez
que no se observaron casos de reduccién significativa en la secrecion de pAc
independientemente del isotipo analizado. Asi, se concluyd que los péptidos sintéticos
11-mer serian mejores moduladores de las respuestas de sAc que de las respuestas de
pAc desencadenadas tras estimulo con PSEX; destacandose el péptido p25 (derivado del
receptor SScbD) por ser el Unico que potencio todas las respuestas de sAc (Figura 5.3.)

a la vez que también modul6 positivamente la produccién de plgA (Figura 5.6.).

Por su parte, y en linea con los analisis previos, se compararon, nuevamente sin
éxito, diversas caracteristicas de los péptidos sintéticos 11-mer (propiedades
fisicoquimicas, modelos estructurales, perfiles de homologia, etc.) que pudiesen

explicar las diferencias observadas sobre la modulacion diferencial ejercida por ciertos
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péptidos sobre la produccién de pAc. Ademas, y como ya se ha comentado, debido a los
requerimientos minimos impuestos por el software de analisis, no se pudieron realizar
los andlisis de comparacion de las frecuencias de residuos aminoacidicos para estos

Casos.
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Figura 5.6. Determinacion de anticuerpos polireactivos anti-DNP (IgM, IgA e 1gG).
Las PEC se estimularon con PSEXx (15 ug/mL) en presencia de los péptidos (45 ug/mlL)
y se determin0 el titulo de los respectivos isotipos ensayo de ELISA. Como controles se
utilizaron: (i) PEC solas en medio de cultivo, (ii) PEC estimuladas Unicamente con
PSEx (control de referencia), y (iii) PEC estimuladas con LPS (I ug/mL, control
positivo). Los resultados se muestran normalizados respecto a la condicion de
referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se
representa media (+ SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al
control de referencia.

5.3. Efecto de los péptidos 11-mer sobre la interaccion fisica entre células
RAW264.7. y antigenos parasitarios.

Recientemente, nuestro grupo de trabajo demostro que los antigenos contenidos
en PSEX interactuan fisicamente, de forma especifica y dosis-dependiente, con PEC
murinas; destacandose los macréfagos por su gran capacidad de union [Garcia-Luna,
2022]. Ademas, en dicho trabajo tambien se demostro que rshCD6 es capaz de inhibir,
al menos parcialmente, la interaccion fisica entre componentes de PSEx y macrofagos
peritoneales; sugiriendo asi que al menos algunos de los ligandos parasitarios para
rshCD6 estarian involucrados en dicha interaccion. Por ello, y considerando que gran
parte de los interactores parasitarios de rshCD5 y rshCD6 son compartidos con aquellos
identificados para los péptidos homologos a pbsl derivados de sus secuencias [Miles et
al. 2020b], se evalud el efecto de los 27 péptidos sintéticos 11-mer sobre la interaccion

fisica entre ligandos parasitarios y macrofagos.

En esta instancia, debido al gran nimero de péptidos a ensayar, se considerd
oportuno, tanto logistica como éticamente, utilizar un modelo de linea celular de
macrofagos en lugar de células primarias. Para ello, se utilizd la linea RAW264.7.
correspondiente a macrdéfagos peritoneales murinos provenientes de ratones Balb/c
(cepa de alta susceptibilidad a la EQ secundaria [Mourglia-Ettlin et al., 2016a]). Por lo
tanto, en primer lugar, se evalud la utilidad de las células RAW264.7 para modelar la
interaccion reportada entre antigenos de PSEx y macr6fagos peritoneales primarios.
Para ello, se conjugd PSEx a una sonda fluorescente (isotiocianato de fluoresceina,
FITC) y se realizaron ensayos de unién mediante citometria de flujo para evaluar la
especificidad y dosis-dependencia de la interaccion entre las células RAW264.7. y la
sonda PSEXx-FITC. La dosis-dependencia de la interaccion se ensayé mediante la

incubacion de las células con diferentes masas de PSEx-FITC (0,1 pg, 1,0 ug y 10,0
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ng), mientras que la especificidad se evalu6 comparativamente contra un ensayo de
interaccion con la sonda BSA-FITC utilizada como control inespecifico de unién. En la
Figura 5.7. se muestran los resultados obtenidos, confirmandose que las células
RAW264.7. son Utiles para modelar la interaccion previamente reportada entre PSEX-
FITC y macréfagos peritoneales murinos.
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Figura 5.7. Ensayo de especificidad y dosis-dependencia de la interaccion fisica
entre PSEx-FITC y células RAW264.7. Las células se incubaron con PSEx-FITC y se
determind la media geométrica de la intensidad de fluorescencia en el canal FL-1.
Como control de especificidad del ensayo se utilizaron céelulas incubadas con BSA-
FITC. Para todos los casos se representa media (x SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con
correccion de Tukey) respecto al control FMO (lineas punteadas).

Luego, para evaluar el efecto de los péptidos sintéticos 11-mer sobre la
interaccion fisica entre células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC, se seleccion6 una
masa de este Ultimo que permitiese trabajar con un amplio rango dindmico de sefial sin
alcanzar saturacion. Asimismo, y debido a las dificultadas experimentadas con el
abastecimiento de material parasitario para poder obtener PSEX, se selecciond una masa
que permitiese minimizar los requerimientos de antigeno. Asi, se trabajé con 2 pg de
PSEX-FITC, los cuales se pre-incubaron en presencia de masas crecientes de los
péptidos sintéticos 11-mer (5 pg, 20 ug y 50 pg) para luego incubarlos con las células.
Como condicion de referencia de la interaccion se incubaron células RAW264.7 en
presencia Unicamente de PSEx-FITC. Las incubaciones se realizaron a 4°C para inhibir
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metabolicamente posibles fendmenos de endocitosis/fagocitosis. Finalmente, las células
se adquirieron utilizando un citémetro de flujo FACSCalibur® y se determin6 el valor de
la media geométrica (GeoMean) de la intensidad de fluorescencia detectada en el canal
FL-1, correspondiente a la fluorescencia de FITC.

Los resultados obtenidos sobre el efecto de los péptidos sintéticos 11-mer en la
interaccion fisica entre células RAW264.7 y PSEX-FITC se muestran en la Figura 5.8. y
Figura 5.9., normalizados respecto de la condicién de referencia (células incubadas
Unicamente con PSEx-FITC), y agrupados segun el RS de origen. Cabe destacar que los
valores de intensidad de fluorescencia obtenidos para la condicion de referencia
(promedio+SEM) en los distintos ensayos oscilaron entre 3,38+0,08 y 7,5+0,2. Como se
observa, 8 de los 27 péptidos en estudio, derivados de 6 RS diferentes, potenciaron
significativamente la interaccion entre células RAW264.7. y la sonda PSEx-FITC; al
menos en una de las masas de péptido ensayadas (Figura 5.8.). Asi, los incrementos
observados variaron desde 1,3 hasta 17,7 veces respecto de la condicion de referencia;
siendo maximos para p20 (pbsl) y p21, ambos derivados del receptor SALSA. Por otro
lado, Unicamente el péptido p24 (derivado del receptor SCARADL) redujo
significativamente la interaccion fisica entre células RAW264.7 y la sonda PSEX-FITC
(Figura 5.9.). Por su parte, 18 de los 27 péptidos no mostraron efecto alguno en el
rango de masas ensayadas; destacandose todos los péptidos derivados de los receptores
CD5L y SSc5D (Figura 5.9.).

Estos hallazgos resultaron, a priori, inesperados ya que, en base a los
antecedentes previos de nuestro grupo obtenidos con rshCD6 [Garcia-Luna, 2022], se
esperaba que, al menos los péptidos derivados de su secuencia, ejercieran un efecto de
blogueo sobre la interaccion de células RAW264.7 con la sonda PSEx-FITC. Sin
embargo, y, por el contrario, la mayoria de los péptidos o bien no afectaron dicha
interaccidn, o bien la potenciaron (incluso los péptidos p18 y p19 derivados del receptor
CD6); hallando solamente un péptido sintético 11-mer (p24) capaz de disminuirla de

forma significativa (Figura 5.9.).
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Figura 5.8. Ensayo de interaccion fisica entre PSEx-FITC y células RAW264.7. Las
células se incubaron con PSEx-FITC (2 ug) pre-incubado con masas crecientes de los
péptidos sintéticos (5 ug, 20 ug y 50 ug) y se determind la media geométrica de la
intensidad de fluorescencia en el canal FL-1. Los resultados se muestran normalizados
respecto al control de referencia (células incubadas Unicamente con PSEXx) para
aquellos RS con péptidos que potenciaron la interaccion. Para todos los casos se
representa media (x SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al
control de referencia, cuyos valores se representan como bandas color verde.
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Figura 5.9. Ensayo de interaccion fisica entre PSEx-FITC y células RAW264.7. Las
células se incubaron con PSEx-FITC (2 ug) pre-incubado con masas crecientes de los
péptidos sintéticos (5 ug, 20 ug y 50 ug) y se determind la media geométrica de la
intensidad de fluorescencia en el canal FL-1. Los resultados se muestran normalizados
respecto al control de referencia (células incubadas Unicamente con PSEx) para
aquellos RS con péptidos que reprimieron, o no modificaron, la interaccion. Para todos
los casos se representa media (x SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey)
respecto al control de referencia, cuyos valores se representan como bandas color
verde.

La potenciacion observada, e inesperada a priori, de la interaccion fisica entre
células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC en presencia de ciertos péptidos sintéticos 11-
mer podria deberse a varios motivos. Por un lado, se podrian haber generado estructuras
de tipo “puente” entre las células y componentes presentes en la sonda PSEx-FITC. Por
otro lado, también se podrian haber formado nuevas estructuras (cuaternarias)
tridimensionales que pudiesen interactuar con receptores adicionales presentes en la
superficie de las células RAW264.7. Ademas, no se deberia descartar la posibilidad de
que hubiesen ocurrido fendmenos de aglutinacion entre componentes solubles presentes
en la sonda PSEx-FITC y péptidos sintéticos 11-mer, los cuales podrian haber

propiciado nuevas interacciones mediante la formacion de estructuras
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“supramoleculares”. Asi, el universo de posibilidades seria realmente amplio, por lo

que, a futuro, seria de interés profundizar en las causas de estos hallazgos.

La Figura 5.10. se construy6 para facilitar la integracién visual de los resultados
obtenidos en relacion al efecto de los péptidos sintéticos 11-mer sobre la interaccién
fisica entre células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC. En dicha figura, se resumen los
valores hallados para la incubacién en presencia de 50 pg de cada péptido,
normalizados respecto de su condicion de referencia correspondiente. Como se comentd
anteriormente, la mayoria de los péptidos no ejercieron efecto alguno sobre la
interaccion fisica entre células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC, mientras que p24 fue
el Unico en reducirla significativamente, y p20 (pbsl) y p21 indujeron los mayores
incrementos observados (Figura 5.10.). En la bisqueda de un patron que pudiese
explicar las diferencias en efectos inducidos, se compararon diversas caracteristicas de
los péptidos capaces de potenciar la interaccion, resultando destacable el hecho que, de
los 8 péptidos potenciadores de la misma, 3 de ellos (p20, p21 y p22) presentaron altos
niveles de homologia entre si. Dichos péptidos derivaron del receptor SALSA y
presentaron solo un aminoacido de diferencia entre sus secuencias (Tabla 3.3.);
sugiriéndose asi que la potenciacion de la interaccion fisica entre células RAW264.7 y
la sonda PSEx-FITC seria un fendémeno, al menos parcialmente, dependiente de la

secuencia aminoacidica presente en los péptidos sintéticos 11-mer.
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Figura 5.10. Ensayo de interaccion fisica entre PSEx-FITC y células RAW264.7.
Representacion gréafica de los resultados obtenidos en los distintos ensayos realizados
para la condicion 50 ug. Los resultados se muestran normalizados respecto al control
de referencia (células estimuladas Unicamente con PSEX), segun el ensayo de origen
correspondiente. Para todos los casos se representa media (£ SEM). (*) p<0,05
(ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al control de referencia, cuyos valores se
representan como bandas color verde.

Por altimo, se compararon las frecuencias de residuos aminoacidicos presentes,
por un lado, en las secuencias de los péptidos sintéticos 11-mer que no ejercieron efecto
alguno sobre la interaccion fisica entre células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC, y, por
otro lado, en las secuencias de aquellos péptidos que potenciaron dicha interaccion. En
este sentido, en la Figura 5.11. se observa que la presencia de un residuo L (Leucina) y
de un residuo H (Histidina) en las posiciones 3 y 7, respectivamente, seria perjudicial
para potenciar la interaccion fisica entre células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC;
reforzando la sugerencia previa relacionada con la influencia de la secuencia

aminoacidica sobre el fendmeno de potenciacion de la interaccion.

Figura 5.11. Analisis de frecuencias aminoacidicas. Se clasificaron las secuencias de
los péptidos 11-mer en estudio de acuerdo al efecto generado, agrupandolos segun
potenciaron (A) o no (B) la interaccion entre células RAW264.7 y PSEX-FITC.

5.4. Efecto de los péptidos 11-mer sobre la secrecion de citoquinas por parte de

células RAW?264.7. estimuladas con antigenos parasitarios.

Luego de analizar el efecto ejercido por los péptidos sintéticos 11-mer sobre la
interaccidn fisica entre células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC, y considerando que

varios de ellos potenciaron dicha interaccién, se evaluaron posibles efectos funcionales
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(secrecion de citoquinas y produccion de o0xido nitrico) ejercidos por lo péptidos sobre
cultivos de células RAW264.7. estimulados con PSEx. En primer lugar, se evaluo el
efecto de los péptidos sintéticos 11-mer sobre la produccion de IL-6, IL-10 y TNF-a.
Dichas citoquinas se seleccionaron en base a reportes previos de nuestro grupo donde se
demostrd que la presencia de rshCD5 y/o rshCD6 modul6 su produccion en cultivos de
PEC estimuladas con PSEx [Mourglia-Ettlin et al., 2018]. Las citoquinas se
cuantificaron en los sobrenadantes de cultivo de células RAW264.7 tras estimulo con
PSEXx en presencia, o ausencia (control de referencia), de péptidos sintéticos 11-mer. La
cuantificacion se realizd6 mediante ELISA de captura utilizando kits comerciales
especificos para cada citoquina, y su concentracion se determind a partir de la
generacion de curvas de calibracion siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. Para ello, se incubaron células RAW264.7 en presencia de 15 pg/mL de
PSEx y 45 pg/mL de cada uno de los péptidos en estudio. Dichas concentraciones se
seleccionaron a partir del ensayo realizado con PEC, y como controles se ensayaron las
siguientes condiciones: (i) control basal (células RAW264.7 solas en medio de cultivo),
(i) control de referencia (células RAW264.7 estimuladas unicamente con 15 pug/mL de
PSEX), y (iii) control positivo (células RAW264.7 estimuladas Unicamente con 1 pg/mL
de LPS).

En la Figura 5.12. se muestran los resultados obtenidos; destacandose que en el
control de referencia no se detectd ninguna de las tres citoquinas analizadas. Sin
embargo, se observo que 6, 13 y 24 de los 27 péptidos sintéticos 11-mer, indujeron la
secrecion de IL-6, IL-10 y TNF-a, respectivamente. En lineas generales, se observaron
valores bajos de concentracion para IL-6 (nunca superiores a 30 pg/mL), y altos para
IL-10 y TNF-a (ambos con maximos cercanos a 400 pg/mL). En particular, mientras
que p4 indujo los mayores niveles de IL-6, p6 y p13 fueron los mejores inductores de
IL-10, a la vez que p4, p22, p25y p26 potenciaron en mayor magnitud la produccion de
TNF-a (Figura 5.12.). Asi, se destaca que mientras p4 potencid en mayor medida la
secrecion de ambas citoquinas proinflamatorias (IL-6 y TNF-a), p27 fue el Unico
péptido que indujo exclusivamente la produccion de IL-10 (citoquina antiinflamatoria).
Por su parte, p8 y p24 fueron los unicos péptidos que no estimularon la produccion de
ninguna de las tres citoquinas analizadas. En este sentido, resulta importante recordar
que p24 fue el Gnico péptido que indujo un efecto bloqueante de la interaccion fisica
entre células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC (Figura 5.9.), sugiriéndose asi un
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posible vinculo entre ambos hallazgos. En sentido contrario, aunque los péptidos p20 y
p21 se destacaron por inducir los mayores incrementos en la interaccion fisica entre
células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC (Figura 5.8.), ninguno de ellos indujo la
produccion de IL-6, a la vez que mostraron niveles intermedios en la potenciacion de la
secrecion de IL-10 y TNF-a (Figura 5.12.). Por lo tanto, estos resultados sugeririan la
ausencia de un nexo inequivoco entre la modulacién positiva de la interaccion fisica de
células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC, inducida por los péptidos sintéticos 11-mer,
y los efectos potenciadores de estos Gltimos sobre la secrecidn de citoquinas derivada de
dicha interaccion. Finalmente, se propone volver a realizar este ensayo proximamente,
luego de una correcta optimizacion de las condiciones de cultivo para el trabajo con las
células RAW264.7 como modelo; ya que el haber asumido las mismas condiciones que
para PEC podria haber afectado la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Luego, y pese a las limitaciones mencionadas, se compararon, nuevamente sin
éxito, diversas caracteristicas de los péptidos (propiedades fisicoquimicas, modelos
estructurales, perfiles de homologia, etc.) en bdsqueda de un patron que pudiese
explicar las diferencias observadas sobre la produccion de citoquinas en células
RAW264.7 estimuladas con PSEx. En este sentido, solo se pudieron extraer algunas
conclusiones luego de comparar las frecuencias de residuos aminoacidicos presentes en
las secuencias de los péptidos sintéticos 11-mer agrupados segun ejercieron, o no, algin
efecto sobre la produccion de citoquinas. Nuevamente, cabe aclarar que el minimo de
secuencias requerido por el software para realizar dichas comparaciones es de cuatro
secuencias por grupo; por lo que solo fue posible realizar el analisis para IL-6 e IL-10.
Asi, en la Figura 5.13. se observa que la presencia de un residuo L (Leucina) y de un
residuo V (Valina) en las posiciones 3 y 5, respectivamente, perjudica la modulacién
positiva de la secrecidn de IL-6. De hecho, entre los péptidos sintéticos 11-mer capaces
de favorecer su produccion se observo cierto patron comin en sus secuencias del tipo
GRVEXxxxxGxW; pudiendo ser X, en principio, cualquier residuo aminoacidico. Por su
parte, en la Figura 5.14. se muestra el estudio andlogo realizado para la produccion de

IL-10; no observandose en este caso un patron claro de asociacion.
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Figura 5.12. Determinacion de citoquinas IL-6, IL-10 y TNF-a. Las células
RAW264.7 se estimularon con PSEx (15 ug/mL) en presencia de los péptidos (45
ug/mL) y se determin0 la concentracion de las respectivas citoquinas mediante ensayo
de ELISA. Como controles se utilizaron: (i) células solas en medio de cultivo, (ii)
células estimuladas Unicamente con PSEx (control de referencia), y (iii) células

estimuladas con LPS (1 ug/mL, control positivo). Para todos los casos se representa
media (x SEM).
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Figura 5.13. Anélisis de frecuencias aminoacidicas. Se clasificaron las secuencias de
los péptidos 11-mer en estudio de acuerdo al efecto generado, agrupandolos segun
modularon (A) o no (B) la produccion de IL-6.
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Figura 5.14. Andlisis de frecuencias aminoacidicas. Se clasificaron las secuencias de
los péptidos 11-mer en estudio de acuerdo al efecto generado, agrupandolos segun
modularon (A) o no (B) la produccion de 1L-10.

5.5. Efecto de los péptidos 11-mer sobre la produccién de 6xido nitrico por parte de

células RAW?264.7 estimuladas con antigenos parasitarios.

Los macrofagos son uno de los principales tipos celulares capaces de producir
oxido nitrico (NO) en respuesta a estimulos con ciertos antigenos; y, en particular, la
produccién de NO por PEC estaria relacionada con la muerte de PSC de E. granulosus

s.l,, al menos in vitro [Dematteis et al., 2003; Mourglia-Ettlin et al., 2016b]. Este

B.C. Maria Clara Gonzalez Porcile

98



“Disefio y evaluacion de péptidos sintéticos derivados de receptores scavenger como potenciales agentes antiparasitarios ”

fendmeno jugaria un papel relevante durante las etapas tempranas de establecimiento de
la EQ secundaria experimental. Por ello, se evalu6 a continuacion el efecto de los
péptidos sintéticos 11-mer sobre la produccion de NO por parte de células RAW264.7
estimuladas con PSEX. La produccion de NO se determind mediante la reaccion de
Griess (cuantificacion de NO2" como evidencia indirecta de la produccion de NO)
aplicada a sobrenadantes de cultivo de células RAW264.7 incubadas con PSEX en
presencia de cada uno de los péptidos sintéticos 11-mer en estudio. Como controles se
utilizaron: (i) células solas en medio de cultivo (control basal), (ii) células estimuladas
Unicamente con LPS (control positivo), y (iii) células estimuladas Unicamente con PSEX
(control de referencia).

Inicialmente se realizO un ensayo de optimizacion para establecer la
concentracion de PSEx y de LPS a utilizar. Para ello, se incubaron 1x10° células
RAW264.7 por pocillo durante 24h en los siguientes formatos: control basal, control
positivo (ensayando el LPS a 0,01, 0,1 y 1,0 ug/mL) y control de referencia (ensayando
el PSEx a 1, 5y 25 pug/mL). En la Figura 5.15. se muestran los resultados obtenidos;
observandose que las células RAW264.7 produjeron niveles significativos de NO en
respuesta a ambos estimulos (LPS y PSEx) de manera dosis-dependiente. Por ello,
finalmente se seleccionaron los valores 1,0 ug/mL de LPS y 2,0 ug/mL de PSEx como
concentraciones de trabajo; en este Gltimo caso aplicando el criterio de lograr un buen
rango dinamico de sefial sin saturacién y minimizando los requerimientos de PSEX. Por
su parte, cabe destacar que, en la presente tesis, se demostrd por primera vez que los
antigenos solubles del tegumento de PSC de E. granulosus (modelados con PSEX)
serian capaces de inducir la produccion de NO; abriendo a futuro una interesante linea
de estudio. Sin embargo, previamente debera confirmarse la ausencia completa de
endotoxinas contaminantes en PSEX; que, aunque poco probable, podrian estar
presentes dado que el proceso para su obtencion no se realiza completamente bajo

esterilidad.
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Figura 5.15. Ensayo de optimizacion de concentracion de PSEx. Las células se
estimularon con distintas concentraciones de PSEx (1, 5 y 25 ug/mL) y distintas
concentraciones de LPS (0,01, 0,1y 1,0 ug/mL) y se evalud la produccion de NO. La
banda horizontal punteada representa la condicion de basal (células solas). Para todos
los casos se representa media (x SEM). (*): Diferencia significativa (ANOVA con
correccion de Tukey; p< 0,05) respecto al control de basal.

Luego de optimizar las concentraciones de PSEx y LPS a utilizar, se realizd una
prueba-de-concepto con intencion de determinar si los péptidos serian potencialmente
capaces de modular la produccion de NO por parte de células RAW264.7 estimuladas.
Para ello, se incubaron células RAW264.7 en presencia de 0,1 ug/mL de LPS y
concentraciones crecientes (1, 10 y 100 pug/mL) de los distintos péptidos sintéticos 11-
mer derivados del receptor CD6 (pl7, p18, p19); ya que para dichos péptidos existe
evidencia de su capacidad para unir y bloquear LPS [Martinez-Florensa et al., 2018].
Como control de referencia se incubaron células RAW264.7 estimuladas solamente con
0,1 pg/mL de LPS, y como condicion basal se incubaron células RAW264.7 solo en
medio de cultivo. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.16. donde se
observa que los péptidos pl7 y pl9 disminuyeron significativamente, a la maxima
concentracion ensayada, la produccion de NO por parte de células RAW264.7

estimuladas con LPS.
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Figura 5.16. Modulacion mediada por péptidos derivados de CD6 sobre la
produccion de NO en respuesta a LPS. Las células se estimularon con LPS (0,1
ug/mL) en presencia de concentraciones crecientes de los respectivos péptidos (1, 10y
100 ug/mL) y se evaluo la produccion de NO. La banda de color verde corresponde a la
concentracion de NO en el control de referencia (LPS solo). Para todos los casos se
representa media (x SEM). (*): Diferencia significativa (ANOVA con correccion de
Tukey; p< 0,05) respecto al control de referencia.

Luego de confirmar que los péptidos sintéticos 11-mer son potencialmente
capaces de modular la produccion de NO por parte de células RAW264.7 estimuladas
con LPS, se procedié a analizar el comportamiento de los 27 péptidos sintéticos
respecto al estimulo celular con PSEX. Asi, se evaluo el efecto de los péptidos sintéticos
11-mer sobre la produccién de NO inducida por PSEx en células RAW264.7 realizando
ensayos analogos en presencia de cada uno de los 27 péptidos en estudio (20 ug/mL de
péptidos). Como controles se ensayaron las siguientes condiciones: (i) control basal
(células RAW264.7 solo en medio de cultivo), (ii) control de referencia (células
RAW264.7 estimuladas unicamente con 2 ug/mL de PSEX), y (iii) control positivo
(células RAW264.7 estimuladas unicamente con 1 pg/mL de LPS). Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 5.17. normalizados con respecto al control de
referencia. En estos casos, los valores de concentracion de NO;™ (promedio£SEM) para
la condicion de referencia y para el control positivo correspondieron, aproximadamente,
a 13519 uM y 163+19 uM, respectivamente; sin deteccion significativa para la

condicion basal.
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Figura 5.17. Produccién de 6xido nitrico. Las celulas se estimularon PSEx en
presencia de los péptidos en estudio y se evalud la produccion de NO. Como controles
se utilizaron: (i) células solas en medio de cultivo (control basal), (ii) células
estimuladas unicamente con PSEx (2 wg/mL, control de referencia), y (iii) células
estimuladas Unicamente con LPS (1 ug/mL, control positivo). Los resultados se
muestran normalizados respecto al control de referencia (cuyos valores se muestran
como banda color verde). Para todos los casos se representa media (£ SEM). (*)
p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al control de referencia.

En la Figura 5.17. se observa que ninguno de los 27 péptidos sintéticos 11-mer
ensayados potencio la produccion de NO por parte de las células RAW264.7
estimuladas con PSEX. A su vez, solo 2 péptidos (p9 derivado de CD163 y p11 derivado
de CD5L) redujeron significativamente la produccion de NO inducida por PSEX; al
menos a la concentracion de péptidos ensayada (20 ug/mL). En este sentido, resulta
interesante destacar que ninguno de ambos péptidos mostré efecto alguno sobre la
interaccion fisica entre células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC (Figura 5.8. y Figura
5.9.). Este hallazgo podria deberse a que p9 y pll actuaran como bloqueadores
(parciales) de los compuestos parasitarios involucrados en la induccion de NO en
células RAW?264.7 sin interferir con aquellos que intervienen en la union con la
superficie de dichas células. Por otro lado, cabe recordar que, si bien p9 presenté una
ACso de 72 pg/mL, mostré valores significativos de citotoxicidad a concentraciones
>12,5 ng/mL (Figura 3.8.). Por lo tanto, y dado que en el presente ensayo los péptidos
se utilizaron a una concentracion fija de 20 pug/mL, no podrian descartarse posibles
efectos negativos sobre la viabilidad celular, ejercidos por p9, como causa probable de
la reduccion observada en la produccion de NO. Sin embargo, en caso de ser correcta

esta hipdtesis, la misma no aplicaria a todas las funciones de las células RAW264.7, ya
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que, en presencia de 45 pg/mL de p9 dichas células produjeron niveles apreciables de
TNF-a en respuesta al estimulo con PSEx (Figura 5.12.). Finalmente, y dado que solo 2
péptidos modificaron la secrecion de NO por parte de células RAW264.7 estimuladas
con PSEX, no se pudo extraer mayores conclusiones referidas a los patrones de

asociacion entre funcién y secuencia aminoacidica de los péptidos.

Por altimo, y nuevamente con el objetivo de facilitar la integracion visual del
gran volumen de datos recabados en el presente capitulo, se generd la Tabla 5.2. para
resumir los mismos de manera cualitativa, comparativa y simultanea. En ella, los
péptidos sintéticos 11-mer analizados se ordenaron de manera creciente de acuerdo al
namero de parametros que fueron capaces de modificar. Asi, se destacan los extremos
de la tabla, donde, por un lado, el péptido p8 (derivado del receptor CD163) mostro ser
el dnico de los 27 péptidos en estudio que no presentd ninguna funcion
inmunomoduladora, y, por otro lado, los péptidos p25 y p27 (ambos derivados del
receptor SSc5D) que exhibieron el mayor nimero de actividades inmunomoduladoras.
En este sentido, resulta interesante destacar que ninguno de los tres péptidos
mencionados (p8, p25 y p27) fue capaz de modificar significativamente la interaccion
fisica entre las células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC. Por el contrario, aunque p24
fue el Unico péptido que disminuyd significativamente dicha interaccion, el mismo solo
fue capaz de modificar uno de los variados pardmetros inmunolédgicos analizados
(induccion de slgM). Estas observaciones sugeririan que, a priori, los mecanismos
involucrados en las funciones inmunomoduladoras ejercidas por los péptidos sintéticos
11-mer en estudio, no estarian necesariamente implicados en la interaccion fisica entre

células RAW264.7 y antigenos del tegumento parasitario (PSEX).

En suma, mediante la ejecucién del Objetivo Especifico #4 de la presente tesis,
se evaluaron diversas funciones inmunomoduladoras potencialmente ejercidas por los
péptidos sintéticos 11-mer disefiados. Asi, se observé gque los mismos fueron capaces de
exhibir un amplio y variado abanico de actividades; algunas de ellas asociadas a
patrones aminoacidicos presentes en sus secuencias. En este sentido, las funciones
inmunomoduladoras ejercidas por ciertos péptidos, por ejemplo, potenciacién de la
respuesta de citoquinas proinflamatorias y/o induccion de sAc y pAc en respuesta a
antigenos tegumentarios del parasito, podrian ser Gtiles de cara a plantear un posible uso

profilactico/terapéutico de los mismos en el contexto de la EQ secundaria.
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Tabla 5.2. Resumen de resultados de ensayos funcionales para células RAW264.7 y
PEC. (1) Potencian, (J) Reprimen, (=) Sin efecto. Verde: aumentan interaccion entre
células RAW264.7 y PSEx-FITC. Rojo: disminuyen dicha interaccion. Blanco: no
modulan la interaccion entre células RAW264.7 y PSEx-FITC.
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Capitulo 6.

Péptidos sintéticos 35-mer: Disefio, caracterizacion, biocompatibilidad, acciones

antiparasitarias y efectos inmunomoduladores.

Resultados y discusion.

En el presente capitulo se abordan las estrategias y los resultados obtenidos de la
ejecucion del Objetivo especifico #5 de la presente tesis. Asi, se incluye el disefio y la
caracterizacion fisicoquimica y estructural de diversos péptidos sintéticos 35-mer.
Ademas, se abarcan también los analisis de sus perfiles de biocompatibilidad, asi como
la evaluacion de su actividad antiparasitaria y de sus efectos inmunomoduladores frente
a antigenos parasitarios. En este sentido, se describen los distintos sistemas de trabajo y

sus respectivas condiciones; y se analizan los resultados obtenidos.

Objetivo Especifico #5: Disefiar péptidos de tipo tandem a partir de secuencias
homdlogas a pbsl y evaluar in vitro su potencial antiparasitario y sus efectos

inmunomoduladores.
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6.1. Disefio de péptidos 35-mer a partir de peptidos homologos a pbsl.

Luego de disefiar, caracterizar y ensayar in vitro los 27 péptidos sintéticos 11-
mer en estudio, todos ellos homdlogos a la secuencia pbsl y derivados de los dominios
SRCR presentes en nueve RS distintos (MARCO, SR-Al, CD163, CD5L, CD5, CD6,
SALSA, SCARAGS y SSc5D), se disefiaron nuevas estructuras de tipo tdndem lineal
generando peptidos sintéticos 35-mer. Estos tindems se construyeron sobre la base de
aumentar la potencial avidez de la interaccion entre los péptidos sintéticos 11-mer y los
antigenos parasitarios en estudio. Para ello, segun el namero de secuencias 11-mer
homdlogas a pbsl identificadas en cada receptor, estos Ultimos se agruparon en tres
categorias: (i) receptores con una Unica secuencia homdloga, (ii) receptores con tres
secuencias homdlogas distintas, y (iii) receptores con méas de tres secuencias homologas
distintas. Asimismo, se opt6 por utilizar el aminoacido prolina (P) como espaciador
entre las distintas secuencias 11-mer combinadas linealmente, dadas sus caracteristicas
estructurales, las cuales otorgarian rigidez a las posibles conformaciones
tridimensionales que pudieran formarse en los tandems. La prolina es un iminoacido, ya
que su cadena lateral es ciclica y estd compuesta por tres unidades de metileno unidos, a
la vez, al carbono o y al grupo amino; siendo este Ultimo una amina secundaria
denominada grupo imino. Asi, la presencia de P en una secuencia aminoacidica lineal
genera “quiebres estructurales” dada su rigidez, y, en la presente tesis, este hecho se
considerd til para que cada secuencia 11-mer dentro del tindem pudiese mantener una

estructura tridimensional similar a la presente en su forma “libre”.

Los resultados mostrados en la Tabla 6.1. resumen el nimero y origen de los
péptidos disefiados luego de aplicar los criterios mencionados. Asi, al total de 27
péptidos 11-mer presentes en los dominios SRCR de los RS en estudio, se sumaron 12
péptidos sintéticos 35-mer adicionales. Tal y como se observa, para la mayoria de los
receptores se disefid una Unica estructura de tipo tandem lineal, mientras que para el
receptor prototipico SALSA se disefiaron dos tandems diferentes y los péptidos 11-mer

derivados del receptor CD163 dieron lugar a tres péptidos 35-mer distintos.
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Tabla 6.1. Péptidos 35-mer disefiados. Resumen de los péptidos disefiados, indicando
el RS de origen, la secuencia aminoacidica del péptido y el codigo utilizado a lo largo
de la tesis para su identificacion. En negritas se destaca la P (Prolina) que delimita las
secuencias 11-mer.

Nombre Cadigo Secuencia
MARCO-T T1 GRAEVYYSGTWPGRAEVYYSGTWPGRAEVYYSGTW
SR-AI-T T2 GRVEILHSGQWPGRVEILHSGQWPGRVEILHSGQW
CD163-T1 T3 GRVEVKVQEEWPGRIEIKFQGRWPGRLEVRFQGEW
CD163-T2 T4 GTVEVEIQRLLPGRVEVKHGDTWPGRVELKTLGAW
CD163-T3 T5 GRVELKTLGAWPGRVEIYHEGSWPGRVEIWHGGSW
CD5L-T T6 GRVEVEQKGQWPGRVEVKHONQWPGRLEVLHKGVW
CD5-T T7 GQLEVYLKDGWPGVVEFYSGSLGPGTVEVRQGAQW
CD6-T T8 GTVEVRLEASWPGRVEMLEHGEWPGQVEVHFRGVW
SAG-T T9 GRVEILYRGSWPGRVEVLYQGSWPGRVEIYHGGTW
SCARAS-T T10 GRVEVYHDRRWPGRVEVYHDRRWPGRVEVYHDRRW
SSc5D-T T11 GRLEVWHGGRWPGRLEVWHDQRWPGRLEVWHAGRW
PBS-1.3 T12 GRVEVLYRGSWPGRVEVLYRGSWPGRVEVLYRGSW

En la Figura 6.1. se esquematiza cada uno de los tandems disefiados, los cuales
se codificaron inicialmente siguiendo el mismo criterio que el establecido originalmente
para los péptidos 11-mer; es decir, con el nombre de su receptor de origen y el numero
del dominio SRCR que contuvo a cada homdlogo de pbsl. Sin embargo, a los efectos de
simplificar tanto el trabajo con los mismos como la interpretacion de los resultados y su
discusion, se les asigné un codigo de identificacion consecutivo desde T1 a T12;
correspondiendo T12 al péptido 35-mer formado a partir de la secuencia consenso pbsl
repetida consecutivamente tres veces. Por lo tanto, asi seran reportados a lo largo de la
presente tesis, destacando el receptor de origen (y localizacion dentro de este), cuando

se considere pertinente.
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Figura 6.1. Representacion esquematica de la estructura de los tdndems 35-mer
disefiados. Se representan los péptidos 11-mer disefiados, agrupados por receptor. Se
detallan para cada caso las distintas combinaciones y los péptidos 11-mer que los
conforman.

Los resultados resumidos en la Figura 6.2. muestran las secuencias de cada
péptido disefiado; observandose que, de forma analoga a lo que sucede con los péptidos
11-mer, todos los péptidos 35-mer presentaron el aminoacido G (glicina) en posicion 1.
Sin embargo, a diferencia de lo observado para los péptidos 11-mer y debido a los
criterios establecidos para su disefio, todos los tdndems presentaron el aminoacido W
(triptéfano) en posicion 35. Asi, luego de analizar las frecuencias de aparicion para los
distintos residuos aminoacidicos presentes en cada posicion de las secuencias 35-mer, se
observé que 9 de los 35 aminoéacidos (posiciones 1, 4, 12, 13, 16, 24, 25, 28 y 35) se
mantuvieron constantes en los 12 tdndems disefiados. Por un lado, las posiciones 1, 13 y
25 correspondieron a G (glicina), mientras que las posiciones 4, 16 y 28 fueron E (acido
glutdmico), y la posicion 35 resulté ser W (triptéfano) en todos los tandems. Por su
parte, las posiciones 12 y 24 fueron ocupadas por P (prolina), ya que correspondieron a
los aminoacidos (iminoacidos) incluidos como espaciadores de las secuencias 11-mer
constituyentes. En el extremo opuesto, se observd que las posiciones 8, 10 y 32 de las
secuencias 35-mer presentaron los mayores niveles de variabilidad de secuencia entre

los tdndems disefiados (Figura 6.2.).
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Figura 6.2. Andlisis de frecuencias aminoacidicas. Se compararon entre si todas las
secuencias de los péptidos 35-mer en estudio, con interés de identificar patrones
asociados a los distintos residuos aminoacidicos que ocupan las distintas posiciones.
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Por otro lado, y nuevamente en colaboracion con el Dr. Andrés lIriarte
(Laboratorio de Biologia Computacional, DDBT, Instituto de Higiene), se comparo la
homologia entre las distintas secuencias 35-mer y el tandem compuesto por la secuencia
pbsl (T12); tanto en términos de “distancia p” como en términos de identidad y
similitud de secuencia (Tabla 6.2.). Asi, se observd que el rango de valores para
“distancia p” oscilo desde 20% para T9 hasta 60% para T7; ambos resultados
esperables a priori por corresponder a los tandems construidos con los péptidos 11-mer
derivados del receptor SALSA y del receptor CD5, respectivamente. Por su parte, los
valores de identidad con respecto a T12 oscilaron desde 47,2% (T7) hasta 80,0% (T9),
mientras que los de similitud variaron desde 63,6% (T10) hasta 94,3% (T9); en linea
con los resultados de “distancia p” (Tabla 6.2.). En este sentido, resulta interesante
recordar que mientras los péptidos p21y p22 (ambos derivados de SALSA, al igual que
pbsl) exhibieron los mayores valores de homologia respecto a la secuencia pbsl (p20),
los péptidos pl14 y pl15 (ambos derivados de CD5) mostraron los menores valores de
homologia (Tabla 3.2.). Por lo tanto, las combinaciones de dichos péptidos 11-mer
dentro de las estructuras en tandem disefiadas, mantuvieron perfiles de homologia
similares respecto al tandem T12. Finalmente, para los tAndems no se realizé un analisis
de tipo evolutivo andlogo al realizado para los péptidos 11-mer (Figura 3.3.), dado que
el mismo careceria de sentido bioldgico al buscar relaciones entre secuencias de disefio

arbitrario.
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Tabla 6.2. Péptidos 35-mer disefiados vs. T12. Resumen de los péptidos disefiados,
indicando el RS de origen, el cddigo utilizado a lo largo de la tesis para su
identificacion y su comparacion vs. T12 en términos de distancia p, identidad y
similitud.

- Secuencia vs. T12 (%)

Nombre | Codigo 1 ciap | Identidad | Similitud
MARCO-T | T1 34.4 65,7 82,9
SRAIT | T2 34.4 65,7 91.4
CD163-T1 | T3 45,7 54.3 771
CD163-T2 | T4 18,6 51.4 65,7
CD163-T3 | 75 37,1 62,9 82.9
CD5L-T T6 37,1 62,9 88,6
CD5-T T7 60,0 47,2 66,7
CD6-T T8 37,1 62,9 80,0
SAG-T T 20,0 80,0 94,3
SCARAST | T10 42,9 54.5 63.6
SScD-T | Ti 25,7 54.3 71.4
PBS-13 | TI2 0.0 100 100

6.2. Modelado estructural de los péptidos 35-mer disefiados.

A la luz de los resultados obtenidos del modelado estructural de los péptidos
sintéticos 11-mer homologos a pbsl, donde se observo una gran diversidad de posibles
estructuras (Figura 3.4., Figura 3.5. y Figura 3.6.), y considerando ademas que la
combinacion de distintos péptidos 11-mer para conformar los tandems lineales 35-mer
podria generar distintas interacciones que afectaran sus estructuras tridimensionales, se
realizé el modelado estructural de los péptidos sintéticos 35-mer. Para ello, se procedio
de manera analoga a lo realizado para los péptidos 11-mer utilizando el software
PEPfold3 y aplicando los parametros incluidos por defecto; todo ello en colaboracion
con el Dr. Sebastian Miles (DDBT, Instituto de Higiene).

A continuacidn, se muestran los modelos tridimensionales obtenidos, agrupados
segln presentasen estructuras de hoja B (Figura 6.3.), estructuras de hélice a o
estructuras desordenadas denominadas random coil (Figura 6.4.); destacandose en
todos los casos la presencia de quiebres estructurales inducidos por la presencia de
residuos P (prolina) como espaciadores entre los péptidos 11-mer que conformaron los

tandems.
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Figura 6.3. Péptidos con estructuras hoja-beta. Se representa el modelado estructural
para los péptidos 35-mer que exhiben estructuras compatibles con hojas g, ya sea en el
centro como en alguno de sus extremos.
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Como se observa en la Figura 6.3., 8 de los 12 péptidos 35-mer presentaron
algun tipo de estructura compatible con hojas . Entre ellos, uno las exhibi6 tanto en sus
extremos como en el interior (T3, adquiriendo una conformacion triple antiparalela),
dos las exhibieron en su interior y en su extremo C-terminal (T1 y T12, también
adquiriendo conformaciones antiparalelas), y los cinco tandems restantes presentaron
hojas B en su interior y en su extremo N-terminal (T4, T7, T9, T10 y T11, adquiriendo
conformaciones antiparalelas nuevamente). Ninguno de los tandems con hojas B exhibid
una unica hoja en su estructura. En este sentido, cabe destacar que T1 (derivado del
receptor MARCO) seria el tandem con mayor similitud estructural respecto a T12, si
bien presento valores de homologia de secuencia intermedios respecto al mismo (Tabla
6.3.).

Por otro lado, en la Figura 6.4. se observa que solo dos tandems exhibieron
estructuras de tipo hélices a: uno de ellos en su extremo C-terminal (T6) y otro en el
medio de su secuencia (T8). Finalmente, los tandems T2 y T5 presentaron estructuras
desordenadas del tipo random coil a lo largo de toda su secuencia aminoacidica (Figura
6.4.).
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Figura 6.4. Peéptidos con estructuras alfa-hélice y péptidos con estructuras
desordenadas tipo random coil. Se representa el modelado estructural para los
péptidos 35-mer que exhiben estructuras compatibles con kélices o, ya sea en el centro
como en alguno de sus extremos; asi como también aquellos que presentan estructuras
desordenadas tipo random coil.

6.3. Caracterizacion fisicoquimica de los péptidos 35-mer disefiados.

Las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos 35-mer disefiados se
analizaron en términos de masa molecular (MW) y de punto isoeléctrico (pl) teoricos,
asi como en cuanto a su composicion porcentual de aminoacidos polares cargados (D,
E, K, Ry H), polares neutros (S, C, P, T, N y Q) e hidrofébicos (G, A, V,L, M, F, Yy

W). En la Tabla 6.3. se resumen dichas caracteristicas.

Respecto a la masa molecular teérica (MW) para los péptidos 35-mer disefiados,
se observo gue estas oscilaron en el rango desde 3.810,3 g/mol (T7) hasta 4.576,1 g/mol
(T10), encontrandose la mayoria de los tandems (8/12) entre 4.000-4.300 g/mol (Tabla
6.3.). Al igual que lo observado para los péptidos 11-mer (Tabla 3.3.) este
comportamiento era esperable, considerando que se trata de secuencias de exactamente
el mismo largo, que, ademas, presentan posiciones altamente conservadas. Ademas, y
también de manera esperable, los péptidos 35-mer exhibieron una masa molecular
tedrica aproximadamente tres veces mayor que la observada para las secuencias 11-mer

que los conformaron (Tabla 3.3.).
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Por otro lado, y en relacion al valor tedrico de pl, la mayoria de los tandems
(9/12) se clasificaron como béasicos, mientras que los restantes fueron &cidos. Cabe
mencionar que el valor calculado de pl més bajo fue de 4,1 (T7), siendo, también, dos
de sus péptidos 11-mer constituyentes (pl4 y pl5) los mas acidos en términos de
valores de pl (Tabla 3.3.). Por otro lado, el mayor valor de pl encontrado para los
péptidos 35-mer fue de 11,8 (T11), ocupando dos de sus péptidos 11-mer constituyentes

posiciones en el extremo superior de la Tabla 3.3 para este parametro.

Tabla 6.3. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos. Resumen de las
caracteristicas de los péptidos identificados en términos de masa molecular teorica,
punto isoeléctrico y composicion porcentual de aminoacidos polares cargados, polares
neutros e hidrofdbicos.

MW AA Polares | AAPolares AA
Cadigo (g/mol) pl Cargados Neutros Hidrofébicos

(%) (%) (%)
T1 4.023,4 | 6,6 17,1% 22,9% 60,0%
T2 4.002,6 | 7,8 25,7% 22,9% 51,4%
T3 42829 | 95 37,1% 14,3% 48,6%
T4 3.9276 | 75 31,4% 17,1% 51,4%
T5 4.0035 | 7,7 28,6% 14,3% 57,1%
T6 41478 | 10,5 34,3% 20,0% 45,7%
T7 3.810,3 [ 41 17,1% 22,9% 60,0%
T8 4.060,6 | 4,8 31,4% 14,3% 54,3%
T9 4.0616 | 9,1 22,9% 17,1% 60,0%
T10 4576,1 | 10,4 51,4% 5,7% 42,9%
T11 4.359,0 | 11,8 37,1% 8,6% 54,3%
T12 4.122,7 | 10,4 25,7% 14,3% 60,0%

6.4. Sintesis comercial y solubilizacidn de los péptidos 35-mer.

Los 12 péptidos 35-mer disefiados se sintetizaron de manera comercial y se
obtuvieron en formato liofilizado con alta pureza (> 90%). Una vez recibidos, los
péptidos se solubilizaron, se filtraron por 0,22 um y se almacenaron en esterilidad a -
80°C hasta su uso (las soluciones stock de los tAndems correspondieron a 2,00 mg/mL, a
excepcion de T7 que se almacend a 1,57 mg/mL). En este sentido, y siguiendo el
protocolo de solubilizaciéon previamente optimizado para los péptidos 11-mer, los
tandems se clasificaron segln sus caracteristicas fisicoquimicas (carga neta y caracter

acido-base) para luego ensayar distintos solventes (agua, NHsHCO3z y DMSO). En la
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Tabla 6.4. se resumen los valores de pureza, MW empirica, carga neta calculada a pH 7,
caracter acido-base asignado y solventes utilizados para la solubilizacion de cada uno de

los tdndems sintetizados.

El porcentaje de pureza con el que se sintetizaron los tandems oscilo entre
90,3% (T3) y 98,6% (T11); siendo muy similar al rango de pureza con el cual se
obtuvieron los péptidos 11-mer (Tabla 3.4.). En relacion con la MW determinada
experimentalmente por el fabricante, los valores reportados fueron muy similares a los

valores tedricos esperados (Tabla 6.4.).

Tabla 6.4. Perfil de solubilizacion de los péptidos sintetizados. Resumen de las
caracteristicas de los péptidos sintetizados en términos de carga eléctrica calculada y
solvente(s) usado(s) para su solubilizacion. Los casos en que se reporta mas de un valor
refieren a peptidos sintetizados en mas de una oportunidad.

Péptido Pureza | MW empirica | Carga Carécter Solubilizado
(%) (g/mol) neta en (H20:Y)
T1 94,4 4.028,0 0 neutro DMSO (14,7% v/v)
T2 94,7 4.009,2 1 basico -
T3 90,3 4.290,3 1 basico -
T4 93,3 3.933,6 0 neutro DMSO (13,99% v/v)
T5 95,1 4.130,4 1 basico -
T6 91,9 4.154,5 4 basico -
NH4HCO; (1,2 mM)
T7 92,1 3.814,8 -2 acido +
DMSO (10,1% v/v)
T8 91,3 4.066,8 -1 acido -
T9 93,5 4.066,3 1 basico -
T10 91,4 4.582,2 2 basico -
T11 98,6 4.365,9 4 basico -
T12 91,1 4.123,8 1 basico -

La estrategia de solubilizacion implementada para los péptidos 35-mer fue la
misma que se optimiz6 previamente para los 11-mer y se describe en detalle en la
Seccion 3.4. Muy brevemente, la misma consiste en calcular la carga neta, clasificar los
péptidos segun su caracter acido-base y de acuerdo con esto ensayar distintos solventes.
Finalmente, de los 12 péptidos 35-mer sintetizados, 2 fueron acidos (carga neta -1y -2),
2 fueron neutros, y 8 fueron bésicos (carga neta desde +1 hasta +4). Afortunadamente,
la gran mayoria de los péptidos acidos/basicos se solubilizaron facilmente en agua como

primer solvente (Tabla 6.4.); a excepcion de T7, quien presentd el mismo
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comportamiento que dos de los péptidos 11-mer que lo conformaron (pl4 y pl5);
ambos de caracter &cido (Tabla 3.4.).

6.5. Biocompatibilidad de los péptidos 35-mer con sistemas mamiferos.

De forma anédloga a lo realizado para los péptidos sintéticos 11-mer, y con el
interés de seleccionar péptidos sintéticos potencialmente tiles en aplicaciones
terapéuticas (en particular, como intervencion profilactica y/o terapéutica frente a la EQ
secundaria), se estudié la toxicidad de los tandems 35-mer sobre células mamiferas.
Para ello, se evaluo el perfil de biocompatibilidad de los 12 tdndems sintetizados
determinando su actividad hemolitica y citotoxicidad. En ambos casos, se trabajo con
celulas de origen murino, ya que, en ultima instancia, el potencial profilactico y/o
terapéutico de los péptidos sintéticos seria ensayado en el modelo murino de EQ

secundaria [Gonzalez-Porcile et al., 2024].

6.5.1. Actividad hemolitica de los péptidos 35-mer.

En primer lugar, se evaluo la actividad hemolitica (AH) de los tandems, en
particular su AHso. Para ello, se obtuvo una suspension de eritrocitos murinos frescos vy,
con la misma, se incubaron los tandems a distintas concentraciones (rango: 1,6-100
pug/mL). La lisis de los eritrocitos se evalu6 de forma indirecta determinando la
presencia de hemoglobina en solucién mediante lectura de la absorbancia a 560 nm. La
AH de cada péptido, y a cada concentracion, se calculd siguiendo protocolos de
referencia [Cibulski et al., 2016].

En la Figura 6.5. se muestran los resultados de AH obtenidos, agrupando los 12
péptidos 35-mer segun su receptor de origen. Estos resultados mostraron que, para todos
ellos, la AH fue practicamente nula; al menos en el rango de concentraciones ensayadas.
De esta forma, la AHso determinada para los 12 péptidos 35-mer fue >100 pg/mL. Asi,
concluimos que, al igual que los péptidos sintéticos 11-mer, ninguno de los tandems
disefiados presento toxicidad en términos de AH a valores de concentracion compatibles

con posibles usos in vivo.
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Figura 6.5. Actividad hemolitica de los péptidos sintéticos 35-mer. La AH se
determind incubando una suspensién de eritrocitos murinos frescos en presencia de
concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos (rango: 1,6 ug/mL a 100 ug/mlL).
Se representa la AH para los péptidos en estudio agrupando los resultados segun el
receptor de origen. Las lineas horizontales punteadas y completas representan valores
de AH del 100% y 50%, respectivamente.

6.5.2. Actividad citotoxica de los péeptidos 35-mer.

En segundo lugar, se evalu6 la actividad citotoxica (AC) de los tandems, en
particular su ACso, sobre cultivos de la linea celular RAW264.7. (derivada de
macrofagos murinos de cepa Balb/c). Muy brevemente, se incubaron durante 72h
cultivos de células RAW264.7. en presencia de distintas concentraciones de los péptidos

sintéticos 35-mer (rango: 6,3-100 pg/mL). Finalmente, la viabilidad celular se
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determind mediante el ensayo de reduccion del MTT [Ghasemi et al., 2021],

normalizando los resultados respecto al control negativo (ausencia de péptidos).

En la Figura 6.6. se muestran los resultados obtenidos, agrupando los tandems
segun su receptor de origen. Como se menciond previamente, el ensayo de MTT
permite determinar de forma indirecta la viabilidad celular mediante la evaluacion de su
actividad metabdlica. En este sentido, si bien los resultados obtenidos mostraron
importantes niveles de dispersion experimental, los mismos no evidenciaron valores de
AC significativos para los tandems en estudio; al menos en el rango de concentraciones
evaluadas. Por lo tanto, todos los péptidos sintéticos 35-mer exhibieron valores de ACso
>100 pg/mL. Asi, concluimos que ninguno de los tdindems disefiados presentd niveles
importantes de citotoxicidad a valores de concentracion compatibles con posibles usos
in vivo. Sin embargo, cabe destacar que T7 mostro una reduccion del 40% en la
viabilidad celular a la maxima concentracion ensayada, mientras que, por el contrario, a
la misma concentracion, T10 incremento la viabilidad celular en un 50% (Figura 6.6.).
Este ultimo hallazgo, sera analizado en mayor detalle proximamente ya que,
potencialmente, podria tratarse de un péptido sintéticos con posibles acciones

procicatrizantes.

6.6. Actividad protoscolicida de los péptidos 35-mer.

De forma anéloga a lo realizado para los péptidos sintéticos 11-mer, se analiz6 la
potencial actividad protoscolicida de los péptidos sintéticos 35-mer, mediante cultivos
de PSC de E. granulosus s.l. incubados en presencia de los péptidos en estudio. En
particular, su actividad protoscolicida intrinseca se evalu6 utilizando cultivos
parasitarios axénicos, mientras que, la actividad protoscolicida mediada por células
efectoras se valord en sistemas de co-cultivo de PSC con células RAW264.7. en

presencia de los tandems.
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6.6.1. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos 35-mer: Cultivos axénicos
metabolicamente estresantes.

Para evaluar la actividad protoscolicida intrinseca de los tandems se utilizaron
cultivos parasitarios axénicos. Muy brevemente, se incubaron PSC con alta viabilidad
en “medio” estéril y en presencia de concentraciones crecientes de los tdndems (rango:
0,3125-5,0 uM). Dichos cultivos se realizaron tanto en condiciones metabdlicamente
estresantes como en condiciones metabdlicamente dptimas, utilizando PBS o RPMI,
respectivamente. Los cultivos metabOlicamente estresantes (ausencia de nutrientes,
PBS) se incubaron durante 48h a 37°C en presencia de CO; al 5%, mientras que los
cultivos metabdlicamente estresantes (presencia de nutrientes, RPMI) se incubaron en
las mismas condiciones, pero durante 5 dias [Miles et al., 2023; Garcia-Luna et al.,
2024]. La viabilidad de los parasitos post-incubacion se determind mediante tincion con
eosina siguiendo protocolos habituales [Dematteis et al., 1999].
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Figura 6.6. Actividad citotoxica de los péptidos sintéticos 35-mer. La AC se
determind incubando cultivos de células RAW264.7 en presencia de concentraciones
crecientes de los péptidos sintéticos (rango: 6,3 ug/mL a 100 ug/mL). Se representa la
viabilidad celular en respuesta a los péptidos en estudio, agrupando los resultados
segun el receptor de origen. Las lineas horizontales punteadas y completas se ubican en
los valores correspondientes al 100% y 50% de viabilidad celular respecto del control,
respectivamente.

Tal como y como se expuso previamente para los péptidos sintéticos 11-mer,
fueron diversos los motivos que provocaron una gran variabilidad entre los lotes de
parésitos utilizados, generando asi, diferencias no deseadas en la viabilidad basal post-
incubacion en los diferentes ensayos. Por este motivo, la viabilidad de los PSC post-
incubacion se normaliz6 en cada caso respecto de su control basal correspondiente

(parasitos incubados en PBS o RPMI segun correspondiese, en ausencia de péptidos).

En primer lugar, se evalud la actividad antiparasitaria intrinseca de los péptidos
sintéticos 35-mer en condiciones metabolicamente estresantes para el parasito (medio:
PBS). En estos ensayos, el rango de muerte parasitaria observado en la condicion basal
oscilo en el rango 10-40%; motivo por el cual el incremento maximo alcanzable para
péptidos con excelente actividad protoscolicida (100% de muerte), podria alcanzar
valores normalizados de 2,5-10,0 veces respecto del basal. En la Figura 6.7. se reportan
los RS para los cuales sus tdndems presentaron actividad antiparasitaria intrinseca
significativa, al menos en una de las concentraciones ensayadas. En ese sentido, mas de
la mitad de los péptidos sintéticos 35-mer (7/12) exhibieron actividad antiparasitaria
intrinseca; observandose ademas un efecto dosis-dependiente en la mayoria de los

Casos.
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Figura 6.7. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos 35-mer en
condiciones metabodlicamente estresantes. Se realizaron cultivos axénicos de PSC de
E. granulosus s.l. en presencia de concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos
y se determind el porcentaje de muerte con respecto a la condicion de referencia (sin
péptido). Se representan los resultados para aquellos RS con péptidos que presentaron
actividad protoscolicida, normalizados respecto a la condicion de referencia (cuyos
valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se representa media
(£SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al control de
referencia.

Por otro lado, en la Figura 6.8. se muestran los resultados obtenidos para los RS
cuyos peptidos sintéticos 35-mer no presentaron actividad antiparasitaria intrinseca
significativa bajo condiciones metabdlicamente estresantes en el rango de
concentraciones ensayadas: CD163, CD6 y SSc5D. Estos resultados se encuentran, al
menos parcialmente, en linea con los obtenidos anteriormente para los péptidos
sintéticos 11-mer, donde todos los receptores, a excepcion de CD163 y SSc5D
presentaron al menos un péptido sintético 11-mer con actividad protoscolicida intrinseca
en cultivos axénicos metabdlicamente estresantes (Figura 4.1.). En este punto se
destaca CD®6, ya que, a diferencia de su tdndem (T8), los 3 péptidos sintéticos 11-mer
derivados de su secuencia (pl7, p18 y pl9) si presentaron actividad protoscolicida

intrinseca en cultivos axénicos metabolicamente estresantes (Figura 4.1.), sugiriendo
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esto que posibles cambios estructurales debidos a su disposicion en formato de tandem
lineal podria afectar dicha actividad.
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Figura 6.8. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos 35-mer en
condiciones metabodlicamente estresantes. Se realizaron cultivos axénicos de PSC de
E. granulosus s.1. en presencia de concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos
y se determind el porcentaje de muerte con respecto a la condicion de referencia (sin
péptido). Se representan los resultados para aquellos RS con péptidos que no
presentaron actividad protoscolicida, normalizados respecto a la condicion de
referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se
representa media (xSEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al
control de referencia.

Luego, se comparé la magnitud de la actividad protoscolicida intrinseca exhibida
por los péptidos sintéticos 35-mer en cultivos axénicos metabolicamente estresantes.
Para ello, y para minimizar posibles efectos debidos a la variabilidad entre lotes de
parasitos, se realizd un nuevo ensayo utilizando los 12 péptidos sintéticos 35-mer en
condiciones metabdlicamente estresantes (PBS, 48 horas) a una concentracion Unica (5
uM) frente a un mismo lote de parasitos. En la Figura 6.9. se muestran los resultados
obtenidos, observandose comportamientos similares a los obtenidos previamente
(Figura 6.7. y Figura 6.8.). En ese sentido, podemos observar que 5 de los 12 péptidos
35-mer mantuvieron su capacidad antiparasitaria intrinseca respecto al ensayo previo,
mientras que T9 y T10 la perdieron (Figura 6.9.). Por lo tanto, se pudo confirmar que
la actividad antiparasitaria intrinseca de T1, T2, T6, T7 y T12 seria menos susceptible a
posibles variaciones debidas al lote de parasitos utilizado. Ademas, los tandems T1y T7
se destacaron por inducir incrementos superiores al 50% (1,5 veces) respecto del control
basal; y, dado que en este ensayo este Ultimo valor fue de 15%, ambos tandems (a 5
uM) indujeron aproximadamente un 25% de muerte parasitaria (Figura 6.9.). En este

punto, resulta interesante destacar que el comportamiento observado para T1 (derivado
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del receptor MARCO) y T7 (derivado del receptor CD5) fue similar al observado para
los péptidos sintéticos 11-mer que los constituyeron; ya que pl (derivado de MARCO)
y pl4, p15 y pl6 (derivados de CD5) mostraron incrementos de muerta parasitaria

mayores al 50% respecto del control basal correspondiente (Figura 4.3.).
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Figura 6.9. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos 35-mer a 5
uM en PBS. Se realizd un cultivo axénico de PSC de E. granulosus s.l. en presencia de
los péptidos sintéticos en estudio a concentracion unica (5 uM) y se determing el
porcentaje de muerte con respecto a la condicion de referencia (sin péptido). Se
representan los resultados para cada péeptido, normalizados respecto a la condicion de
referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se
representa media (xSEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al
control de referencia.

6.6.2. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos 35-mer: Cultivos axénicos

metabdlicamente éptimos.

Por otro lado, se evalud la actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos
sintéticos 35-mer en cultivos parasitarios axénicos bajo condiciones metabdlicamente
optimas (RPMI, 5 dias). Nuevamente, estos ensayos no fueron ajenos a la variabilidad
existente entre diferentes lotes de parasitos, ya que, con esta estrategia, el rango de

muerte parasitaria basal oscilé en el rango 1,4% hasta 4,3%; por lo tanto, en dichos
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ensayos el incremento maximo alcanzable para péptidos con excelente actividad
protoscolicida (100% de muerte), podria variar en el rango de 20-70 veces segun las
condiciones particulares del ensayo. Los resultados mostrados en la Figura 6.10.
corresponden a los RS para los cuales al menos uno de sus tindems mostré actividad
antiparasitaria intrinseca en condiciones metab6licamente 6ptimas, mientras que en la
Figura 6.11. se agrupan aquellos RS cuyos tandems carecieron de dicha actividad en las

concentraciones ensayadas.
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Figura 6.10. Actividad protoscolicida intrinseca de los péptidos sintéticos 35-mer
en condiciones metabolicamente dptimas. Se realizaron cultivos axénicos de PSC de
E. granulosus s.l. en presencia de concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos
y se determind el porcentaje de muerte con respecto a la condicion de referencia (sin
péptido). Se representan los resultados para aquellos receptores que al menos uno de
sus péptidos haya presentado actividad protoscolicida, normalizados respecto a la
condicion de referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para
todos los casos se representa media (xSEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de
Tukey) respecto al control de referencia.
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De manera andloga a lo observado con los péptidos sintéticos 11-mer, las
condiciones de este ensayo favorecieron la viabilidad parasitaria; y, por lo tanto, solo 4
de los 12 tdndems exhibieron actividad protoscolicida intrinseca. Estos péptidos (T1,
T2, T7 y T12) derivaron cada uno de un RS distinto (MARCO, SR-Al, CD5 y
SALSA), respectivamente, mostrando actividad protoscolicida significativa solo a la
maxima concentracion ensayada. En este caso, los tandems T1, T7 y T12 mostraron los
mejores resultados de actividad protoscolicida; incrementando la muerte parasitaria
entre 1,5y 2,0 veces respecto de la condicién basal. Por Gltimo, cabe destacar que todos
los tandems que exhibieron actividad antiparasitaria intrinseca lo hicieron tanto en
condiciones metab6licamente estresantes como Gptimas, a excepcion de T6, quien solo

presentd dicha actividad bajo condiciones metab6licamente estresantes (Figura 6.6.).
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Figura 6.11. Actividad antiparasitaria intrinseca de los péptidos sintéticos 35-mer
en condiciones metabolicamente optimas. Se realizaron cultivos axénicos de PSC de
E. granulosus s.1. en presencia de concentraciones crecientes de los péptidos sintéticos
y se determind el porcentaje de muerte con respecto a la condicién de referencia (sin
péptido). Se representan los resultados de los péptidos que no presentaron actividad
protoscolicida, agrupados por receptor, normalizados respecto a la condicion de
referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se
representa media (£SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al
control de referencia.

De los resultados hasta aqui obtenidos, se destacan los correspondientes al
tandem T7 (derivado de CD5), recordando que: (i) la administracion de rshCD5 indujo
niveles significativos de actividad profilactica en el modelo murino de EQ secundaria
[Mourglia-Ettlin et al., 2018], (ii) rshCD5 mostré una fuerte actividad protoscolicida
intrinseca en cultivos axénicos parasitarios tanto metabdlicamente estresantes como
optimos [Garcia-Luna et al., 2024], y (iii) varios de los posibles ligandos parasitarios
identificados para rshCD5 fueron compartidos con los interactomas parasitarios de los
péptidos sintéticos 11-mer derivados de su secuencia [Miles et al., 2020b]. Por lo tanto,
la importante actividad protoscolicida intrinseca observada para T7, tanto bajo
condiciones metabolicamente estresantes como éptimas, sugeriria que dicho tandem,
muy probablemente, retenga la capacidad de interaccion con ligandos parasitarios
relevantes para la normal fisiologia parasitaria; tal y como fue demostrado para rhsCD5
y sus péptidos 11-mer derivados [Miles et al., 2020b]. De esta manera, T7 podria ejercer
funciones de tipo peptidomimético de rshCD5, destacando, asi, como un candidato de

interés para el disefio de intervenciones profilacticas frente a la EQ secundaria.

6.6.3. Actividad protoscolicida de los péptidos 35-mer en presencia de células

efectoras.

En relacion con la actividad protoscolicida de los tindems, se evalud, por ultimo,
su actividad antiparasitaria en sistemas mas complejos, realizando para ello co-cultivos
de PSC de E. granulosus s.l. con células de la linea RAW264.7. en presencia de una
concentracion fija de péptidos. Muy brevemente, se sembraron células RAW264.7.
junto con PSC de alta viabilidad en presencia de cada uno de los péptidos sintéticos 35-
mer (20 pg/mL). Las incubaciones se realizaron durante 72h, utilizando los siguientes

controles: (i) células RAW264.7. solas, (ii) PSC solos, (iii) células RAW264.7.
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incubadas con PSC (condicion de referencia), y (iv) células RAW264.7 junto con PSC
en presencia de 0,1 pg/mL de LPS (control positivo). Luego, se tomaron fotografias de
cada pocillo, y finalmente, los PSC se clasificaron siguiendo criterios morfologicos de
integridad fisica segun protocolos previamente desarrollados por nuestro grupo
[Mourglia-Ettlin et al., 2016b; Arbildi et al. 2024]. Los resultados de muerte parasitaria
obtenidos se normalizaron con respecto a la condicion de referencia (2,6+0,7%),
exhibiendo el control positivo valores de 6,0+0,6% (un incremento aproximado de 2,5

veces).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.12., observandose que
ninguno de los 12 tdndems ensayados mostrd diferencias significativas respecto de la
condicion de referencia. Asi, y de manera analoga a lo observado previamente para los
péptidos sintéticos 11-mer, resulto evidente que, al complejizar el sistema, se perdio la
actividad antiparasitaria intrinseca previamente observada en los cultivos axénicos para
algunos de los péptidos sintéticos. Este hecho cuestionaria, por lo tanto, la utilidad de
los ensayos de co-cultivo realizados, al menos bajo las condiciones experimentales

utilizadas.

| Péptidos 35-mer
péptido = 20ug/mL *

N
1

PSC no viables (%)
(Respecto al basal)

[

T2 T3 T9 T4 T5 T10 T1 T7 T2 T8 T11 T6 LPS

Figura 6.12. Co-cultivo de células RAW?264.7 con PSC de E. granulosus s. I. Se
realizaron co-cultivos de células RAW264.7 con PSC de E. granulosus s.l. ensayados en
presencia de 20 wg/mL de péptidos, y luego se determind el porcentaje de muerte
parasitaria. Como control basal se ensayaron co-cultivos en ausencia de péptidos,
mientras que como control positivo se realizaron co-cultivos en presencia de LPS. Los
resultados se muestran normalizados respecto del control basal (cuyos valores se
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muestran como banda color verde). Para todos los casos se representa media (:SEM).
(*) p<0,05 (ANOVA, con correccién de Tukey) respecto del control basal.

6.7. Efectos inmunomoduladores de los péptidos 35-mer sobre PEC estimuladas

con antigenos parasitarios.

De forma anéloga a lo realizado con los péptidos sintéticos 11-mer, se evalud el
efecto de los tdndems sobre la respuesta de citoquinas y de anticuerpos especificos
(sAc) y polireactivos (pAc), inducidas en cultivos de PEC estimulados con PSEx
(modelo de antigenos solubles presentes en el tegumento de PSC de E. granulosus s.l.
[Miles et al., 2020a]).

6.7.1. Efecto de los péptidos 35-mer sobre la secrecion de citoquinas en PEC

estimuladas con antigenos parasitarios.

En primer lugar, se determin6 la produccion de las citoquinas IL-6, IL-10 y
TNF-a en sobrenadantes de cultivo de PEC estimulados con PSEX; tanto en presencia
como en ausencia de los tandems en estudio. Para ello se siguieron los protocolos
previamente optimizados para el trabajo con los péptidos sintéticos 11-mer, utilizando
como controles las siguientes condiciones: (i) control basal (PEC solas en medio de
cultivo), (ii) control de referencia (PEC estimuladas Unicamente con 15 ug/mL de
PSEX), v (iii) control positivo (PEC estimuladas Unicamente con 1 ug/mL de LPS). Los
resultados obtenidos para el control de referencia fueron (promedio+SEM): 1.212+99
pg/mL para IL-6 y 278+119 pg/mL para IL-10, mientras que para TNF-o no se

detectaron valores apreciables.

En la Figura 6.13. se muestran los resultados obtenidos, normalizados respecto
al control de referencia (salvo para TNF-a, donde se muestran los valores de
concentracién). En cuanto a la produccion de IL-6 se observéd que 6 de los 12 tandems
(T1, T2, T4, T5, T7 y T10) potenciaron significativamente su produccion en cultivos
de PEC estimulados con PSEX; destacandose T5 (derivado de CD163) y T10 (derivado
de SCARA5) por ser los mayores inductores. En este sentido, resulta interesante
destacar que, de los péptidos sintéticos 11-mer que conformaron dichos tandems, solo

p16 potencio la produccion de IL-6 (Figura 5.1.). Por el contrario, 5 de los 6 péptidos
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sintéticos 11-mer que potenciaron la produccion de dicha citoquina en cultivos de PEC
estimulados con PSEXx, perdieron dicho efecto al conformar las estructuras de tipo
tandem. Por ejemplo, mientras que p20, p2l y p23 (péptidos sintéticos 11-mer
derivados del receptor SALSA) potenciaron la produccion de IL-6 (Figura 5.1.), T9y
T12 (tdndems derivados del mismo receptor que contienen los péptidos 11-mer
mencionados), no lo hicieron (Figura 6.13.). Por otra parte, ninguno de los péptidos
sintéticos 35-mer redujo significativamente la produccién de IL-6 inducida en cultivos
de PEC estimulados con PSEx (Figura 6.13.).

Por otro lado, en cuanto a la produccion de IL-10, los resultados reportados en la
Figura 6.13. muestran que 5 de los 12 tandems (T1, T2, T3, T8 y T9) potenciaron
significativamente su produccion en cultivos de PEC estimulados con PSEX; mientras
que ninguno de los tandems la redujo. En este sentido, resulta interesante destacar que
T1y T2 potenciaron tanto la produccion de IL-6 como de IL-10 (Figura 6.13.). Por su
parte, se destaca que ninguno de los péptidos sintéticos 11-mer que dieron origen a los 5
tandems que potenciaron la produccién de IL-10 modularon la produccion de dicha
citoquina en cultivos de PEC estimulados con PSEx (Figura 5.1.); sugiriendo que la
interaccidn entre antigenos parasitarios y péptidos sintéticos 11-mer se alteraria cuando

estos ultimos se encuentran dentro de estructuras de tipo tandem lineal.

Por ultimo, 6 de los 12 tandems (T1, T2, T3, T8, T9 y T10) fueron capaces de
potenciar la produccion de TNF-a en cultivos de PEC estimulados con PSEx (Figura
6.13.). En este sentido, resulta interesante recordar que de los 27 péptidos sintéticos 11-
mer ensayados, solo p25 (derivado del receptor SSc5D) potencio la produccion de TNF-
a (Figura 5.1.), y el mismo no formé parte de ninguno de los 6 tdndems mencionados
(T1, T2, T3, T8, T9 y T10); sugiriéndose entonces que las estructuras de tipo tdndems
lineal presentarian funciones sinérgicas, o distintas, a las exhibidas por los péptidos
sintéticos 11-mer que las conforman. Sin embargo, la ausencia de niveles apreciables de
TNF-a en el control de referencia, restaria fiabilidad a estos resultados dado que, como
ya se mencion0, nuestro grupo reportd previamente la produccion de TNF-a por parte
de PEC estimuladas con PSEx [Mourglia-Ettlin et al., 2018]. Por ello, estos ensayos
deberian repetirse para poder extraer conclusiones mas confiables respecto del efecto
que los péptidos sintéticos tendrian sobre la modulacion de la produccion de TNF-o en
PEC estimuladas con PSEX.
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Figura 6.13. Determinacion de IL-6, IL-10 y TNF-a en sobrenadantes de cultivo de
PEC. Las PEC se estimularon con PSEx (15 ug/mL) en presencia de los péptidos (45
ug/mlL) y se determiné la concentracion de las respectivas citoquinas mediante ensayo
de ELISA. Como controles se utilizaron: (i) PEC solas en medio de cultivo, (ii) PEC
estimuladas unicamente con PSEXx (control de referencia), y (iii) PEC estimuladas con
LPS (1 pg/mL, control positivo). Para IL-6 e IL-10, los resultados se muestran
normalizados respecto al control de referencia (cuyos valores se muestran como banda
color verde). Para TNF-a se representan sus valores de concentracion. Para todos los
casos se representa media (x SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correcciéon de Tukey)
respecto al control de referencia.
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6.7.2. Efecto de los péptidos 35-mer sobre la produccion de anticuerpos por PEC

estimuladas con antigenos parasitarios.

En paralelo al analisis de citoquinas, se evalu¢ el efecto de los tandems sobre los
niveles anticuerpos especificos (sAc) y polireactivos (pAc) producidos por cultivos de
PEC estimulados con PSEx. Para ello se siguieron los mismos protocolos previamente
optimizados para la valoracién de los péptidos sintéticos 11-mer, utilizando como
controles las siguientes condiciones: (i) control basal (PEC solas en medio de cultivo),
(ii) control de referencia (PEC estimuladas Unicamente con 15 pug/mL de PSEX), y (iii)
control positivo (PEC estimuladas (nicamente con 0,1 pg/mL de LPS). La
determinacion de sAc y pAc se realizé6 mediante ELISA sobre placas de microtitulacion
sensibilizadas con antigenos somaticos de PSC de E. granulosus s.l. (fraccion
denominada SPE [Mourglia-Ettlin et al., 2016a]) o BSA-DNP (hapteno modelo para
determinar polireactividad en anticuerpos [Garcia-Luna et al., 2021]), respectivamente.
El titulo de sAc y pAc se definio como el valor de absorbancia de las muestras
ensayadas simultdneamente a una misma dilucion (no saturante) y, finalmente, se
reportaron normalizados respecto del control de referencia correspondiente. En la Tabla

5.1. se reportaron previamente los resultados obtenidos para los controles ensayados.

En la Figura 6.14. se muestran los resultados obtenidos sobre el efecto de los
tandems en la produccion de sAc por parte de PEC estimuladas con PSEx. Para slgM se
observé que 2 de los 12 péptidos ensayados (T8 y T9) potenciaron su produccion,
mientras que otros 2 (T2 y T3) la disminuyeron. Por su parte, para sIgA se observé que
solo T2 modulé su produccion, reduciendola significativamente; mientras que ninguno
la potenci6. Por dltimo, ninguno de los péptidos sintéticos 35-mer moduld

significativamente la produccidn slgG por parte de PEC estimuladas con PSEX.

Por su parte, en la Figura 6.15. se resumen los resultados obtenidos sobre el
efecto de los tandems en la produccién de pAc por parte de PEC estimuladas con PSEX.
En este caso, se observo que los niveles de plgM y plgG fueron ambos modulados por
los mismos 2 tandems y en el mismo sentido: mientras que T1 potencid
significativamente su produccion, T8 la reprimié. En cuanto a plgA, aunque la gran
mayoria de los péptidos sintéticos 35-mer (10 de 12) modularon negativamente su
produccién (T2, T3, T5, T6, T7, T8, T9, T10, T11, T12), ninguno la potenci6. En este
punto, se destaca T8 ya que fue capaz de potenciar la produccién de sigM (Figura
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6.14.) y, simultaneamente, reprimié las respuestas de pAc independientemente del

isotipo analizado (Figura 6.15.). Lamentablemente, debido a los requerimientos

minimos impuestos por el software de analisis para frecuencias aminoacidicas, dicho

estudio no se pudo realizar para los estudios de inmunomodulacién sobre cultivos de
PEC estimulados con PSEX.
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Figura 6.14. Determinacion de anticuerpos especificos anti-SPE (IgM, IgA e 1gG).
Las PEC se estimularon con PSEX (15 ug/mL) en presencia de los péptidos (45 ug/mlL)
y se determin0 el titulo de los respectivos isotipos ensayo de ELISA. Como controles se
utilizaron: (i) PEC solas en medio de cultivo, (ii) PEC estimuladas Unicamente con
PSEx (control de referencia), y (iii) PEC estimuladas con LPS (I ug/mlL, control
positivo). Los resultados se muestran normalizados respecto a la condicion de
referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para todos los casos se
representa media (+ SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de Tukey) respecto al

control de referencia.
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Figura 6.15. Determinacion de anticuerpos polireactivos anti-DNP (IgM, IgA e
IgG). Las PEC se estimularon con PSEXx (15 ug/mL) en presencia de los péptidos (45
ug/mL) y se determind el titulo de los respectivos isotipos ensayo de ELISA. Como
controles se utilizaron: (i) PEC solas en medio de cultivo, (ii) PEC estimuladas
Unicamente con PSEx (control de referencia), y (iii) PEC estimuladas con LPS (1
ug/mL, control positivo). Los resultados se muestran normalizados respecto a la
condicion de referencia (cuyos valores se muestran como banda color verde). Para
todos los casos se representa media (x SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de
Tukey) respecto al control de referencia.

6.8. Efecto de los péptidos 35-mer sobre la interaccion fisica entre células

RAW?264.7. y antigenos parasitarios.

Para evaluar el efecto de los tandems sobre la interaccion de células RAW264.7.
con antigenos parasitarios, se procedié de manera analoga al estudio realizado con los
péptidos sintéticos 11-mer. Muy brevemente, se pre-incubaron 2 pg de la sonda PSEXx-
FITC con distintas masas de cada tandem (5, 20 y 50 pg), y luego se incubaron con
celulas RAW264.7. a 4°C. Como condicion de referencia se incubaron células
RAW264.7. en presencia unicamente de la sonda PSEX-FITC. Luego, las células se
analizaron mediante citometria de flujo, determinando el valor de la media geométrica
(GeoMean) para la intensidad de fluorescencia detectada en el canal FL-1 (FITC). Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.16. y Figura 6.17. normalizados
respecto de la condicion de referencia y agrupados segin el RS de origen de los
tandems. Los valores de intensidad de fluorescencia obtenidos para la condicion de
referencia (promedioxSEM) oscilaron entre 3,38+0,08 y 7,5+0,2 para los distintos

€ensayos.
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Figura 6.16. Ensayo de interaccion fisica entre PSEx-FITC y células RAW?264.7.
Las células se incubaron con PSEx-FITC (2 ug) pre-incubado con masas crecientes de
los péptidos sintéticos (5 ug, 20 ug y 50 ug) y se determind la media geométrica de la
intensidad de fluorescencia en el canal FL-1. Los resultados de aquellos RS cuyos
péptidos potenciaron la interaccion fisica, se muestran normalizados respecto a la
condicion basal (células incubadas unicamente con PSEx-FITC). Para todos los casos
se representa media (= SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccién de Tukey) respecto a

la condicién basal.

Como se observa en la Figura 6.16., 5 de los 12 tdndems en estudio (T3, T9,
T10, T11 y T12) potenciaron significativamente la interaccion entre las células
RAW264.7. y la sonda PSEx-FITC; al menos en una de las masas de tandems
ensayadas. Los incrementos observados variaron desde 1,5 hasta 14,6 veces respecto de
la condicion de referencia; siendo maximo para T12 (derivado del receptor SALSA).
Por otro lado, unicamente el T8 (derivado del receptor CD6) redujo significativamente
la interaccion entre células RAW264.7. y la sonda PSEX-FITC; mientras que la mitad de
los péptidos sintéticos 35-mer (T1, T2, T4, T5, T6 y T7) no mostraron efecto alguno en

el rango de masas ensayadas (Figura 6.17.).
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Figura 6.17. Ensayo de interaccion fisica entre PSEx-FITC y células RAW?264.7.
Las células se incubaron con PSEx-FITC (2 ug) pre-incubado con masas crecientes de
los péptidos sintéticos (5 ug, 20 ug y 50 ug) y se determind la media geométrica de la
intensidad de fluorescencia en el canal FL-1. Los resultados de aquellos RS cuyos
péptidos reprimieron, o no modificaron, la interaccion fisica, se muestran normalizados
respecto a la condicién basal (células incubadas unicamente con PSEx-FITC). Para
todos los casos se representa media (£ SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con correccion de
Tukey) respecto a la condicién basal.

Como se discutié previamente, nuestro grupo de trabajo demostro recientemente
que rshCD6 es capaz de interferir en la interaccion entre macréfagos peritoneales
primarios y la sonda PSEx-FITC [Garcia-Luna, 2022]. En este sentido, resulta
interesante destacar que, mientras los péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD6 o
bien no afectaron la interaccién entre células RAW264.7. y la sonda PSEx-FITC (p17),
0 bien la potenciaron (p18 y p19) (Figura 5.8.), el tandem conformado por dichos
péptidos 11-mer (T8) fue el Unico en reducir de manera significativa dicha interaccion
(Figura 6.17.). Esto sugeriria entonces que los péptidos sintéticos 11-mer derivados de
CD6 no retienen la capacidad de bloqueo observada para rshCD6, pero que la misma se
recupera cuando se combinan linealmente para conformar T8; actuando este tandem

como un posible peptidomimético de rshCD®6, al menos en este aspecto.
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Finalmente, se construyd la Figura 6.18. para facilitar la integracion visual de
los resultados obtenidos sobre el efecto de los tdndems en la interaccion entre células
RAW264.7. y la sonda PSEx-FITC. En dicha figura, se resumen los valores hallados
para la incubacién con 50 ug de cada tAndem, normalizados respecto de la condicion de
referencia correspondiente. Asi, se observd que: (i) la mitad de los tandems no
modularon la interaccidn, (ii) T8 fue el Gnico tAndem en reducirla significativamente, y
(iii) cinco tAndems la potenciaron significativamente (T3, T9, T10, T11y T12). En este
ultimo aspecto, se destaca T12 por inducir el mayor incremento observado, en linea con
lo reportado previamente para p20 (pbsl), el péptido sintético 11-mer que conforma su

secuencia (Figura 5.3.).
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Figura 6.18. Ensayo de interaccion fisica entre PSEx-FITC y células RAW?264.7.
Representacion grafica de los resultados obtenidos en los distintos ensayos realizados
para la condicion 50 ug. Los resultados se muestran normalizados respecto a la
condicion de referencia (células incubadas Unicamente con PSEX) segun corresponda a
su ensayo. Para todos los casos se representa media (x SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con
correccién de Tukey) respecto al control de referencia.
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6.9. Efectos inmunomoduladores de los péptidos 35-mer sobre células RAW264.7.

estimuladas con antigenos parasitarios.

Luego de confirmar que algunos de los péptidos sintéticos 35-mer modulan la
interaccion entre células RAW264.7. y la sonda PSEX-FITC, se evalu6 el efecto de los
tandems sobre la respuesta de citoquinas y sobre la produccion de éxido nitrico (NO)
inducidas en cultivos de células RAW264.7. estimulados con PSEX.

6.9.1. Efecto de los péptidos 35-mer sobre la secrecion de citoquinas en células
RAW?264.7. estimuladas con antigenos parasitarios.

En primer lugar, se evaluo el efecto de los tandems sobre la produccion de IL-6,
IL-10 y TNF-a en cultivos de células RAW264.7. estimuladas con PSEx. Para ello, se
procedio de forma analoga a lo realizado con los péptidos sintéticos 11-mer,
determinando la concentracion de citoquinas en sobrenadantes de cultivos mediante el
uso de kits comerciales para ELISA de captura. Muy brevemente, se incubaron células
RAW264.7. en presencia de 15 pug/mL de PSEX y 45 pg/mL de cada uno de los tandems
en estudio, ensayando como controles las siguientes condiciones: (i) control basal
(células RAW264.7. solas en medio de cultivo), (ii) control de referencia (células
RAW264.7. estimuladas Unicamente con 15 ug/mL de PSEX), y (iii) control positivo
(células RAW264.7. estimuladas Unicamente con 1 ug/mL de LPS).

En la Figura 6.19. se muestran los resultados obtenidos; destacandose, al igual
que en el ensayo analogo con péptidos sintéticos 11-mer, que no se detectd ninguna de
las citoquinas analizadas en el control de referencia. Sin embargo, se observo que 3, 6y
12 de los tandems indujeron la secrecion de IL-6, IL-10 y TNF-a, respectivamente, €n
cultivos de células RAW264.7. estimuladas con PSEx. En lineas generales, se
observaron valores bajos de concentracion para IL-6 (nunca superiores a 70 pg/mL) y
altos para IL-10 y TNF-a (cercanos a 400 y 4.000 pg/mL, respectivamente). En
particular, los tindems T5, T6 y T7 se destacaron por potenciar la produccién de las tres
citoquinas, siendo los Unicos que indujeron la produccion de IL-6 y los mejores
potenciadores de IL-10. Por su parte, y junto a los tandems T4 y T12, indujeron los

mayores niveles de TNF-a. Por lo tanto, los tandems T5, T6 y T7 se destacaron por ser
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los Unicos en potenciar en gran medida la produccion de las tres citoquinas en estudio
(Figura 6.19.).
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Figura 6.19. Determinacién de IL-6, IL-10 y TNF-a en sobrenadantes de cultivos
de células RAW264.7. Las células RAW264.7 se estimularon con PSEx (15 ug/mL) en
presencia de los péptidos (45 ug/mL) y se determino la concentracion de las respectivas
citoquinas mediante ensayo de ELISA. Como controles se utilizaron: (i) células solas en
medio de cultivo, (ii) células estimuladas Unicamente con PSEx (control de referencia),
v (iii) células estimuladas con LPS (1 ug/mlL, control positivo). Para todos los casos se
representa los valores de concentracion (media £ SEM). (*) p<0,05 (ANOVA, con
correccion de Tukey) respecto al control de referencia.

En este contexto, resulta interesante recordar que los tandems T5, T6 y T7 no
modularon la interaccion fisica entre células RAW264.7. y la sonda PSEXx-FITC,
mientras que T12 indujo el mayor incremento en dicha interaccion (Figura 6.16.). Sin
embargo, los tdndems T5, T6 y T7 fueron los mayores moduladores de la respuesta de
citoquinas en células RAW264.7. estimuladas con PSEX, mientras que T12 potencio a
niveles medios la produccion solo de IL-10 y TNF-a (Figura 6.19.). Por lo tanto, estos
resultados sugeririan, nuevamente, la ausencia de un nexo inequivoco entre modulacion
de la interaccion fisica de células RAW264.7. y la sonda PSEx-FITC, inducida por los
péptidos sintéticos 35-mer, y los efectos de estos dltimos sobre la secrecion de
citoquinas derivada de dicha interaccion. Asi, los resultados obtenidos con los tdndems
en este aspecto estarian en linea con los previamente comentados para los péptidos

sintéticos 11-mer (Figura 5.8. y Figura 5.12.).

6.9.2. Efecto de los peptidos 35-mer sobre la produccion de NO en células

RAW264.7. estimuladas con antigenos parasitarios.

De manera analoga a lo realizado con los péptidos sintéticos 11-mer, se evaluo el
efecto de los tandems sobre la produccion de NO por parte de células RAW264.7.
estimuladas con PSEx. La produccion de NO se determind mediante la reaccion de
Griess aplicada a sobrenadantes de cultivo de células RAW264.7. incubadas con PSEx
en presencia de cada uno de los tandems, utilizando los protocolos desarrollados
previamente para el estudio de los péptidos sintéticos 11-mer y ensayando las siguientes
condiciones control: (i) control basal (células RAW264.7. en medio de cultivo), (ii)
control de referencia (células RAW264.7. estimuladas unicamente con 2 pg/mL de
PSEX), y (iii) control positivo (células RAW264.7 estimuladas Unicamente con 1 ug/mL
de LPS). Los valores de concentracién de nitritos (promedio£SEM) en el control de
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referencia y en el control positivo fueron de 135+9 uM y 16319 uM, respectivamente,

mientras que en el control basal no se detectaron valores apreciables.
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Figura 6.20. Produccion de oOxido nitrico. Las células se estimularon PSEx en
presencia de los péptidos en estudio y se evalud la produccion de NO. Como control de
referencia se utilizaron células RAW264.7 en medio de cultivo, como control de
referencia: células RAW264.7 estimuladas con PSEx (2 ug/mL) y como control positivo:
células RAW264.7 estimuladas con LPS (1 upg/mL). Los resultados se muestran
normalizados respecto a la condicion de referencia (cuyos valores se muestran como
banda color verde). Para todos los casos se representa media (x SEM). (*): Diferencia
significativa (ANOVA con correccion de Tukey; p< 0,05) respecto al control de
referencia.

En la Figura 6.20. se muestran los resultados obtenidos normalizados con
respecto al control de referencia, observandose que Unicamente T7 (derivado del
receptor CD5) potencié la produccion de NO en células RAW264.7. estimuladas con
PSEX, mientras que T1 (derivado del receptor MARCQO) reprimi6é dicha produccion.
Los restantes 10 tandems no mostraron modulaciones significativas en la produccion de
NO. En este punto, cabe destacar que ninguno de los 27 péptidos sintéticos 11-mer
ensayados potencié la produccion de NO en células RAW264.7. estimuladas con PSEX,
mientras que solo dos de ellos (p9 y pll, derivados de CD163 y CD5L,
respectivamente) la disminuyeron significativamente (Figura 5.17.), no existiendo por
lo tanto una correlacién entre dichos péptidos sintéticos 11-mer y los tdndems T1y T7.
Por lo tanto, los resultados obtenidos sugeririan que la conformacion de estructuras de

tipo tandem lineal a partir de los respectivos péptidos 11-mer no favoreceria la
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modulacion de la respuesta respecto a la produccién de NO por parte de células
RAW264.7. estimuladas con PSEX.

Finalmente, y con el objetivo de facilitar visualmente la integracion del gran y
diverso volumen de datos recabados en el presente capitulo, se gener6 la Tabla 6.6. para
resumir comparativa y simultaneamente los mismos. En ella, los péptidos sintéticos 35-
mer analizados se ordenaron de manera creciente de acuerdo al nimero de parametros
que fueron capaces de modificar; destacandose los extremos de la tabla. Por un lado,
T11 (derivado del receptor SSc5D) ejerci6 el menor nimero de acciones
inmunomoduladoras. En este sentido, resulta interesante destacar que mientras los
péptidos sintéticos p25 y p27, ambos constituyentes de T11, ejercieron el mayor
namero de actividades inmunomoduladoras en sus respectivos ensayos (Tabla 5.1.), la
mayoria de las mismas se perdieron una vez dentro de la estructura de tipo tandem
lineal T11 (Tabla 6.6.); mostrando la importante variacion existente entre sus formas
“libres” vs. “en tandem lineal”. Por otro lado, en el extremo inferior de la tabla se
destacan T1, T2 y T8 por exhibir el mayor nimero de actividades inmunomoduladoras
(Tabla 6.6.). En este punto, resulta interesante destacar que mientras T1 y T2 no
modificaron la interaccion entre células RAW264.7 y la sonda PSEx-FITC, T8 fue el
unico tandem que bloqued significativamente dicha interaccion (Figura 6.17), mientras
que los péptidos 11-mer que lo conformaron o bien no afectaron dicha interaccion
(p17), o bien la potenciaron (p18 y p19) (Figura 5.8.). Estos hallazgos sugeririan
nuevamente que las interacciones péptido-antigeno involucrados en las funciones
inmunomoduladoras no serian necesariamente las mismas que las implicadas en la

interaccion célula-antigeno.

En suma, mediante la ejecucién del Objetivo Especifico #5 de la presente tesis,
se disefiaron 12 péptidos 35-mer en formato tdndem a partir de las secuencias 11-mer
homoblogas a pbsl previamente halladas en los RS MARCO, SR-Al, CD163, CD5L,
CD5, CD6, SALSA, SCARAS5 y SSc5D. Los tandems disefiados mostraron alta
diversidad de secuencias y de estructuras tridimensionales posibles; asi como
diferencias en sus propiedades fisicoquimicas. Dichos péptidos 35-mer se sintetizaron
comercialmente con alta pureza, se solubilizaron exitosamente y mostraron muy buenos
perfiles de biocompatibilidad con sistemas mamiferos. Por su parte, 7 de los 12 tAindems

exhibieron actividad antiparasitaria intrinseca en cultivos axénicos bajo condiciones
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metabdlicamente estresantes, y 4 de ellos retuvieron dicha actividad bajo condiciones

metabdlicamente 6ptimas. Estos resultados sugirieron que, al menos algunos de los 12

tdndems disefiados, serian de interés para el disefio de intervenciones profilacticas con

acciones protoscolicidas. Finalmente, se observo que, al menos in vitro, los tdndems

disefiados exhibieron un amplio y variado abanico de actividades potencialmente

inmunomoduladoras, algunas de las cuales podrian ser de utilidad a la hora de disefiar

posibles usos profilactico y/o terapéuticos frente a la EQ secundaria.

Tabla 6.6. Resumen de resultados de ensayos funcionales para células RAW264.7 y
PEC. (1) Potencian, ({) Reprimen, (=) Sin efecto. Verde: aumentan interaccion entre
células RAW264.7 y PSEx-FITC. Rojo: disminuyen dicha interaccion. Blanco: no

modulan la interaccion entre células RAW264.7 y PSEx-FITC.
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Capitulo 7.

Efectos profilacticos e inmunomoduladores inducidos sobre el modelo murino de EQ
secundaria por parte de los péptidos sintéticos disefiados.

Resultados y discusion.

En el presente capitulo, se abordan los principales resultados obtenidos en
relacion a la caracterizacion in vivo de los efectos profilacticos e inmunomoduladores
inducidos por los péptidos sintéticos 11-mer y 35-mer sobre el modelo murino de EQ
secundaria (Objetivo especifico #6). En este sentido, se reportan los distintos esquemas
de trabajo y sus respectivas condiciones; y se describen y analizan los resultados
obtenidos. Cabe mencionar que, si bien originalmente se planifico realizar estos ensayos
luego de culminar con la caracterizacion in vitro de la actividad antiparasitaria e
inmunomoduladora de los péptidos sintéticos, dicho orden cronolégico no pudo llevarse
a cabo dadas las caracteristicas propias del modelo experimental de EQ secundaria;
principalmente, el largo tiempo de desarrollo parasitario en el hospedero murino. Asi,
los ensayos in vivo reportados en el presente capitulo se debieron realizar en paralelo

con las actividades descritas en los capitulos precedentes.

A grandes rasgos, para evaluar el potencial profilactico de los péptidos sintéticos
en estudio se utilizo el modelo murino de EQ secundaria [Gonzalez-Porcile et al., 2024],
siguiendo una estrategia similar a la reportada en el estudio de profilaxis realizado con
los ectodominios recombinantes solubles de CD5 y CD6 (rshCD5 y rshCD6) [Mourglia-
Ettlin et al, 2018]. En dicho estudio, se realizaron dos administraciones
intraperitoneales (i.p.) de 25 pg/proteina/raton cada una: una 1 h pre-desafio parasitario
y la otra 1 h post-desafio. Para ello, se trabajé con cuatro grupos de ratones hembras
adultas de la cepa Balb/c (n=6-8/grupo), las cuales se desafiaron mediante inoculacion
i.p. con 200 uL de una suspension conteniendo 2.000 PSC viables de E. granulosus s.s.
(genotipo G1) en PBS estéril: (i) grupo control (desafiados y tratados con PBS estéril),
(ii) grupo control negativo de tratamiento (desafiados y tratados con BSA en PBS
estéril), (iii) grupo experimental de tratamiento CD5 (desafiados y tratados con rshCD5

en PBS estéril) y (iv) grupo experimental de tratamiento CD6 (desafiados y tratados con
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rshCD6 en PBS estéril). Luego de 14 meses post-infeccion (p.i.), se realiz6 la eutanasia
de todos los animales y, tras su necropsia, se analizaron diversos parametros
parasitologicos. Los resultados obtenidos mostraron que rshCD5, y en menor medida
rshCD6, presentaron acciones profilacticas significativas en el modelo murino de EQ
secundaria, ya que su infusion redujo la proporcién de ratones efectivamente infectados,
asi como el nimero de quistes hidaticos desarrollados y la carga parasitaria total por
ratobn [Mourglia-Ettlin et al., 2018].

En los experimentos descritos en el presente capitulo, los animales (en todos los
casos ratones hembras Balb/c adultas) se desafiaron y se trataron de manera similar a lo
reportado previamente [Mourglia-Ettlin et al. 2018], con algunas modificaciones que se
describen en cada experimento, para luego, analizar el resultado de los diversos
tratamientos sobre el desarrollo de la EQ secundaria. Para ello, se realizo la eutanasia de
los ratones mediante exceso de anestesia inhalatoria 7 meses p.i. para luego realizar
inmediatamente su necropsia, exponiendo cuidadosamente la cavidad peritoneal. Los
quistes encontrados se removieron y se identificaron segun el raton de origen para su
posterior analisis. Después del procesamiento de cada ratdn se realizdé una evaluacion
parasitologica del resultado de la infeccién, evaluando diversos parametros: (i) nimero
de individuos infectados por grupo (se considerd individuo infectado todo aquel que
exhibié al menos un quiste hidatidico peritoneal en el punto final de la infeccion), (ii)
masa quistica total por ratdn infectado (se definié como la suma de la masa individual
de cada quiste dentro de un mismo ratén infectado), (iii) carga parasitaria total por raton
infectado (se defini6 como la suma del volumen individual de cada quiste dentro de un

mismo ratdén infectado).

Finalmente, y por motivos logisticos tanto de disponibilidad de ratones como de
parasitos, sumado a las sucesivas dificultadas experimentadas, la evaluacion del
potencial valor profilactico de los péptidos sintéticos se realizo en etapas, las cuales se
describen a continuacion en orden cronoldgico segun el experimento al cual

correspondieron.

Objetivo Especifico #6: Evaluar los efectos profilacticos e inmunomoduladores de los

péptidos disefiados haciendo uso del modelo murino de EQ secundaria.
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7.1. Experimento #1: Valor profilactico de los péptidos 11-mer derivados de CD5 y
CDé.

Las actividades experimentales del presente capitulo se disefiaron inicialmente
de manera que pudiese diferenciarse los efectos profilacticos reportados para los
receptores CD5 y CD6 (rshCD5 y rshCD6) [Mourglia-Ettlin et al. 2018] de los demas
receptores. Por ello, en primer lugar (experimento #1), se trabajé con tres grupos de
ratones (n=10/grupo), los cuales se inocularon por via i.p. con: (i) una solucién de PBS
estéril conteniendo una mezcla de los tres péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD5
(p14, p15y p16; 20 pg/péptido/raton), (ii) una solucion de PBS estéril conteniendo una
mezcla de los tres péptidos 11-mer derivados de CD6 (pl7, pl8 y pl9; 20
ug/péptido/raton), o (iii) una solucién de PBS estéril (grupo control). En todos los casos,
se inocularon 200 uL de solucion utilizando agujas estériles de calibre 27G. Luego de
30 min, todos los individuos de los tres grupos se inocularon i.p. con 200 pL/raton de
una suspension conteniendo 2.000 PSC viables de E. granulosus s.l.; utilizando agujas
estériles de calibre 23G. A los 7 meses p.i., se realizo la eutanasia y necropsia de todos

los individuos y en la Figura 7.1. se resumen los resultados obtenidos.

En cuanto al nimero de individuos infectados, se observé que el total de los
ratones de los tres grupos desarrolld quistes hidaticos en su cavidad peritoneal, sin
diferencias en este parametro entre tratamientos (Figura 7.1.A.). Por otra parte, los
valores de mediana y rango para el analisis de masa total de quistes por raton (en
gramos) fueron de 4,87 (1,87-15,90) para el grupo control, 4,05 (1,09-8,47) para el
grupo tratado con los péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD5 vy 6,43 (2,94-15,77)
para el grupo tratado con los péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD6; nuevamente
sin diferencias significativas entre tratamientos (Figura 7.1.B.). Sin embargo, y pese a
la gran dispersion individual observada, el grupo de ratones tratados con los péptidos
sintéticos 11-mer derivados de CD5 mostrd una tendencia numérica hacia la reduccion
en la masa total de quistes por raton respecto del grupo control (4,87 vs. 4,05,
respectivamente). Por su parte, los valores de mediana y rango para el analisis de carga
parasitaria total de quistes por ratén (en mL) fueron de 4,75 (1,50-14,00) para el grupo
control, 3,50 (1,00-7,50) para el grupo tratado con los péptidos sintéticos 11-mer
derivados de CD5 y 5,50 (2,00-15,50) para el grupo tratado con los péptidos sintéticos

11-mer derivados de CD6, nuevamente sin diferencias significativas entre tratamientos
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(Figura 7.1.C.). Sin embargo, nuevamente se observo que el grupo de ratones tratados
con los péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD5 mostré una tendencia numérica
hacia la reduccion en la carga parasitaria total por raton respecto del grupo control (3,50
Vs 4,75, respectivamente).
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Figura 7.1. Evaluacion del valor profilactico de los péptidos sintéticos 11-mer
derivados de CD5 y CD6. A tres grupos de ratones Balb/c (n=10/grupo) se les inoculo
por via i.p.: (i) una mezcla de péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD5 (p14, p15y
pl6; 20 ug/péptido/raton; grupo CD5), (ii) una mezcla de péptidos 11-mer derivados de
CD6 (p17, p18y pl19; 20 ug/péptido/raton; grupo CD6), o (iii) PBS estéril (grupo PBS).
Luego de 30 min se les inoculd por via i.p. una suspension de 2.000 PSC viables/raton.
El resultado del experimento se analizd 7 meses p.i., evaluando: (A) la proporcion de
ratones infectados, (B) la masa quistica por raton (g), y (C) el volumen de quistes por
raton (mL). En (B) y (C) se muestran los resultados en formato de cajas-y-bigotes. (*)
p<0,05 (test de Fisher para A, test de Mann-Whitney para B y C; siempre respecto del
grupo PBS).

Si bien estos resultados no fueron significativos, se obtuvieron valores de accion
profilactica promisorios para la mezcla de péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD5,
lo cual estaria en linea con el reporte previo de nuestro grupo referido a la accion
profilactica de rshCD5 en el modelo murino de EQ secundaria [Mourglia-Ettlin et al.,
2018]. Asimismo, la accion potencialmente diferencial observada para los péptidos
sintéticos 11-mer derivados de CD5 y de CD6 podria relacionarse con los resultados
obtenidos para el estudio de la actividad antiparasitaria intrinseca, donde se observo que
los péptidos derivados de CD5 (pl4, pl5 y pl6) se destacaron por inducir muerte

parasitaria con incrementos superiores a 1,5 veces respecto del control basal en cultivos
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axénicos metaboOlicamente estresantes (Figura 4.3.). Ademas, estos resultados se
encuentran en linea con resultados reportados recientemente por nuestro grupo donde se
observo que la muerte de parasitos provocada in vitro por rshCD5, a su maxima
concentracion ensayada, aumentaba casi al doble respecto de la condicion basal en
cultivos axénicos metabdlicamente estresantes [Garcia-Luna et al., 2024]. En
consecuencia, se considero acertado profundizar en el estudio del potencial profilactico

in vivo para los péptidos derivados de CD5 (p14, p15y p16).

7.2. Experimento #2: Valor profilactico de los péptidos 11-mer derivados de CD5.

En base a los resultados surgidos del experimento #1, se intenté profundizar en
el potencial profilactico de los péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD5. Para ello,
se realizd un nuevo ensayo (experimento #2) administrando la mezcla de péptidos
sintéticos p14, p15 y p16 en mayor dosis y modificando su esquema de administracion.
Asi, se trabajé con dos grupos de ratones (n=10/grupo), los cuales se inocularon por via
i.p. con: (i) una solucién de PBS estéril conteniendo una mezcla de los tres péptidos
sintéticos 11-mer derivados de CD5 (pl14, p15 y pl16; 75 pg/péptido/raton) o (ii) una
solucion de PBS estéril (grupo control). En todos los casos, se inocularon 200 pL/raton
de solucion utilizando agujas estériles de calibre 27G. Luego de 30 min, todos los
individuos de los dos grupos se inocularon por via i.p. con 200 pL/ratdn de una
suspension conteniendo 2.000 PSC viables de E. granulosus s.l.; utilizando agujas
estériles de calibre 23G. Luego de 24h, se administré por via i.p. una segunda dosis

igual de los distintos tratamientos segun correspondiese (mezcla de péptidos vs. PBS).

Al realizar la eutanasia y la necropsia de los ratones 7 meses p.i., no se
observaron quistes hidaticos en ninguno de los ratones de los grupos ensayados. Por lo
tanto, dicho experimento se considerd6 una infeccion fallida; un fendmeno,
lamentablemente, no poco frecuente al trabajar con el modelo murino de EQ secundaria
[Gonzalez-Porcile et al., 2024]. Aunque las causas de una infeccion fallida pueden ser
multiples, en el presente trabajo se puede destacar: (i) desconocimiento del genotipo
parasitario de los PSC utilizados, y (ii) falta de consistencia entre infectividad

parasitaria y viabilidad de los PSC determinada mediante tincion con eosina.
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7.3. Experimento #3: Valor profilactico de los péptidos 11-mer derivados de
MARCO, SR-Al, CD5L, SALSA, SCARA5 y SSc5D.

Por otra parte, se realizé un ensayo para evaluar el potencial valor profilactico de
otros péptidos sintéticos 11-mer sobre el modelo murino de EQ secundaria
(experimento #3). En este sentido, de acuerdo a la disponibilidad de ratones y de
material parasitario, se pudieron analizar los péptidos sintéticos 11-mer derivados de
MARCO, SR-AIl, CD5L, SALSA, SCARA5 y SScbD; debiendo excluir los péptidos
sintéticos 11-mer derivados de CD163. Asi, se trabajé con cinco grupos de ratones
(n=9/grupo), los cuales se inocularon por via i.p. con una solucion de PBS estéril
conteniendo las siguientes mezclas de péptidos sintéticos 11-mer: (i) los péptidos
sintéticos 11-mer derivados de MARCO, SR-Al y SCARA-5, (pl, p2 y p24,
respectivamente), (ii) los cuatro péptidos sintéticos 11-mer derivados de SALSA (p20,
p21, p22 y p23), (iii) los tres péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD5L (p11, p12y
p13), (iv) los tres péptidos sintéticos 11-mer derivados de SScbD (p25, p26 y p27), y
(v) una solucion de PBS estéril (grupo control). En todos los casos, las mezclas
contenian 75 pg/péptido/raton y se inocularon 200 pL de solucion utilizando agujas
estériles de calibre 27G. Luego de 30 min, todos los individuos se inocularon i.p. con
200 pL/ratén de una suspension conteniendo 2.000 PSC viables de E. granulosus s.., y
24 h despues, se administré por via i.p. una segunda dosis igual de los tratamientos

correspondientes.

Inesperadamente, 24 h después de la segunda dosis de tratamiento los ratones de
todos los grupos comenzaron a mostrar signos de afectacion fisica tales como
manifestaciones de tipo sudoracion (muy probablemente debidas a fiebre) y gran
letargia, para finalmente fallecer aproximadamente 24 h después. Aungue no se pudo
determinar con certeza la causa de muerte de los animales, y luego de realizar un
minucioso analisis del procedimiento realizado, se atribuyé la misma a una posible
contaminacién bacteriana en el lote de parasitos utilizado, lo cual podria explicar el
cuadro compatible con muerte por shock séptico. Esta se considerd la causa mas
probable de muerte dado que incluso los animales del grupo control, los cuales no
recibieron péptidos sintéticos, también mostraron el mismo cuadro clinico. En base a

estos resultados, se revisaron extensivamente los pasos del protocolo para la obtencion
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de material parasitario, realizdndole varias modificaciones tendientes a minimizar los

riesgos de contaminacion bacteriana.

7.4. Experimento #4: Valor profilactico de los péptidos 35-mer derivados de CD5 y
CDeé.

En paralelo a los experimentos previamente descritos en el experimento #3, se
procedié también a evaluar el potencial profilactico de los péptidos sintéticos 35-mer
disefiados. En este sentido, se evaluaron en primer lugar los tandems derivados de los
receptores CD5 (T7) y CD6 (T8), siguiendo un esquema modificado de dosis y régimen
de administracion (experimento #4). Para ello, se trabajé con tres grupos de ratones
(n=9-10/grupo), los cuales se inocularon por via i.p. con una solucién de PBS esteril
conteniendo: (i) el tindem derivado de CD5 (T7), (ii) el tandem derivado de CD6 (T8),
o (iii) solo PBS estéril (grupo control). En ese caso, 30 min antes de inocular los PSC se
administro una primera dosis (75 pg/raton), seguido de una segunda dosis igual a las 24
h post-desafio parasitario. Los volimenes de las dosis y las agujas utilizadas fueron
iguales a los experimentos anteriores, al igual que el procedimiento de desafio
parasitario. Luego, 7 meses p.i. se realizd la eutanasia y necropsia de todos los animales

y se determinaron los parametros parasitologicos previamente descriptos (Figura 7.2.).

En cuanto al nimero de individuos infectados, se observo que en el grupo
control, 9/10 ratones desarrollaron quistes hidaticos en su cavidad peritoneal, mientras
que para el grupo tratado con T7 el nimero disminuyo a 7/10. Por el contrario, para el
grupo tratado con T8, la totalidad de los individuos (9/9) resultaron infectados (Figura
7.2.A.). Por otra parte, y evaluando solo a los individuos efectivamente infectados en
cada grupo, los valores de mediana y rango para el analisis de masa total de quistes por
raton (en gramos) fueron de 1,70 (0,25-6,24) para el grupo control, 1,29 (0,19-3,74)
para el grupo tratado con T7 y 5,59 (0,89-8,95) para el grupo tratado con T8;
nuevamente sin diferencias significativas entre tratamientos (Figura 7.2.B.). Sin
embargo, y pese a la gran dispersion individual observada, el grupo de ratones tratados
con T7 (tindem derivado de CD5) mostrd una tendencia numérica hacia la reduccion en
la masa total de quistes por raton respecto del grupo control (medianas: 1,29 vs. 1,70,
respectivamente). Por su parte, y evaluando solo a los individuos efectivamente

infectados en cada grupo, los valores de mediana y rango para el analisis de carga
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parasitaria total de quistes por raton (en mL) fueron de 2,00 (1,00-6,00) para el grupo
control, 1,50 (1,00-5,00) para el grupo tratado con T7 y 6,50 (2,00-9,50) para el grupo
tratado con T8; nuevamente sin diferencias significativas entre tratamientos (Figura
7.2.C.). Sin embargo, se observé que el grupo de ratones tratados con T7 (tdndem
derivado de CD5) mostré una tendencia numérica hacia la reduccién en la carga
parasitaria total por raton respecto del grupo control (medianas: 1,50 vs. 2,00,

respectivamente).
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Figura 7.2. Evaluacion del valor profilactico de los péptidos sintéticos 35-mer
derivados de CD5 y CD6. A tres grupos de ratones Balb/c (n=9-10/grupo) se les
inoculd por via i.p.: (i) el tandem 35-mer derivado de CD5 (75 ug/péptido/raton; grupo
T7), (ii) el tindem 35-mer derivado de CD6 (75 ug/péptido/raton; grupo T8), o (iii)
PBS estéril (grupo PBS). Luego de 30 min se les inoculd por via i.p. una suspension de
2.000 PSC viables/raton, y 24 h p.i. se les administro una dosis igual de péptidos. El
resultado del experimento se analizd 7 meses p.i., evaluando: (A) la proporcion de
ratones infectados, (B) la masa quistica por raton (g), y (C) el volumen de quistes por
raton (mL). En (B) y (C) se muestran los resultados en formato de cajas-y-bigotes. (*)
p<0,05 (test de Fisher para A, test de Mann-Whitney para B y C; siempre respecto del
grupo PBS).

Si bien estos resultados no fueron significativos, se obtuvieron datos
preliminares de accion profilactica promisorios para T7, lo cual estaria en linea con los
resultados obtenidos al trabajar con la mezcla de péptidos sintéticos 11-mer derivados
de CD5 (p14, p15y p16), y con el reporte previo sobre la accidn profilactica de rshCD5
en el modelo murino de EQ secundaria [Mourglia-Ettlin et al., 2018]. Esto sugeriria que
los ligandos parasitarios para el ectodominio de CD5, y para los péptidos sintéticos

B.C. Maria Clara Gonzalez Porcile

150



“Disefio y evaluacion de péptidos sintéticos derivados de receptores scavenger como potenciales agentes antiparasitarios ”

derivados de su secuencia (ya sean 11-mer o 35-mer), jugarian un papel de gran
relevancia para el establecimiento parasitario; y que, por lo tanto, su bloqueo seria

beneficioso para el hospedero infectado.

7.5. Experimento #5: Valor profilactico de los péptidos 35-mer derivados de
MARCO, SR-Al y CD5L.

En paralelo al experimento #4 descrito para los tndems derivados de CD5 (T7)
y CD6 (T8), se realiz6 un estudio similar con los péptidos sintéticos 35-mer derivados
de los receptores MARCO (T1), SR-AI (T2) y CD5L (T6) (experimento #5). Para ello,
se trabajo con el mismo lote de paréasitos que en el experimento anterior, pero utilizando
cuatro grupos de ratones (n=10/grupo) pertenecientes a una camada mas joven. Estos
grupos se inocularon por via i.p. con una solucion de PBS estéril conteniendo: (i) el
tandem derivado de MARCO (T1), (ii) el tdndem derivado de SR-Al (T2), (iii) el
tandem derivado de CD5L (T6) o (iv) solo PBS estéril (grupo control). En ese caso, 30
min antes de inocular los PSC se administro una primera dosis (75 pg/raton), seguido de
una segunda dosis igual a las 24 h post-desafio parasitario. Los volimenes de las dosis y
las agujas utilizadas fueron iguales a los experimentos anteriores, al igual que el

procedimiento de desafio parasitario.

En este caso, 24 h después de la segunda dosis de tratamiento los ratones de
todos los grupos comenzaron a mostrar, nuevamente, signos de afectacion fisica y
finalmente fallecieron aproximadamente 24 h después. En este experimento, y dado que
tanto el lote de parasitos utilizados como los reactivos comunes fueron los mismos que
en el experimento #4 (tratamiento con T7 y T8), no se pudo determinar con certeza la
causa de muerte de los animales. Resulta relevante comentar que previo a la segunda
dosis de tratamiento, los ratones de todos los grupos se encontraban en perfectas
condiciones fisicas y comportamentales, y que la Unica diferencia entre este
experimento y el realizado en paralelo con el mismo lote de parasitos (experimento #4),
fue la edad de los animales; ya que en este caso particular se utilizaron ratones jovenes
(7-8 semanas de edad) recientemente ingresados al bioterio de trabajo (15 dias antes del
experimento). Por ello, y suponiendo que la edad y el tiempo de aclimatacion no
hubiesen sido los correctos, se decidid a futuro aguardar al menos un mes entre el

ingreso de los animales al bioterio y la ejecucion del protocolo de trabajo; siempre y
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cuando esto fuese compatible con la disponibilidad de parasitos. Ademas, se planificd
disminuir la dosis de tratamiento administrada, ya que, si bien los péptidos sintéticos no
mostraron toxicidad significativa in vitro, dichos valores no serian necesariamente

extrapolables a la situacion in vivo.

7.6. Experimento #6: Valor profilactico de los péptidos 11-mer derivados de
MARCO, SR-AI, CD163, CD5L, SALSA, SCARA5 y SSc5D.

Para sobrellevar la serie de eventos desafortunados experimentados, se procedid
a realizar un nuevo estudio tendiente a evaluar el potencial valor profilactico de los
péptidos sintéticos 11-mer derivados de los receptores SR-Al, MARCO, SALSA,
CD163, CD5L, SCARAS y SSc5D (experimento #6). Para ello, en este caso se trabajo
con dos grupos de ratones (n=10/grupo), a los cuales se les inoculd por via i.p. una
solucion de PBS estéril conteniendo: (i) una mezcla de todos los péptidos sintéticos 11-
mer disefiados a excepcion de los derivados de CD5 y CD6 (10 pg/péptido/raton) y (ii)
solo PBS estéril (grupo control). De manera analoga a lo realizado anteriormente, 30
min antes de inocular los PSC se administr0 una primera dosis de péptidos (10
ug/péptido/raton), seguida de una segunda dosis igual administrada 24 h post-desafio
parasitario. Nuevamente, los volimenes de las dosis y las agujas utilizadas fueron
iguales a los experimentos anteriores, al igual que el procedimiento de desafio

parasitario.

Desafortunadamente, 24 h después de la segunda dosis de tratamiento los
ratones de todos los grupos comenzaron, nuevamente, a mostrar signos de afectacion
fisica, falleciendo aproximadamente 24 h después. En este caso, vale la pena comentar
que el lote de parasitos utilizados se compartidé con el experimento de otro grupo de
trabajo de nuestro laboratorio, el cual los utilizé simplemente para desarrollar el modelo
de EQ secundaria murina, no mostrando inconvenientes con sus ratones; descartando asi
la posibilidad de haber trabajado con un lote de parasitos contaminado. Ademas, en
nuestro caso, nuevamente fallecieron todos los individuos desafiados, independiente de
que recibiesen o0 no tratamiento con los péptidos sintéticos; sugiriendo que estos no
serian tampoco la causa del problema. Asi, y luego de confirmar que: (i) la
manipulacién se realizé siguiendo las condiciones de asepsia y esterilidad que nuestro

grupo de trabajo ha aplicado a lo largo de muchos afios de trabajo, (ii) los animales
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utilizados tenian una edad méas que adecuada para su uso en el modelo de EQ secundaria
(4 meses), y (iii) los ratones estaban completamente adaptados a las condiciones del
bioterio (transcurridos 2 meses desde el ingreso), se decidié que, a futuro, se
administraria una Unica dosis de tratamiento, ya que los signos de afectacion
comenzaron luego de recibir la segunda dosis. Estos problemas igualmente serian

relativos, ya que no siempre ocurrieron en todos los experimentos realizados.

7.7. Experimento #7: Valor profilactico de los péptidos 11-mer y 35-mer derivados
de SR-Al, MARCO, CD163, CD5L, SALSA, SCARA5 y SSc5D.

Por ultimo, y en un nuevo intento de sobrellevar, al menos parcialmente, la serie
de eventos desafortunados experimentados, se procedio a realizar un estudio adicional
tendiente a evaluar el potencial valor profilactico de los péptidos sintéticos 11-mer y 35-
mer derivados de los receptores SR-Al, MARCO, SALSA, CD163, CD5L, SCARAS y
SSc5D (experimento #7). Para ello, en este caso se trabajo con tres grupos de ratones
(n=8/grupo) a los cuales se les inoculé por via i.p. una solucion de PBS esteril
conteniendo: (i) una mezcla de todos los péptidos sintéticos 11-mer disefiados a
excepcion de los derivados de CD5 y CD6 (20 ug/péptido/raton), (i) una mezcla de
todos los péptidos sintéticos 35-mer disefiados a excepcion de los derivados de CD5 y
CD6 (20 ug/péptido/raton) o (iii) solo PBS estéril (grupo control). De manera analoga a
lo realizado anteriormente, 30 min antes de inocular los PSC se administré una unica
dosis de peptido; mientras que los voliumenes de dosis y las agujas utilizadas fueron
iguales a los experimentos anteriores, al igual que el procedimiento de desafio
parasitario. Luego de 7 meses p.i. se realizd la eutanasia y la necropsia de todos los
ratones, no observandose el desarrollo de quistes hidaticos en ninguno de los grupos
ensayados. Por lo tanto, este experimento debié considerarse como una infeccién
fallida; muy probablemente debida a los mismos motivos discutidos previamente en el
experimento #2: (i) desconocimiento del genotipo parasitario utilizado, y (ii) falta de
consistencia entre infectividad parasitaria y viabilidad de los PSC determinada mediante

tincidn con eosina.

En suma, mediante la ejecucién del Objetivo Especifico #6 de la presente tesis,
se llevaron a cabo varias estrategias experimentales tendientes a evaluar el potencial

valor profilactico de los 27 péptidos sintéticos 11-mer y de los 12 péptidos sintéticos 35-
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mer disefiados en este trabajo. En este sentido, en la Tabla 7.1. se resumen los distintos

experimentos in vivo realizados.

Como se comentd previamente, el trabajo realizado en este capitulo presentd
diversas problematicas inesperadas que interfirieron en las posibles conclusiones a
extraer. Asi, a modo de conclusion solo se pudo sugerir que la mezcla de péptidos
sintéticos 11-mer derivados del receptor CD5 (p14, p15 y pl6), asi como también el
tandem derivado de dicho receptor (T7), serian candidatos de interés a reevaluar como
agentes profilacticos frente a la EQ secundaria. De manera interesante, estos resultados
estarian en consonancia con los resultados previamente reportados por nuestro grupo
utilizando rshCD5 como agente profilactico [Mourglia-Ettlin et al., 2018; Garcia-Luna
et al., 2024]. En este sentido, y para poder concluir correctamente sobre su potencial
valor profilactico en el modelo murino de EQ secundaria, se deberian optimizar sus
dosis, el regimen de tratamiento y, quizas también, su via de administracion. Asimismo,
seria de interés realizar estudios de biodistribucion para los péptidos candidatos a fin de

orientar el proceso de optimizacion del posible tratamiento profilactico.

Por otro lado, y dadas las multiples complicaciones ocurridas, no se pudieron
extraer mayores conclusiones sobre los demas péptidos sintéticos disefiados; por lo que,
a futuro, seria de interés volver a realizar su analisis partiendo de una preseleccion de
aquellos péptidos con mejor actividad protoscolicida intrinseca y/o con propiedades
inmunomoduladoras de interés; al menos in vitro. Finalmente, dado que no se
obtuvieron resultados concluyentes sobre el valor profilactico de los péptidos sintéticos
ensayados, sumado a las limitaciones de tiempo y de disponibilidad de animales y de
recursos materiales, no se pudieron realizar los estudios de inmunomodulacién in vivo
originalmente propuestos. Dichos estudios serdn de relevancia para la evaluacion
mecanistica de la actividad profilactica de los péptidos sintéticos que efectivamente la

demuestren.
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Tabla 7.1. Resumen de los experimentos in vivo realizados. Para cada experimento se
detalla edad de los animales, tiempo transcurrido entre ingreso de los animales al
bioterio y el experimento, péptidos ensayados, esquema de administracion y resultado
final. Vale destacar que, a pesar de la diferencia en el resultado final, los PSC
utilizados en #4 y #5 fueron los mismos.

Experimento

Edad
(meses)

Aclimatacién
local

Péptidos
ensayados

1° dosis
(30 min pre-PSC)

2° dosis
(24 h post-PSC)

Resultado
final

#1

4

3 meses

pl4, pl5y pl6
(CD5), p17, p18
y p19 (CD6)

20 ug/péptido

Infeccién exitosa

#2

1 mes

pl4, pl5y pl6
(CD5)

75 ug/péptido

75 ug/péptido

Infeccidn fallida

#3

4 meses

pl (MARCO),
p2 (SR-AI), p11,
pl2ypl3
(CD5L), p20,
p21, p22 y p23
(SALSA), p24

(SCARAS), p25,

p26y p27
(SSc5D)

75 ug/péptido

75 ug/péptido

Ratones muertos
48 h post-PSC

#4

1 mes

T7 (CD5), T8
(CD6)

75 ug/péptido

75 ug/péptido

Infeccién exitosa

#5

15 dias

T1 (MARCO),
T2 (SR-Al), T6
(CD5L)

50 ug/péptido

50 ug/péptido

Ratones muertos
48 h post-PSC

#6

2 meses

pl (MARCO),
p2 (SR-AI), p3,
p4, p5, p6, p7,
p8, p9y pl0
(CD163), p11,
pl2y pl3
(CD5L), p20,
p21, p22 y p23
(SALSA), p24

(SCARAD5), p25,

P26y p27
(SSc5D)

10 pg/péptido

10 pg/péptido

Ratones muertos
48 h post-PSC

#7

3 meses

pl (MARCO),
p2 (SR-AI), p3,
p4, p5, p6, p7,
p8, p9y p10
(CD163), p11,
pl2y pl3
(CD5L), p20,
p21, p22 'y p23
(SALSA), p24

(SCARAS), p25,

p26'y p27
(SSc5D)

T1 (MARCO),

T2 (SR-Al), T3,

T4yT5
(CD163), T6
(CD5L), T9y

T12 (SALSA),

T10 (SCARAS),

T11 (SSc5D)

20 pg/péptido

Infeccion fallida
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Capitulo 8.

DISCUSION GENERAL Y PERSPECTIVAS

El desarrollo de nuevos agentes terapéuticos basados en péptidos sintéticos
presenta un gran nimero de ventajas respecto al uso de otros agentes biolégicos como
las proteinas recombinantes. La identificacion de péptidos pequefios capaces de generar
los mismos efectos bioldgicos que las formas recombinantes de proteinas completas,
abriria una amplia variedad de potenciales intervenciones terapéuticas dadas las ventajas
tecnoldgicas existentes en el campo de la sintesis automatizada no-bioldgica de péptidos
a gran escala, con alta pureza y siguiendo normas GMP. Este abordaje de trabajo ha sido
aplicado en forma exitosa para diversos tipos de proteinas con acciones bioldgicas
variadas [da-Costa et al., 2015].

El principal desafio en el desarrollo de péptidos sintéticos con aplicaciones
terapéuticas radica en la estrategia para seleccionar estructuras candidatas. En el caso de
péptidos con acciones antimicrobianas (ya sean antibacterianos, antivirales, antifiungicos
y/o antiparasitarios), una estrategia poco explorada hasta el momento consistiria en
partir de la secuencia aminoacidica de receptores inmunes capaces de reconocer
estructuras de patdgenos, e identificar, dentro de las mismas, secuencias peptidicas que
retengan la capacidad de reconocimiento, y, por lo tanto, puedan actuar como agentes
potencialmente bloqueantes para dichos patdgenos. En este sentido, la SF-SRCR
presenta varios miembros capaces de reconocer ligandos microbianos [Martinez et al.,
2011], y, por tal motivo, esta superfamilia amerita un estudio profundo y sistematizado
al respecto. El caso prototipico de SF-SRCR es el receptor SALSA, cuyas propiedades
de unién a componentes bacterianos han sido mapeadas dentro de sus dominios SRCR
en una secuencia consenso de 11 aminoacidos denominada pbsl [Bikker et al., 2002];
compuesta por el motivo de 9 aminoacidos VEVLXxxxxW [Bikker et al., 2004]. Estudios
similares de mapeo se han realizado también para otros miembros de la SF-SRCR
capaces de interactuar con patégenos, como, por ejemplo, MARCO [Elomaa et al.,
1998; Brannstrom et al., 2002], CD163 [Fabriek et al., 2009] y CD5 y CD6 [Martinez-
Florensa et al., 2018].
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La capacidad de reconocimiento de patdgenos parasitos mediante RS ha sido
escasamente estudiada hasta el momento [Bachmann et al., 2022; Zhao et al. 2021;
Hamid et al., 2015; Gomes et al., 2009; Rzepecka et al., 2009]. En este sentido, nuestro
grupo de trabajo reportd que, al menos CD5 y CD6, son capaces de unir componentes
tegumentarios de PSC de E. granulosus s.l., y que la administracién exdgena de las
formas recombinantes solubles de ambos ectodominios (rshCD5 y rshCD6) induce
profilaxis en el modelo murino de EQ secundaria [Mourglia-Ettlin et al., 2018].
Ademas, nuestro grupo también reportd que las secuencias homologas a pbsl derivadas
de los dominios SRCR tanto de CD5 como de CD6, son capaces de interactuar con un
perfil de ligandos de E. granulosus s.I. muy similar al de los ectodominios completos de
ambos receptores [Miles et al., 2020b]. Por todo ello, el objetivo general de la presente
tesis consistio en evaluar el potencial antiparasitario e inmunomodulador de péptidos
sintéticos derivados de la secuencia aminoacidica de miembros de la SF-SRCR capaces
de reconocer diversas estructuras microbianas; utilizando a E. granulosus s.l. como

parasito de estudio.

Para ello, en primer lugar, se obtuvieron las secuencias aminoacidicas de los
nueve miembros de la SF-SRCR con capacidad reportada para interactuar con ligandos
microbianos (MARCO, SR-Al, CD163, CD5L, CD5, CD6, SALSA, SCARA5 y
SSc5D), y se identificaron dentro de sus respectivos dominios SRCR, 26 péptidos 11-
mer con secuencias homdlogas a pbsl (Tabla 3.2.). Dichos péptidos se caracterizaron
luego en términos de homologia respecto a pbsl (Tabla 3.2.), de analisis estructural
mediante modelados 3D (Figura 3.4., Figura 3.5. y Figura 3.6.) y de diversas
propiedades fisicoquimicas (Tabla 3.3.). Estos analisis permitieron concluir que, pese a
su pequefio tamafio, los péptidos identificados mostraron una importante diversidad de
secuencias y de posibles estructuras tridimensionales, asi como diferencias en sus
propiedades fisicoquimicas; aun cuando las secuencias presentaran Unicamente un
aminodcido de diferencia. Los 26 peéptidos identificados, mas la secuencia pbsl, se

sintetizaron comercialmente y se solubilizaron exitosamente (Tabla 3.4.).

Adicionalmente, y por fuera de los objetivos inicialmente planteados, se
disefiaron nuevas estructuras de tipo tandem lineal, generando asi péptidos sintéticos
35-mer bajo la premisa de aumentar la avidez de la posible interaccion entre los

péptidos 11-mer y los antigenos parasitarios en estudio. Para ello, y segun el nimero de
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secuencias 11-mer identificadas en cada receptor, los mismos se agruparon en tres
categorias oportunamente detalladas, disefiandose un total 12 péptidos 35-mer (Tabla
6.1. y Figura 6.1.). Dichos tandems se caracterizaron de forma analoga a lo realizado
con las secuencias peptidicas 11-mer: homologia respecto a T12 (tindem compuesto por
tres secuencias alineadas de pbsl) (Tabla 6.2.), modelados 3D (Figura 6.3. y Figura
6.4.), y propiedades fisicoquimicas (Tabla 6.3.). Los resultados de estos analisis
también mostraron una alta diversidad de secuencias y de potenciales estructuras
tridimensionales, asi como diferencias en sus propiedades fisicoquimicas. Los tandems
disefiados también se sintetizaron comercialmente y se solubilizaron exitosamente
(Tabla 6.4.). Asi, la presente tesis partié de un total de 39 péptidos sintéticos a evaluar:
27 péptidos 11-mer y 12 péptidos 35-mer. Ademas, y dado que en ultima instancia los
péptidos méas prometedores serian evaluados en el modelo murino de EQ secundaria, se
analiz0 su potencial toxicidad, mostrando todos ellos buenos perfiles de
biocompatibilidad global (Figura 3.7., Figura 3.8., Figura 6.5 y Figura 6.6); por lo

que los 39 péptidos sintéticos disefiados continuaron con el flujo de trabajo propuesto.

Luego, se evalud la posible actividad antiparasitaria intrinseca de los péptidos
sintéticos en estudio, mediante el uso de diversos sistemas de cultivo de PSC de E.
granulosus s.l. Los resultados obtenidos con el uso de cultivos parasitarios axénicos en
condiciones metabdlicamente estresantes (PBS, 48hs) mostraron que la mayoria de los
péptidos sintéticos 11-mer con actividad protoscolicida intrinseca la trasladaron a los
péptidos sintéticos 35-mer que los contuvieron (Figura 4.1. y Figura 6.7.). La Unica
excepcion observada correspondio a los péptidos derivados del receptor CD6, ya que Si
bien sus péptidos 11-mer (pl7, pl8 y pl9) presentaron actividad protoscolicida
intrinseca en dichos cultivos (Figura 4.1.), el tindem conformado por dichas secuencias
(T8) carecidé de dicha actividad (Figura 6.8.). Luego, y dadas las limitaciones del
ensayo, particularmente relacionadas con la variabilidad entre lotes de parasitos, se
comparo la actividad protoscolicida intrinseca de todos los péptidos sintéticos 11-mer a
una unica concentracion (5 uM) frente a un mismo lote de parasitos. Los resultados
obtenidos fueron similares a los observados previamente en términos de péptidos
con/sin actividad antiparasitaria (Figura 4.1. y Figura 4.3.), destacandose el péptido
11-mer derivado del receptor MARCO (pl) vy los tres péptidos 11-mer derivados del
receptor CD5 (pl4, p15 y p16) por inducir incrementos superiores a 1,5 veces respecto

del control basal. Asi, los cuatro péptidos destacados, ensayados a concentracion 5 uM
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en cultivos metabolicamente estresantes para los parésitos, aumentaron la tasa de muerte
parasitaria en un 50% aproximadamente. Por su parte, y de manera interesante, en el
ensayo analogo realizado con los péptidos sintéticos 35-mer, se destacaron T1 (tdndem
derivado del receptor MARCO) y T7 (td&ndem derivado del receptor CD5) por lograr
incrementos superiores al 50% (1,5 veces) en la tasa de muerte parasitaria respecto de la
condicion basal (Figura 6.7.). De esta forma, los resultados prometedores obtenidos con
los tAndems 35-mer (T1y T7) estarian en linea con los observados para sus péptidos
constituyentes 11-mer (pl y pl4, pl5 y pl6, respectivamente). Sin embargo, para
confirmar esta relacién seria importante corroborar la actividad antiparasitaria de dichos

péptidos, tanto 11-mer como 35-mer, utilizando un dnico lote de parasitos.

Por su parte, cabe destacar que solo 3 de los 12 péptidos 11-mer que mostraron
actividad protoscolicida en cultivos parasitarios axénicos bajo condiciones
metaboOlicamente  estresantes, retuvieron dicha capacidad en condiciones
metabolicamente dptimas (Figura 4.6.). Asi, los péptidos p2, p19 y p20 se destacaron
por ser los Unicos péptidos sintéticos 11-mer capaces de inducir la muerte parasitaria en
ambas condiciones; sugiriendo, por lo tanto, que lo harian a traves de mecanismos
particulares propios. A su vez, la magnitud de dicha actividad disminuyo en estas
condiciones de cultivo respecto de los cultivos bajo condiciones metabdlicamente
estresantes, un hecho esperable a priori, observandose un valor de incremento maximo,
aproximadamente del doble, en la tasa de muerte parasitaria inducida por p20. De
manera interesante, en el caso de los tandems, 4 de los 5 que exhibieron actividad
antiparasitaria intrinseca en cultivos metabolicamente estresantes, la retuvieron bajo
condiciones metabolicamente optimas (T1, T2, T7 y T12) (Figura 6.9. y Figura 6.10.).
Asimismo, dicha actividad se observo unicamente a la maxima concentracion ensayada
(5 uM), destacandose T1 (derivado del receptor MARCO), T7 (derivado del receptor
CD5) y T12 (derivado del receptor SALSA) por inducir los mayores incrementos en la
tasa de muerte parasitaria, aproximadamente en un 70-80%, respecto del control basal
(Figura 6.10.).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en relacion con la actividad
protoscolicida intrinseca de los 39 péptidos sintéticos ensayados, se destaca el
desempefio de los péptidos derivados de los receptores MARCO, SR-Al, CD5 y
SALSA. Mientras que los péptidos derivados de MARCO (ply T1) y de CD5 (p14,
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pl15, pl6 y T7) mostraron los mayores incrementos en la tasa de muerte parasitaria
respecto de la condicién basal, los péptidos derivados de MARCO (T1), de SR-Al (p2y
T2), de CD5 (T7) y de SALSA (p20 y T12) presentaron actividad protoscolicida tanto
en condiciones metabo6licamente estresantes como Gptimas. Cabe mencionar que, tras el
analisis detallado de los péptidos sintéticos destacados, no se encontraron patrones
comunes relacionados con sus propiedades fisicoquimicas (Tabla 3.3. y Tabla 6.3.). De
hecho, por ejemplo, dichos péptidos presentaron valores de pl muy heterogéneos (desde
3,8 para p15 hasta 10,4 para T12), y, ademas, los péptidos sintéticos 11-mer p14, p15y
p16 exhibieron los niveles de homologia mas bajos respecto a pbsl (p20) (Tabla 3.2.).
Por su parte, aunque estructuralmente los tandems mencionados presentaron hojas  en
diversas localizaciones (Figura 6.3.), dicha caracteristica no se observd en sus péptidos
constituyentes 11-mer. Finalmente, el Gnico patron hallado entre los péptidos sintéticos
11-mer con altos niveles de actividad protoscolicida en cultivos axénicos
metabolicamente estresantes (pl, p2, pl4, p15, p16 y p20), fue la ausencia de residuos
aminoacidicos R (Arginina) y G (Glicina) en las posiciones 2 y 9, respectivamente
(Figura 4.5.).

Los mecanismos involucrados en la actividad antiparasitaria intrinseca exhibida
por los péptidos sintéticos destacados, se desconocen. Sin embargo, resultados previos
reportados por nuestro grupo de trabajo sobre la actividad protoscolicida de rshCD5 y
rshCD6, sugirieron que la misma podria deberse a modulacién de la actividad
metabolica del parasito y/o a efectos toxicos directos sobre los PSC [Garcia-Luna et al.,
2024]. La interaccion directa de rshCD5 y/o rshCD6 con PSC de E. granulosus s.l.
podria alterar la motilidad de los parasitos, asi como su normal asimilacion de nutrientes
y/o sus mecanismos de detoxificacion; de manera que la alteracion de dichas funciones
podria reducir la viabilidad parasitaria. Esta sugerencia se apoyaria en resultados
reportados por nuestro grupo, tras el analisis de los interactomas para rshCD5 y/o
rshCD6 con componentes presentes en PSEx [Miles et al., 2020b]. En dicho trabajo, y
mediante estrategias de pull-down seguidas de anélisis protedmicos, se identificaron 20
ligandos parasitarios distintos para rshCD5 y/o rshCD6: 8 compartidos por ambos
receptores, 9 sdlo para rshCD5 y 3 s6lo para rshCD6. Entre los ligandos identificados se
incluyeron varias proteinas que cumplen funciones relevantes para el correcto desarrollo

del paréasito, algunas de las cuales fueron previamente reportadas como potenciales
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candidatos vacunales y/o como dianas farmacoldgicas contra E. granulosus s.l. [Miles
et al., 2020b].

En el mismo trabajo, también se analizaron los posibles interactores parasitarios
para los péptidos sintéticos 11-mer homologos a pbsl derivados de CD5 y de CD6,
reportando que muchos de los mismos son compartidos entre los ectodominios
completos y los péptidos. Nuevamente, se destacd que la mayoria de dichos interactores
corresponderian a proteinas clave del metabolismo y/o la motilidad parasitaria, asi como
también estarian asociados con posibles mecanismos de defensa y/o vias de
detoxificacion del parésito [Miles et al., 2020b]. En particular para los péptidos
sintéticos 11-mer derivados del receptor CD5, se reportaron 10 ligandos parasitarios
para pl4, 1 para pl5 y 11 para pl6; mientras que, para los péptidos derivados del
receptor CD6, el nimero de interactores parasitarios fue superior: 29 para p17, 11 para
p18 y 18 para p19 [Miles et al., 2020b].

Entre los interactores compartidos por rshCD5 y rshCD6 y algunos de los
péptidos sintéticos 11-mer derivados de sus secuencias, se encuentran las proteinas 14-
3-3 (para los péptidos pl4, pl6, pl7 y pl9); una familia de proteinas altamente
conservada en eucariotas que participan en distintos eventos celulares basicos, como,
por ejemplo, proliferacion celular, diferenciacion y supervivencia [Cau et al., 2018].
Estas han sido probadas con éxito como candidatos vacunales en diferentes ensayos
preclinicos, tanto contra E. granulosus s.l. como contra E. multilocularis [Siles-Lucas et
al., 2008]. También se identificaron las proteinas tegumentarias TegPs (para los péptidos
pl7 y pl9), las cuales suelen recubrir la superficie de muchos helmintos parasitos, y
estdn generalmente involucradas en procesos de absorcion de iones, asi como en
mecanismos de evasion del sistema inmune del hospedero. En particular, se ha sugerido
que las TegPs poseen funciones inmunomoduladoras y/o inmunosupresoras tanto en
infecciones por E. granulosus s.l. [Ortona et al., 2005] como por E. multilocularis
[Zheng et al., 2018]. Otros ligandos relevantes identificados fueron las enzimas
glucoliticas fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa (para el péptido pl6), previamente
reportada como posible diana quimioterapéutica contra E. granulosus s.l. [Xiao et al.,
1994], y la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (para el péptido p19), la
cual ha mostrado ser capaz de inducir proteccion contra E. multilocularis en ratones

inmunizados [Muller-Schollenberger et al., 2001]. Por altimo, también se identificd la
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enzima glutatién-S-transferasa parasitaria como ligando para los péptidos p17 y p19, un
hallazgo probablemente de relevancia dado que la inmunizacion activa de ratones con la
misma induce excelentes niveles de proteccion contra E. granulosus s.l. [Zhu et al.
2015; Arbildi et al., 2024].

En base a los posibles interactores identificados para los péptidos sintéticos 11-
mer derivados de los receptores CD5 y CD6, la accion protoscolicida de dichos péptidos
podria interpretarse como una consecuencia derivada del bloqueo de la funcionalidad de
dichos ligandos por parte de los péptidos. Por ello, resultaria de interés identificar, a
futuro, posibles interactores parasitarios para los péptidos derivados de los receptores
MARCO (ply T1) y SR-Al (p2 y T2), asi como para el tAndem derivado de CD5 (T7)
y para los péptidos derivados del receptor SALSA (p20 y T12), de manera que pudiera
lograrse una aproximacion mecanistica relacionada con su capacidad antiparasitaria
intrinseca. Adicionalmente, y como otra aproximacion que permitiera profundizar en los
mecanismos antiparasitarios inducidos por los péptidos sintéticos seleccionados,
también seria de interés evaluar la interaccion de los mismos con el tegumento de los
PSC de E. granulosus s.l., siguiendo estrategias previamente reportadas para peptidos
antiparasitarios contra otros helmintos parasitos [Landa et al., 2009]. Finalmente,
también seria de gran valor evaluar posibles efectos antiparasitarios sinérgicos entre los
péptidos sintéticos seleccionados, de manera que pudiera explorarse, al menos

indirectamente, el solapamiento de sus posibles acciones protoscolicidas.

En paralelo a la evaluacion de la actividad protoscolicida en los 39 péptidos
sintéticos diseflados, se exploraron in vitro posibles efectos inmunomoduladores
ejercidos por los mismos. Para ello, se utilizaron dos sistemas de trabajo en los que se
analizaron distintos parametros. Por un lado, sobre cultivos de PEC murinas se evaluo el
efecto de los péptidos sobre la produccidn de citoquinas y de anticuerpos (especificos y
polireactivos) inducida por antigenos tegumentarios de PSC contenidos en la fraccion
antigénica denominada PSEx [Miles et al., 2019]. Por otro lado, sobre cultivos de
células RAW264.7. se evaluo el efecto de los péptidos sintéticos sobre la interaccion
fisica de las mismas con antigenos presentes en PSEXx, asi como el efecto sobre la

produccidn de citoquinas y de NO inducida por PSEX.

En relacién con la inmunomodulacion ejercida por los péptidos sintéticos, tanto

11-mer como 35-mer, sobre cultivos de PEC estimulados con PSEX, se observd que la
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produccion de citoquinas (IL-6, IL-10 y TNF-a), en caso de ser modulada, generalmente
lo fue de manera positiva; es decir, potenciando su produccién (Figura 5.1. y Figura
6.13.). La unica excepcion a dicho comportamiento correspondi6 al péptido 11-mer p4,
el cual redujo significativamente la produccion de IL-6 inducida por PSEx (Figura
5.1.). Ademas, se observd que, para las tres citoquinas analizadas, la conformacién de
estructuras peptidicas de tipo tandem no necesariamente potencid la respuesta modulada
por los péptidos constituyentes 11-mer. De hecho, en varios casos, el efecto observado
para los péptidos 11-mer se perdié una vez incluidos dentro de péptidos en tandem. Por
ejemplo, mientras que p25 potencié la produccion de TNF-a, p26 la de IL-10 y p27 la
de IL-6 e IL-10 (Figura 5.1.), T11 (tandem conformado por p25, p26 y p27), no
modulé en ningln sentido la produccion de citoquinas en cultivos de PEC estimulados
con PSEx (Figura 6.13.). Por otra parte, los estudios de inmunomodulacion ejercida por
los péptidos sintéticos sobre la produccion de anticuerpos, permitieron concluir que,
generalmente, los péptidos sintéticos 11-mer serian mejores moduladores de las
respuestas de anticuerpos especificos (SAc) respecto de las respuestas de anticuerpos
polireactivos (pAc) (Figura 5.3. y Figura 5.6.). En este punto, se destaco p25 (péptido
11-mer derivado del receptor SSc5D) por ser el Unico que potencio las respuestas SAC
para los tres isotipos analizados (Figura 5.3.) y, a su vez, también moduld
positivamente la produccion de plgA (Figura 5.6.). Sin embargo, y de manera analoga a
lo observado para la produccion de citoquinas, p25 perdi6 dicha actividad al
incorporarse a una estructura de tipo tandem (T11) (Figura 6.14. y Figura 6.15.). Por
otro lado, si bien los péptidos sintéticos 11-mer exhibieron mejores acciones
inmunomoduladoras sobre las respuestas slgG que los péptidos 35-mer (Figura 5.3. y
Figura 6.14.), dicha actividad no se observo sobre la produccion de plgG (Figura 5.6. y
Figura 6.15.). Por ultimo, T8 (tndem 35-mer derivado del receptor CD6) se destacd
por potenciar la produccién de slgM (Figura 6.14.) y, simultdneamente, reprimir las
respuestas pAc para los tres isotipos analizados (Figura 6.15.). En esta situacion resulta
interesante destacar que, entre los péptidos 11-mer constituyentes de T8 (pl7, pl8 y
p19), solo pl17 potencid la produccion de slgM; sugiriéndose asi que la conformacién
de T8 favoreceria la modulacién de la respuesta de anticuerpos respecto de sus péptidos
constituyentes 11-mer. En suma, los ensayos funcionales realizados sobre cultivos de
PEC estimulados con PSEx mostraron que, entre los 39 péptidos sintéticos en estudio,

algunos de ellos son capaces de modificar la respuesta inmune contra antigenos
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parasitarios. Entre estos, los péptidos sintéticos capaces de modular las respuestas de
pAc serian de gran interés en el contexto de la infeccion por E. granulosus s.l., ya que
los mismos han sido asociados con respuestas inmunes eficientes en el contexto de la
EQ [Garcia-Luna et al., 2021], y, al menos para rshCD5 y rshCD8, se reportd que parte
de su actividad (inmuno)profilactica se deberia a la potenciacion temprana de las
respuestas pAc a nivel peritoneal [Garcia-Luna et al., 2024].

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo demostrd recientemente que los
antigenos contenidos en PSEXx interacttan fisicamente, de forma especifica y dosis-
dependiente, con PEC murinas; destacandose los macréfagos por su gran capacidad de
union [Garcia-Luna, 2022]. Ademas, se demostré que rshCD6 inhibe, parcialmente, la
interaccion fisica entre componentes de PSEx y macrofagos peritoneales; sugiriéndose
que ciertos ligandos parasitarios para rshCD6 estarian involucrados en dicha
interaccion. Por ello, y considerando que gran parte de los interactores parasitarios de
rshCD6 son compartidos con aquellos identificados para los peptidos homologos a pbsl
derivados de su secuencia [Miles et al., 2020b], se evalud el efecto de los péptidos
sintéticos sobre la interaccion fisica entre ligandos parasitarios presentes en PSEX
(sonda PSEx-FITC) y macrofagos (celulas RAW264.7.).

Entre los resultados obtenidos en dicho estudio, se destacaron los péptidos
sintéticos 11-mer p20 y p21 (ambos derivados del receptor SALSA) por inducir los
mayores incrementos observados en dicha interaccion; en linea con lo observado para el
tandem 35-mer que contiene a p20 (T12) (Figura 5.8. y Figura 6.16.). Por el contrario,
Unicamente p24 (péptido 11-mer derivado del receptor SCARADS) y T8 (péptido 35-mer
derivado del receptor CD®6), redujeron significativamente la interaccion fisica analizada
(Figura 5.9. y Figura 6.17.). Estos hallazgos resultaron interesantes, ya que, en base a
los resultados previamente obtenidos con rshCD6 [Garcia-Luna, 2022], se esperaba a
priori que, al menos los péptidos derivados de CD®6, ejercieran un efecto de bloqueo
sobre la interaccion entre células RAW264.7. y la sonda PSEx-FITC. Sin embargo, la
mayoria de los péptidos o bien no afectaron dicha interaccion, o bien la potenciaron
(incluidos los péptidos 11-mer p18 y p19 derivados de CD6). Sin embargo, T8 (tandem
conformado por los péptidos 11-mer derivados de CD®6) fue el Unico péptido 35-mer que
redujo significativamente dicha interaccion (Figura 6.17.). Esto sugeriria entonces que,

si bien los péptidos sintéticos 11-mer derivados de CD6 no retienen la capacidad de
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blogueo observada para rshCD6, esta se recupera cuando los mismos se combinan
linealmente para conformar T8; actuando este ultimo como un posible peptidomimético

de rshCD6, al menos para esta funcion.

Luego, y dado que varios péptidos sintéticos potenciaron la interaccion fisica
entre células RAW264.7. y la sonda PSEx-FITC, se evaluaron posibles efectos
funcionales ejercidos por los mismos sobre cultivos de células RAW264.7. estimulados
con PSEx. Por un lado, se estudio el efecto de los péptidos sintéticos sobre la
produccion de citoquinas (IL-6, IL-10 y TNF-a); destacandose que, en los controles de
referencia (células estimuladas Gnicamente con PSEX), no se detectd ninguna de las tres
citoquinas analizadas (Figura 5.12. y Figura 6.19.). En este caso, y al no contar con
datos previos sobre el efecto de PSEx en cultivos de células RAW264.7., la deteccion de
las citoquinas en estudio, en presencia de péptidos sintéticos, se consider6 modulada
positivamente por los mismos como consecuencia de posibles fenomenos de
potenciacion de la interaccion y/o inhibicion de efectos represores que pudieran existir.
Asi, aquellos péptidos, tanto 11-mer como 35-mer, capaces de modular la produccion de
citoquinas, lo hicieron positivamente; es decir, potenciando su produccion (Figura 5.12.
y Figura 6.19.). En este sentido, dentro de los péptidos sintéticos 11-mer, se destaco p4
por ser el mejor potenciador de la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL-6 y
TNF-a), y p6 y p13 por ser los mejores inductores de IL-10 (citoquina antiinflamatoria)
(Figura 5.12.); mientras que, de los péptidos 35-mer, se destacaron T5, T6y T7 por ser
los unicos capaces de potenciar la produccion de las tres citoquinas en estudio (Figura
6.19.). En este punto resulta importante recordar que, si bien los péptidos p20, p21y
T12 indujeron los mayores incrementos en la interaccion fisica entre células
RAW264.7. y la sonda PSEx-FITC (Figura 5.8. y Figura 6.16.), ninguno de ellos
potencid la produccion de IL-6, a la vez que indujeron niveles medios de 1L-10 y TNF-a
(Figura 5.12. y Figura 6.19). Por otra parte, de los mejores potenciadores de la
produccién de citoquinas (p4, p6, p13, T5, T6 y T7) (Figura 5.12. y Figura 6.19.), la
mayoria, con la excepcion de p4, no modificaron la interaccion fisica entre células
RAW264.7. y la sonda PSEx-FITC (Figura 5.8., Figura 5.9., Figura 6.16. y Figura
6.17.). Asi, estos resultados sugeririan la ausencia de un nexo inequivoco entre
modulacién de la interaccion fisica entre células RAW264.7. y la sonda PSEX-FITC, y
modulacién de la produccion de citoquinas por parte de dichas células estimuladas con
PSEX.

B.C. Maria Clara Gonzalez Porcile

165



“Disefio y evaluacion de péptidos sintéticos derivados de receptores scavenger como potenciales agentes antiparasitarios ”

Otro posible efecto funcional estudiado en relacién a la accion de los péptidos
sintéticos sobre cultivos de células RAW264.7. estimulados con PSEx, fue la
produccion de NO, un mediador inmune con accion protoscolicida demostrada [Zeghir-
Bouteldja et al., 2009; Amri et al., 2007; Dematteis et al., 2003]. Los resultados
obtenidos mostraron que ninguno de los 27 péptidos sintéticos 11-mer ensayados
potencié su produccion, mientras que solo 2 de ellos (p9 y pll) la redujeron
significativamente (Figura 5.17.). Por su parte, entre los péptidos sintéticos 35-mer, se
observo que, mientras T7 (derivado del receptor CD5) potencié la produccién de NO,
T1 (derivado del receptor MARCO) redujo dicha produccion respecto del control de
referencia (Figura 6.20.). Asi, y considerando que la produccion temprana de NO se
correlacionaria con mecanismos efectores inductores de muerte sobre PSC de E.
granulosus s.l., al menos in vitro [Mourglia-Ettlin et al., 2016b; Zeghir-Bouteldja et al.,
2009; Zeghir-Bouteldja et al., 2013; Amri et al., 2007, Ait-Aissa et al., 2006, Dematteis
et al., 2003], se destaco el comportamiento de T7 por ser el Unico péptido capaz de
potenciar su produccion. Esta accion inmunomoduladora seria de relevancia a la hora de
sugerir la utilidad de T7 para el disefio de nuevas intervenciones protoscolicidas que
contribuyan a reducir la tasa de posibles EQ secundarias. Sin embargo, no se puede
descartar que la reduccién en la produccion de NO inducida por T1 pueda, también,
tener consecuencias negativas para el parasito durante las etapas tempranas de la
infeccion. En este sentido, se ha reportado recientemente que, al menos para el caso de
las especies reactivas del oxigeno (ROS), existe un efecto bidireccional en el contexto
de la infeccion por E. multilocularis: mientras las ROS son capaces de dafiar al parasito,
también actuarian como sefales “ambientales” que inducirian el desarrollo parasitario
hacia el estadio de metacestodo, favoreciendo, ademas, el crecimiento de sus células
germinativas, al menos in vitro [Tian et al., 2024]. Asi, la ausencia de estas sefiales
volveria al parasito mas susceptible al ataque por parte del sistema inmune del
hospedero durante las etapas temprana de la infeccidn. Si bien estos efectos no han sido
reportados aun para E. granulosus s.l., ni para especies reactivas del nitrégeno como el
NO, a priori podrian tener cierta relevancia dadas las similitudes existentes entre ambos
sistemas. Por lo tanto, de los diversos ensayos funcionales realizados sobre cultivos de
PEC y de células RAW264.7. estimulados con PSEX, se concluyd que, en términos

generales, los péptidos sintéticos 35-mer modularian un mayor nimero de parametros
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inmunes que los péptidos 11-mer, destacdndose T1, T2 y T7 por modular la mayoria de

los parametros inmunes evaluados.

El flujo de trabajo de la presente tesis se disefio, originalmente, de forma tal que,
luego de analizar el perfil de biocompatibilidad de los péptidos y de evaluar in vitro sus
posibles efectos antiparasitarios e inmunomoduladores, fuese posible descartar a
aquellos potencialmente toxicos y/o escasamente prometedores en sus acciones
protoscolicidas e inmunomoduladoras. De esta forma, se esperaba, originalmente, acotar
el nimero de péptidos a ensayar en términos profilacticos mediante el uso del modelo
murino de EQ secundaria. Sin embargo, y dado que dicho modelo animal requiere de al
menos 7 meses para poder evidenciar las acciones buscadas, no fue posible ejecutar la
estrategia de investigacion inicialmente propuesta, debiendo realizar los estudios in vivo
practicamente en paralelo con los ensayos in vitro. Asi, se llevaron a cabo varios
ensayos in vivo tendientes a evaluar el potencial valor (inmuno)profiléactico de los 27
péptidos sintéticos 11-mer y de los 12 péptidos sintéticos 35-mer en estudio, los cuales,
desafortunadamente, mostraron dificultades que imposibilitaron la extraccion de
conclusiones (Tabla 7.1.). En ese sentido, y en base a los ensayos que lograron
infecciones exitosas (Experimento #1 y Experimento #7), los resultados obtenidos
sugirieron que la mezcla de péptidos sintéticos 11-mer derivados del receptor CD5 (p14,
pl5 y pl16), asi como también el tandem derivado de dicho receptor (T7), serian
posibles candidatos de interés a reevaluar como agentes profilacticos frente a la EQ
secundaria. Estos hallazgos estarian en linea con los resultados previamente reportados
por nuestro grupo en relacion al uso de rshCD5 como posible agente
(inmuno)profilactico en el modelo murino de EQ secundaria [Mourglia-Ettlin et al.,
2018; Garcia-Luna et al., 2024]. Asi, los escasos resultados obtenidos in vivo nos
sugieren hacer foco, a futuro, en los péptidos sintéticos derivados del receptor CD5;
para lo cual, deberian realizarse nuevos ensayos de (inmuno)profilaxis, optimizando el
esquema Yy la via de administracion, asi como aplicando diversas combinaciones y/o

dosis de péptidos.

Por ultimo, y en base a toda la informacion recopilada durante la presente tesis,
se disefid una nueva secuencia aminoacidica 11-mer, a ensayar en el futuro, que
permitiria optimizar el desempefio de los péptidos estudiados en relacion con los

resultados obtenidos in vitro. Para ello, se seleccionaron, por un lado, las secuencias de
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los péptidos sintéticos 11-mer que exhibieron mayor actividad antiparasitaria intrinseca
(p1, p2, pl4, p15, pl6 y p20), y, por otro lado, las secuencias de los péptidos 11-mer
capaces de inmunomodular el mayor nimero de parametros analizados (p21, p23, p25y
p27). Dichas secuencias se analizaron en su conjunto, manualmente, en bisqueda de un
posible patron compartido (Figura 8.1.). De esta forma, se observd que ciertas
posiciones en las secuencias 11-mer estan altamente conservadas respecto a pbsl (por
ejemplo, las posiciones 1, 4 y 11), mientras que otras posiciones muestran un importante
grado de variabilidad (por ejemplo, las posiciones 7, 8, y 10), sugiriendo que no estarian

directamente involucradas en la modulacién de los parametros analizados.
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Figura 8.1. Secuencias 11-mer seleccionadas. Se representan las secuencias de los
péptidos seleccionados alineadas, ordenadas N-C. Las posiciones 1 y 4 (flechas
naranjas), se destacan por ser 100% conservadas, mientras que las posiciones 6, 7, 8 y
10 (flechas verdes) son altamente variables.

En la Tabla 8.1. se resume el patrén de posibles combinaciones, racionalmente
identificadas, para dar lugar a nuevas secuencias de 11 aminoacidos potencialmente de
interés; diferentes a todas las evaluadas en la presente tesis (tanto en formato 11-mer
como 35-mer). Cabe mencionar que, respecto a las posiciones conservadas, si bien las
mismas muy probablemente ocupen un papel importante dada su conservacion
evolutiva dentro de los RS seleccionados, desde un punto de vista de la diversidad de

combinaciones a evaluar, seria interesante explorar el efecto de su modificacién en el
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disefio de nuevos peéptidos potencialmente antiparasitarios y/o inmunomoduladores.
Asimismo, aunque las posiciones 7 y 10 no parecerian ser relevantes dada su alta
variabilidad entre los peptidos seleccionados, la presencia de H (Histidina) en posicion
7 y de R (Arginina) en posicion 10, favoreceria a priori las funciones
inmunomoduladoras del péptido (Figura 8.1.).

Tabla 8.1. Patrén de secuencias aminoacidicas propuesto en base a la seleccion de
péptidos 11-mer con efectos in vitro destacables. (x = cualquier aminoacido)

Posicion (N->C) 1] 2 3 4 | 5| 6 7181910 11
Aminoéacido G| R V E |V X X Xx | G X | W

Finalmente, y dado que, como se comentd previamente, el flujo de trabajo
experimental aplicado en la presente tesis fue distinto al originalmente propuesto, se
procedid a evaluar, de manera retrospectiva, toda la informacion generada para asi
poder sugerir una version optimizada del flujo de trabajo desarrollado. De esta forma, y
en base a los resultados obtenidos in vitro con los 39 péptidos sintéticos estudiados,
referidos a su biocompatibilidad, actividad protoscolicida intrinseca y acciones
inmunomoduladoras in vitro, se seleccionarian los péptidos 35-mer T1, T2, T7 y T12
para evaluar en nuevos ensayos in vivo de (inmuno)profilaxis en el modelo murino de
EQ secundaria. Se prestaria especial atencion a dichos péptidos, y no a sus secuencias
11-mer constituyentes, ya que, aunque estas Ultimas también se destacaron por su
actividad antiparasitaria intrinseca, no mostraron un marcado perfil inmunomodulador.
Asimismo, seria de interés realizar ensayos de toxicidad aguda en ratones con los
péptidos seleccionados (T1, T2, T7 y T12) para minimizar posibles efectos secundarios
derivados de su aplicacion in vivo. Con los péptidos seleccionados que efectivamente
muestren acciones (inmuno)profilacticas en el modelo murino, se realizarian
optimizaciones de su uso (régimen y via de administracion, dosis, combinacién
farmacoldgica, etc.), y se evaluaria la posible inmunomodulacion inducida in vivo para

generar una aproximacion mecanistica que justifique su accion (inmuno)profilactica.

Por otro lado, seria de gran valor adicional evaluar la biodistribucién de los
péptidos que resulten mas promisorios para poder explorar luego, estrategias que

permitan aumentar la misma. En ese sentido, estudios realizados en otros modelos
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animales para aplicacion de péptidos sintéticos antimicrobianos, con longitudes
similares a los ensayados en la presente tesis, mostraron que el clearance plasmatico
mejora significativamente cuando los péptidos se combinan, por ejemplo, con
polietilenglicol o con polimeros de poliglicerol hiperramificado de alto peso molecular
[Brunetti J. et al. 2016, Esposito T. et al. 2024]. Asimismo, también se han reportado
resultados prometedores al combinar péptidos sintéticos antimicrobianos con distintos
sistemas nanoparticulados, tanto para potenciar su acciébn como para disminuir su
toxicidad, a la vez que actuando como vehiculos que aumentan la vida media de los
péptidos [Imperlini et al., 2023; Groo et al., 2018; Almaaytah et al., 2017].

En otra linea de trabajo, aquellos péptidos que resulten mas promisorios en
términos de accion (inmuno)profilactica en el modelo murino de EQ secundaria,
también podrian ensayarse como agentes coadyuvantes de apoyo para los tratamientos
actualmente tendientes a disminuir la tasa de posibles recidivas. En este sentido, se
proponen dos usos potenciales para los péptidos mas prometedores, en base a la
actividad protoscolicida de los mismos. En primer lugar, los péptidos podrian inyectarse
dentro del quiste hidatico previo a su remocion quirdrgica siguiendo la estrategia PAIR
(del ingles, Puncture, Aspiration, Injection, and Reaspiration), la cual corresponde a un
procedimiento de drenaje percutaneo de quistes hidaticos que implica cuatro pasos
secuenciales: (i) puncion del quiste con aguja fina (P), (ii) aspiracion de parte del
contenido quistico (A), (iii) instilacion de una sustancia protoscolicida dentro del quiste
(D, y (iv) reaspiracion del contenido quistico con aguja fina (R) [Nunnari et al., 2012].
De esta forma, se minimiza la potencial diseminacion local, peritoneal y/o sistémica de
PSC viables contenidos en el quiste, en caso que el mismo sea fertil, derivada de
posibles roturas ocasionadas al mismo durante la intervencion quirtrgica de remocién
[Khuroo, 2021]. En este contexto, los péptidos mas prometedores con buenos perfiles de
actividad protoscolicida podrian ser de utilidad para ampliar el listado de posibles
sustancias a utilizar en el paso de instilacion (1) del procedimiento PAIR. Por ello, seria
de interés realizar ensayos de actividad antiparasitaria similares a los desarrollados en la
presente tesis, pero incubando los PSC con los péptidos sintéticos en presencia de
liquido hidatico fértil, de forma tal que se pudiese determinar si los mismos retienen su
actividad protoscolicida en un ambiente similar al cual encontrarian durante el
procedimiento PAIR. Asimismo, y de manera complementaria, se podrian realizar

ensayos ex Vivo sobre quistes fértiles obtenidos tras decomiso sanitario durante la faena
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de ganado, aplicandoles a los mismos un procedimiento de tipo PAIR y evaluando a
posteriori la viabilidad de los PSC. Este tipo de ensayo ha sido recientemente validado,
utilizando quistes fértiles de origen ovino, para evaluar el uso de extractos vegetales con
acciones protoscolicidas como posibles agentes a incluir durante el procedimiento PAIR
[Mahmoodpour et al. 2023]. En segundo lugar, los péptidos mas prometedores con
buena actividad protoscolicida podrian administrarse de forma local en la zona
periquistica, antes y después de la cirugia de remocién, con el interés de minimizar
posibles riesgos de siembra parasitaria, anafilaxis y/o recidivas. Este tratamiento podria
coadyuvar en la quimioprofilaxis pre- y posoperatoria usualmente realizada mediante la
administracion de benzimidazoles, especificamente albendazol, durante al menos 15
dias precirugia y, por lo menos, durante tres ciclos posoperatorios [Nunnari et al., 2012;
Pinto, 2017].

Por fuera del contexto de la EQ secundaria, y dada la amplia variedad de
patdgenos capaces de ser reconocidos por los RS seleccionados para el disefio de los
péptidos, estos ultimos también podrian estudiarse en términos de su espectro de
posibles actividades antimicrobianas (antibacterianas, antivirales, antifungicas vy
antiparasitarias). En este sentido, el péptido sintético 11-mer p20, correspondiente a la
secuencia consenso pbsl presente en el receptor SALSA, mostré una sorprendente
capacidad para inducir la aglutinacion de Streptococcus mutans y de otras bacterias
patogenas [Bikker et al., 2002; 2004], sugiriendo su potencial aplicabilidad para el
desarrollo de nuevos agentes antibacterianos. Por su parte, los péptidos 11-mer
homoblogos a pbsl derivados del receptor CD6 (pl7, pl8 y pl9) fueron previamente
sugeridos, también, como posibles agentes antibacterianos [Martinez-Florensa et al.,
2018]. En particular, los tres péptidos en cuestion mostraron una alta afinidad de union
por PAMPs de bacterias Gram-negativas (LPS) y Gram-positivas (acido lipoteicoico),
en ambos casos exhibiendo valores de Kd en el rango nM. En dicho estudio, p19 se
destaco por poseer amplias propiedades de aglutinacion bacteriana y por mejorar, tras su
administracion sistémica, la sobrevida de ratones sometidos a sepsis polimicrobiana.
Asimismo, p19 mostré importantes efectos aditivos en la sobrevida de dichos ratones al
combinarse con imipenem/cilastatina [Martinez-Florensa et al., 2018]. Por otro lado, y
mas recientemente, nuestro grupo report6é que, al menos in vitro, los tandems derivados
de los receptores CD5 (T7) y CD6 (T8) inhiben el crecimiento fangico de Cryptococcus

neoformans, asi como también interfieren en sus procesos de induccion capsular y de
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titanizacion, dos factores de virulencia fangicos implicados en la evasion de la respuesta
inmune [Mourglia-Ettlin et al., 2024]. Asi, se sugirio que tanto T7 como T8, podrian ser
de utilidad para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos contra la criptococosis. En
base a toda esta evidencia, resultaria por demas interesante explorar el espectro de
posibles actividades antimicrobianas para los 39 péptidos sintéticos disefiados en la
presente tesis. De hecho, nuestro grupo de trabajo ha comenzado recientemente a
ejecutar un proyecto de investigacion para evaluar, de manera sistematica, el potencial
valor antifingico de los péptidos sintéticos 35-mer desarrollados en la presente tesis
(Proyecto FCE_1 2023 1 175917 - Responsable: Dr. Mourglia-Ettlin).

Por otro lado, y también por fuera del contexto de la EQ secundaria, los péptidos
sintéticos desarrollados en la presente tesis también podrian ser evaluados en términos
de su potencial utilidad para la deteccion de infecciones focales ocultas. A grandes
rasgos, dichas infecciones se caracterizan por ser microbiolégicamente activas, aunque
no produzcan sintomas clinicos perceptibles, dificultando asi su diagnéstico y posterior
tratamiento [Pallasch & Wahl, 2000; Goymerac & Woollard, 2004]. En este sentido,
dada la capacidad de los péptidos sintéticos disefiados para reconocer diversos antigenos
microbianos, podria resultar de interés explorar su utilidad para detectar infecciones
focales ocultas tras su conjugacién con un marcador, por ejemplo, un radiotrazador; un
campo de estudio de reciente crecimiento para el trabajo con péptidos antimicrobianos
[Ebenhan et al., 2014]. Esta nueva estrategia de diagndstico consiste en utilizar péptidos
antimicrobianos capaces de unirse a patégenos (principalmente bacterias y hongos), y
marcarlos con radiotrazadores para que sean de utilidad en la obtencién de imagenes
efectivas sobre la localizacion de los mismos; incluidas cepas microbianas resistentes a
antibioticos/antifungicos [Kahts et al., 2024; Ebenhan et al., 2014; Arteaga C. et al
2010]. Resultados prometedores siguiendo esta estrategia, se han obtenido hasta el
momento para la deteccion de Staphylococcus aureus mediante tomografia por emision
de positrones (PET) y tomografia por emision de foton unico (SPECT) [Bhatt-Mitra et
al., 2023; Bhatt-Mitra et al., 2024], asi como también para la deteccion de Candida
albicans y Aspergillus niger mediante PET [Osorio et al., 2024]. Dado el buen perfil de
biocompatibilidad de los péptidos sintéticos desarrollados en la presente tesis, y su muy
probable diversidad de reconocimiento para antigenos microbianos derivada de su
origen en RS, podria resultar en un muy interesante campo de estudio con aplicaciones

practicas relativamente inmediatas.
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En suma, la ejecucion de la presente tesis gener6 un gran volumen de
informacién y de datos que, mas all4 de su utilidad propia y directa relacionada con el
campo de la EQ secundaria, brindard herramientas utiles para la bdsqueda vy
optimizacion de péptidos sintéticos con interés inmunolégico, derivados de la secuencia
primaria de multiples y variados inmunoreceptores. Asimismo, la diversidad de péptidos
sintéticos desarrollados, sumada a la biocompatibilidad de los mismos y a su potencial
valor como inmunomoduladores y como agentes de reconocimiento microbiano,

permitird explorar nuevas lineas de investigacién para nuestro grupo de trabajo.
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