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Resumen

Este trabajo se centré en el estudio de la interaccion de células dendriticas y
macrofagos con la capa laminar, estructura acelular basada en mucinas que
protege al estadio larvario de Echinococcus granulosus. Se utiliz6 una
preparaciéon particulada de la capa laminar (pLL, del inglés particulate Laminated
Layer) como modelo de las particulas liberadas al medio interno del hospedador
durante el curso de una infeccion natural, y se la enfrent6 a células dendriticas o
macrofagos en contextos de estimulacién con interleuquina (IL-) 4 o con los
factores de crecimiento GM-CSF y M-CSF. Se analizdé en particular la activacion
de la quinasa Akt, efector central de la via de la fosfatidilinositol 3-quinasa

(P13K), involucrada en los efectos celulares de los tres agonistas nombrados.

La IL-4 induce, sobre células dendriticas y macréfagos, un programa de
activacion alternativa caracterizado por la expresion de las moléculas de
secrecion Relma y Ym1, y por la induccion de actividad arginasa intracelular,
entre otros marcadores. Se encontré6 que la exposicibn a pLL inhibi6é los
aumentos en expresion de Relma y en menor medida actividad arginasa
inducidos por IL-4 en células dendriticas in vitro, sin afectar la expresion de

otros marcadores, incluyendo Ym1.

Los eventos de sefalizacion intracelular a partir de estimulaciobn con IL-4
incluyen la activacion, ademas de STAT6, de la via de PI3K/Akt ya mencionada.
Se conoce que la expresion de algunos marcadores de activacion alternativa
(Relma notablemente) depende fuertemente de la activacion de PI3K/Akt,
mientras que ésta es prescindible para la expresion de otros. La via se activa
también por estimulacibn con factores de crecimiento o por agonistas de
receptores tipo toll (TLR, del inglés toll-like receptors), entre otros. Resultados
del grupo, surgidos en paralelo a esta Tesis mostraron que, en células
dendriticas, la exposicion a pLL inhibe la fosforilacion (activadora) de Akt
inducida por estimulaciéon con lipopolisacarido (LPS), agonista de TLR4. En
coincidencia con la inhibicién preferencial de Relma dentro de los marcadores de
activacion alternativa, se encontré que la exposicion a pLL inhibié también la
fosforilacion de Akt en respuesta a IL-4 en células dendriticas. Se observo

inhibicién similar en respuesta a GM-CSF en las mismas células, asi como



también en respuesta a M-CSF en macrofagos. En células dendriticas se observé

ademas inhibicion de la proliferaciéon inducida por GM-CSF en presencia de pLL.

In vivo, la IL-4 induce, ademas de activaciéon alternativa, proliferacion de
macroéfagos, por un mecanismo probablemente indirecto, que depende de
PI3K/Akt. Utilizando un modelo de inyeccidon intraperitoneal de IL-4 (como
complejo con un anticuerpo especifico para lograr actividad biolégica mas
sostenida), se encontré que la co-administracién de pLL inhibié fuertemente y en
forma dependiente de dosis la proliferacion de macrofagos residentes, y a un
menor grado la de células dendriticas, macréfagos reclutados y monocitos
inducida por la citoquina. La administracion de pLL también inhibi6o, de forma
leve, la expresion de Relma inducida por IL-4, mientras que potencio la de Ym1.
La diferencia con lo observado in vitro en marcadores de activacion alternativa
sugiere la participacion de otros tipos celulares, que puedan potencialmente
responder a pLL produciendo IL-4 y/o IL-13. La inhibicién de la proliferacion de
macroéfagos se observé también utilizando M-CSF exégeno como estimulo en el
mismo modelo. Se encontraron también efectos de pLL en ausencia de estimulos
exdégenos: inhibicion de la proliferacion de macréfagos en condiciones basales,
desaparicion de macroéfagos residentes de la cavidad peritoneal, e induccién de
expresion de Ym1 en células dendriticas y macréfagos. Todos los efectos de pLL
observados fueron locales, ya que no se observaron sobre células de la cavidad

pleural, que si respondieron a la IL-4 o al M-CSF administrados.

Se intent6é ademas comparar los efectos de exposicion a pLL con los de
preparaciones particuladas sintéticas también ricas en carbohidratos. Los
materiales sintéticos no imitaron los efectos de pLL en su totalidad, y
globalmente los resultados mostraron que el sistema de estudio es muy
complejo, y que los efectos celulares observados no se pueden explicar

simplemente por los efectos sobre la fosforilacién de Akt.

Un resultado importante de la Tesis fue que la exposicion a pLL inhibié la
fosforilacion de Akt luego de estimulacion por diversos agonistas. Esto sugiere la
existencia de un mecanismo de inhibicibn independiente de los receptores
especificos para los distintos agonistas. Dentro del abanico de posibles modos de
inhibicion de la fosforilacion de Akt, aquel que resulta mas probable ante los

datos obtenidos es la potenciacion del asa de retroalimentacién negativa a partir



de mTORCL1. Este complejo es activado (en forma indirecta) por Akt pero integra
seflales de otras vias. Se conoce que en condiciones de sobre-activacion,
MTORCL1 inhibe el reclutamiento de PI3K a receptores, inhibiendo la activacion
de Akt. Estd reportado que este mecanismo puede actuar en macroéfagos,
estimulados tanto con LPS como con IL-4, inhibiendo en el segundo caso la
induccién de los marcadores de activacion alternativa que dependen de PI3K.
También se conoce que el mecanismo puede inhibir la proliferacion celular

durante la diferenciaciéon de células dendriticas.

En suma, el trabajo expuesto en esta Tesis aporté al conocimiento sobre los
efectos de exposicion a materiales de la capa laminar de E. granulosus en
células dendriticas y macréfagos en el contexto fisiopatolégicamente relevante
de estimulacion con IL-4, en sistemas in vitro e in vivo. Ademas, comprobd que
algunos efectos de exposicibn a este material particulado se trasladaban al
contexto de estimulacion con factores de crecimiento. Estos resultados sugieren
un mecanismo de accién a través de una retroalimentacion negativa a partir de

mMTORC1, hipdtesis que abre promisorias lineas de trabajo para el grupo.
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1. Introduccion

1.1 Echinococcus granulosus

El género Echinococcus, perteneciente a la familia taeniidae, actualmente se
compone de nueve especies: E. multilocularis, E. vogeli, E. oligarthra, E.
granulosus, E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis, E. shiquicus y E. felidis. La
presente clasificacibn se basa en andlisis taxondmicos moleculares, que
comparan secuencias de ADN mitocondrial y nuclear. En una clasificacion
anterior E. granulosus (sensu lato) se componia de ocho genotipos, G1-G8, que
reflejaban diferencias en el hospedador intermediario o definitivo infectado por
el parasito. Los genotipos G1-G3 (llamados cepas de oveja o budfalo),
corresponden a lo ahora clasificado como E. granulosus (sensu stricto). De la
misma manera, los genotipos G4, G5 y G6-G8 corresponden en la clasificacion
actual a E. equinus, E. ortleppi y E. canadensis, respectivamente [1].

Dentro del género Echinococcus, las especies agrupadas como E. granulosus
(sensu lato) son los agentes causales de la hidatidosis. Esta enfermedad
zoondtica es relevante en paises con fuerte actividad ganadera como el nuestro,
donde afecta tanto al ganado como a los trabajadores rurales [2].

E. granulosus cuenta con un ciclo de vida complejo, que involucra la infeccion de
hospedadores intermediarios con el estadio larvario y de hospedadores
definitivos con el estadio adulto (Figura 1.1). Resumidamente, el estadio adulto
se aloja en el intestino delgado de canidos, principalmente perros, se reproduce y
libera huevos embrionados al ambiente a través de las heces. Los hospedadores
intermediarios (omnivoros o herbivoros, principalmente bovinos y ovinos)
ingieren estos huevos que, una vez en el intestino delgado, eclosionan liberando
oncosferas. Las oncosferas penetran la pared intestinal y son llevadas por el
sistema circulatorio al parénquima de &6rganos internos, principalmente higado
y pulmén. Una vez alli se desarrollan a larvas de forma subesférica llenas de
liuido llamadas hidatides. Las hidatides crecen gradualmente y producen
protoscolices, que constituyen la etapa infectiva para el hospedador definitivo.
Este se infecta al ingerir protoscoélices presentes en las visceras de hospedadores
intermediarios infectados. Luego de ser ingeridos, los protoscélices evaginan y
se adhieren a la mucosa intestinal, donde se desarrollan al estadio adulto en

cuestion de 32 — 80 dias. El ser humano, que se ve infectado al ingerir vegetales



0 aguas contaminadas, es un hospedador intermediario accidental, no

contribuyendo al ciclo del parasito [3, 4].
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Figura 1.1 Ciclo de vida de E. granulosus
El detalle de cada etapa se encuentra en el texto principal. Imagen modificada de [4].

La infeccibn con E. granulosus larvario es crénica y muchas veces asintomatica,
lo que hace dificil su diagnostico. Esta aparente paradoja entre la falta de
sintomas y la acogida de macroparasitos en el organismo es comun a muchas
infecciones con helmintos y evidencia la gran capacidad de evasion del sistema

inmune de estos organismos [5].

1.2 Estructura de la hidatide

Como se mencioné anteriormente, las hidatides son estructuras parasitarias
uniloculares llenas de liquido (liquido hidatico), delimitadas por una pared (Figura
1.2). Esta a su vez se compone por una capa celular, la capa germinativa (GL,

del inglés Germinal Layer), y externa a ella, una capa de material extracelular, la



capa laminar (LL, del inglés Laminated Layer). Por fuera de la LL se encuentra
una capsula de colageno producida por el hospedador (capa adventicia) o una
zona de reaccion inflamatoria local activa con infiltracion de leucocitos, dandose
también situaciones intermedias. El predominio de uno u otro tipo de reaccion se
relaciona con el grado de adaptacion del parésito al hospedador en cuestion,
siendo la formacion de una capsula de colageno un signo de buena adaptacion
parasito-hospedador, situacion en la cual ademads, por lo general, se desarrollan
hidatides fértiles [6, 7]. En conjunto, la hidatide y la capa adventicia y/o reaccion

inflamatoria local conforman el quiste hidatico.

Cépsula de colageno Capa Laminar (LL) Figura 1.2 Estructura del estadio larvario de E.
(Capa Adventicia)

granulosus
&(minativa  f| estadio larvario de E. granulosus, hidatide, es una
estructura subesférica delimitada por una pared. La

pared se compone de la capa germinativa (GL) y la

li .
proligera capa laminar (LL). Por fuera de ella suele haber una

capsula de colageno (capa adventicia) y en conjunto
forman el quiste hidatico. El interior de la hidatide
contiene el liquido hidatico, que bafia a las células
de la GL. Estas generan brotes hacia el interior de la
hidatide, que se vesicularizan vy forman
protoscdlices. Ocasionalmente, pueden encontrarse

5 : vesiculas hijas, con su propia LL, en el interior de
Tejido " Hidatide hija o
hidatides mayores. Tomado de [9].

1.3 Capa Laminar

La formaciéon de la LL es un proceso importante en la biologia de E. granulosus en
lo que respecta a la interaccion con el sistema inmune del hospedador. Esta
estructura acelular, que en E. granulosus puede alcanzar los 3 mm de espesor, es
sintetizada por las células de la GL subyacente y las protege del contacto directo
con las células del sistema inmune del hospedador. Molecularmente esta
compuesta por una red de mucinas, con nano-depésitos granulares de myo-
inositol hexakisfosfato calcico (InsPg) intercalados. Los depdsitos de InsPg son
exclusivos de E. granulosus (y potencialmente E. equinus [8]), mientras que las
mucinas son el componente principal de la LL de todas las especies del género
[9]. Sin embargo, trabajos de elucidaciéon de la porcion glucidica de la LL
recientes revelan que existen diferencias entre los glicanos que decoran las

apomucinas en E. granulosus y E. multilocularis, principalmente en lo que



respecta al largo de las cadenas glucidicas encontradas [8]. Estas diferencias
parecen correlacionar con el espesor de la LL en las distintas especies,
encontrandose cadenas glucidicas mas largas en la LL de E. granulosus que en la
de E. multilocularis [8]. ElI tamafio de poro de la red mucinica en E. granulosus
permite el pasaje de macromoléculas de hasta 150 kDa al menos,
proporcionando una gran superficie de interaccion con los sistemas
complemento, quininas y coagulacion del hospedador [9, 10].

Un dato especialmente interesante sobre la LL es que su produccion coincide
temporalmente, y es necesaria para, la resolucion de la inflamacion inicial en
infecciones experimentales con Echinococcus larvario [7, 11]. Esto sugiere que la
LL estd asociada a la regulacion de la respuesta inflamatoria del hospedador
hacia el parasito, lo cual vuelve a este material parasitario particularmente

atractivo para su uso en estudios inmunoldgicos.

Atendiendo estas singularidades de la LL, el grupo trabaja con una preparacion
particulada de la capa laminar que denominamos pLL (del inglés, particulate
Laminated Layer). Este material es un modelo de particulas de la LL liberadas in
vivo dentro del hospedador. Si bien no se cuenta con evidencia formal de la
presencia de particulas de LL en infecciones naturales con E. granulosus al
momento, si se ha reportado la presencia de estas particulas distales a la
hidatide en infeccién con el parasito relacionado E. multilocularis [12]. Ademas,
se han visto particulas de LL dentro de macroéfagos circundantes en infecciéon
experimental con E. granulosus [13]. Dado el tamafio que alcanzan las hidatides
(hasta decenas de centimetros de diametro [9]), Yy que el material para la
laminar es sintetizado por la GL subyacente, es razonable suponer que ocurran
procesos de fisura y descascaramiento de la LL durante curso de la infeccion que
permitan el crecimiento de la hidatide. Resultados previos del grupo muestran
que pLL efectivamente es capaz de modular la respuesta de células dendriticas a
lipopolisacarido (LPS) in vitro e in vivo. Especificamente, utilizando el modelo de
células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDC, del inglés bone marrow-
derived dendritic cells), se vio que en presencia de pLL la expresion de la
molécula co-estimuladora CD40 y la secrecidon de IL-12 en respuesta a agonistas
de TLR estén inhibidas, mientras que la expresion de CD86 y la secrecion de IL-
10 estdn aumentadas. El fenotipo resultante coincide con el de una célula

dendritica “semi-madura” [14]. Cambios similares se observan luego de



inyecciéon intraperitoneal de pLL en ratones, con o sin co-inyeccién de LPS. En
este mismo trabajo se muestra que los efectos de pLL dependen del contacto con
la célula y de la correcta polimerizacion de los filamentos de actina (no se
observa efecto de pLL en presencia de citocalasina D). Ademas, se muestra que
pLL por si solo no induce citoquinas dependientes de NF-kB (no presenta
agonistas de TLR ni otros agonistas que activen NF-kB). Cabe destacar que la
preparacion esta libre de endotoxinas segun el ensayo de lisados de amebocitos
de Limulus (LAL), y que se comprobdé que pLL no genera muerte celular
apreciable a las dosis empleadas, pero si lo hace a dosis mayores. También se
determiné que las actividades sobre las células eran independientes de la
presencia de los depdsitos de InsPg calcico, y la mayoria de las observaciones se
realizaron sobre particulas enriquecidas en las mucinas, por eliminacion del InsPg
célcico empleando EDTA. La oxidacion con periodato de los monosacaridos
expuestos de los glicanos de las mucinas no alteré las actividades observadas, y
el tratamiento con una proteasa general las afectd solo marginalmente. Se
especula entonces que las actividades sobre las células dependen de
propiedades a nivel de material, es decir supra-molecular. La preparaciéon “pLL”
contiene particulas de rango de tamafo fagocitable asi como no fagocitable, y no
se ha determinado si es necesaria la fagocitosis para las actividades observadas.
Independientemente del método empleado para pulverizar la LL, las particulas
tienen forma aplanada y generan cualitativamente los mismos efectos sobre las
células dendriticas.

Ademdés de los efectos en sistemas de estimulacién con agonistas de TLR, en
otros experimentos del grupo se obtuvo evidencia inicial de inhibicibn de la
expresion de parametros de activacion alternativa (ver seccién 1.5) en respuesta
a IL-4, en macroé6fagos derivados de médula 6sea asi como en BMDC (C.

Casaravilla, resultados no publicados).

1.4 Respuesta inmune frente a infeccién con helmintos

Se conoce como helmintos a los parasitos multicelulares con relevancia médica
y/o veterinaria. Este término entonces engloba a organismos filogenéticamente
diversos, incluyendo a los platelmintos (trematodos y cestodos) y a los
nematodos (“gusanos redondos™). A pesar de ello, la infeccion con helmintos

induce una respuesta inmune comun, denominada respuesta Th2 [15].



La respuesta Th2 esta caracterizada por la expansion de linfocitos T productores
de interleuquina (IL) 4, IL-5 e IL-13, asi como por la produccion de
inmunoglobulina (Ig) E por parte de los linfocitos B. Las células de Ila
inmunidad innata asociadas a este tipo de respuesta incluyen eosindfilos,
mastocitos, basoéfilos y células linfoides innatas tipo 2 (ILC2), asi como células
dendriticas y macréfagos polarizados a fenotipos de activacion alternativa (ver
adelante) [16].

Los mecanismos efectores inducidos por las citoquinas Th2 son muy variados,
dependiendo no solo del tipo celular sobre el que actian sino también del sitio de
accion en el organismo. En el intestino, por ejemplo, células epiteliales
responden a la IL-4 promoviendo la diferenciaciéon a células caliciformes y la
potenciacion de la secrecion de mucus. Ademas, la estimulacion con IL-4 genera
hipercontractilidad muscular y acelera el ritmo de recambio de las células
epiteliales en el mismo 6rgano. Estos efectos actian de manera conjunta para
desalojar parasitos presentes en el intestino [17]. Las ILC2, mencionadas
anteriormente, se ubican preferencialmente en la interfaz entre hospedador y
ambiente (piel, intestino, pulmones), donde responden a citoquinas “de alarma”
(tipicamente IL-25 e IL-33) secretadas por las células epiteliales ante eventos de
disrupcién de barrera con la secrecién de citoquinas Th2, especialmente IL-13.
De esta manera, las ILC2 contribuyen a la regulacion local de la respuesta [17,
18].

En los tejidos no mucosos, los mecanismos efectores de la respuesta Th2 se
valen de muchos, sino todos, los elementos del sistema inmune innato,
potenciados por la presencia de anticuerpos especificos (IgE principalmente e
IgM en sangre). Eosinéfilos, basoéfilos y mastocitos son los tipos celulares
pertenecientes a la inmunidad innata que tipicamente se asocian con la
respuesta Th2. Ante una infeccibn con helmintos, estas tres poblaciones
aumentan en numero y, en el caso de eosindfilos y baséfilos, son reclutados al
sitio de infeccion. Las tres presentan el receptor Fc de alta afinidad para IgE
(FceRIl), que potenciard su rapida degranulacién ante estimulacién con la IgE.
Finalmente, los macréfagos también cumplen un rol importante en las respuestas
Th2. Se ha observado que aumentan en numero durante infecciones con
helmintos y que responden a citoquinas Th2, especificamente a IL-4 y IL-13, con
un fenotipo de activacion alternativo. Los macréfagos con este fenotipo de

activacion, que se describird en detalle en la siguiente seccion, ademas de



contribuir directamente en la eliminacibn de macroparasitos mediante la
secrecion de diversas moléculas efectoras, desempefan funciones de reparacion
de tejidos [19]. La correcta remodelacién y reparacion de tejidos es esencial en
este tipo de infecciones, donde por lo general hay eventos de migracion a través
de distintos tejidos durante el transcurso de las diferentes etapas del ciclo de
vida del parésito [17].

Es importante destacar que debido al gran tamafo de estos patdégenos, cualquier
actividad dirigida a su eliminacién debe contemplar el potencial dafio a los tejidos
circundantes. La respuesta Th2 entonces pretende alcanzar un balance entre una
actividad anti-parasitaria, inflamatoria, y una de reparacion y remodelacién de

tejidos, fundamentalmente no-inflamatoria [15, 16, 20].

1.5 Activacion alternativa de macréfagos y células dendriticas

Los macrofagos son un tipo celular particularmente plastico. Inicialmente se
reportd su gran actividad microbicida en modelos de infeccibn bacteriana. En
este contexto los macré6fagos activados son grandes productores de citoquinas
pro-inflamatorias como IL-12 o TNFa, asi como también de especies reactivas del
oxigeno y nitrégeno a través del ensamblaje de las enzimas NADPH oxidasa
(NOX) y O6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). De hecho, son el tipo celular
efector por excelencia para la correcta resoluciéon de enfermedades causadas por
patégenos intracelulares [21]. Mas adelante Siamon Gordon reporté un
programa de activacion alternativo inducido por IL-4 [22, 23]. Esta activacion
plantea un perfil menos inflamatorio para el macréfago, caracterizado por la
expresion de receptor de manosa (MR, del inglés mannose receptor) y
de la molécula co-inhibidora PDL2 (del inglés, programmed-death ligand
2) en la superficie, una fuerte actividad arginasa y la secrecion de las proteinas
Ym1l y Relma.

Relma (antes llamada F1ZZ1), junto con Relmp y Relmy, forman la familia de
moléculas similares a la resistina (del inglés resistin-like molecules). De ellas,
Relmp es la uUnica a la que se le ha atribuido una funcion directa en la
eliminaciéon de paréasitos, encontrandose que se une a los o&rganos
quimiosensoriales de parasitos intestinales interfiriendo con su quimiotaxis, lo
cual conduce a su desnutricion y muerte [15]. La funcibn de Relma permanece

aun poco clara, si bien se ha encontrado que puede actuar como un



quimioatrayente de eosinéfilos en ciertas patologias [15, 24]. A diferencia de
RelmB, que es secretada Unicamente por células epiteliales intestinales, Relma
presenta un patron de expresion mas generalizado que incluye a eosinofilos,
neutrofilos y células epiteliales, ademas de macroéfagos y células dendriticas [15,
24].

A Ym1l, Ym2 y BRP39 se las conoce como proteinas similares a la quitinasa
(CLPs, del inglés chitin-like proteins). Las CLPs presentan mutaciones respecto a
otros miembros de su familia que las vuelven incapaces de degradar quitina
[25]. Respecto a la funcion de Ym1, recientemente se ha reportado que induce
el reclutamiento de neutréfilos a través de una potenciacion de linfocitos Tyd
productores de IL-17. Esta neutrofilia es importante para la eliminacion del
parasito Nippostrongylus brasiliensis [26]. Asimismo, gracias a su capacidad de
unir componentes de la matriz extracelular como heparan sulfato, no se
descarta un posible rol adicional en procesos de remodelaciéon de tejidos [15].
Por otro lado, por ser una proteina expresada en grandes cantidades por
macroéfagos y neutréfilos en situaciones patoldgicas, que ademas es propensa a
generar cristales, se especula que podria actuar como activador del inflamasoma
y estimular la producciéon de IL-1p [15, 26].

Como se menciond anteriormente, la activacion alternativa de macrofagos esta
asociada a una fuerte actividad arginasa. Existen dos isoformas de esta enzima,
pero solo la arginasa 1, de expresiéon citosélica, es sensible a estimulaciéon con
IL-4 [24]. La induccidon de arginasa 1 por IL-4 ejemplifica la dicotomia Th1/Th2
en el macréfago. Esta enzima compite con la iINOS por su sustrato, la arginina.
De esta manera, inhibe la generacion de especies reactivas del nitrégeno a la vez
gue genera mediadores para la eliminaciéon de parasitos. Se ha postulado que la
arginasa desempefia su papel en la eliminaciobn de parasitos al causar una
deplecién de arginina en el ambiente circundante, que es detrimental para el
crecimiento del patégeno [15]. Si bien esta hipdtesis no se ha descartado,
trabajos mas recientes muestran que productos de la accidon de arginasa 1 son
también importantes para el control de paréasitos. Se ha visto que poliaminas
producidas por la acciébn de arginasa 1 inhiben la capacidad migratoria de
parasitos in vitro [27]. M&s aun, prolina e hidroxiprolina, que son productos de la
accion de arginasa 1, son constituyentes del colageno y éste un componente

importante de la matriz extracelular y de granulomas. Por ello, se cree que la



arginasa tiene un papel en el control de parésitos y en la remodelacion de tejidos
[15].

Las células dendriticas también adoptan un perfil de activacion alternativa al ser
estimuladas por IL-4 [24, 28-30]. Este es similar al observado en macréfagos,
aunque se encuentra menos documentado y parece ser un efecto menos robusto
que en macrofagos. Aun asi, existen reportes de células dendriticas
alternativamente activadas in vitro e in vivo, en contextos patolégicos [28]
como homeostaticos [30]. Respecto al papel de las células dendriticas
alternativamente activadas, se postula que podrian actuar en la induccion de
ciertos aspectos de las respuestas de tipo Th2, mas que tener un papel
efector como el de los macréfagos [28]. Dentro de este papel inductor se
resalta la importancia de Relma y, mas recientemente, del 4cido retinoico para la

optima generacion de linfocitos T CD4+ productores de IL-10 e IL-13 [28, 29].

1.6 Macroéfagos residentes y derivados de monocitos

Hasta ahora se ha hablado de macréfagos en general, pero es importante hacer
la distincién entre macroéfagos residentes de tejido y derivados de monocitos, es
decir, reclutados. Esta aclaracion viene a lugar desde que estudios recientes
demostraron que estas dos poblaciones celulares tienen en realidad precursores
completamente diferentes. Los macréfagos residentes provienen de precursores
sembrados en los tejidos durante la etapa embrionaria y mantienen sus niumeros
por proliferacion local, en lugar de reclutamiento y diferenciacion de monocitos
del torrente sanguineo como se creia hasta el momento [31] (paradigma
presentado por Van Furth en 1968 [32]). La excepcion a esta regla son los
macrofagos de la piel y del tracto intestinal, que si se mantienen por
reclutamiento y diferenciacion de monocitos [31]. Para ambos tipos de
macrofagos, residentes de tejido o reclutados desde monocitos, el factor de
crecimiento homeostatico es el M-CSF (del inglés, macrophage colony-
sitmulating factor) y su receptor, CD115, es expresado por ambos [33, 34].

Interesantemente, la IL-4 causa la proliferacion de macréfagos residentes en lo
que se conoce como “inflamacién Th2”. Este fenémeno ocurre tanto en los
sistemas con administracion de IL-4 exdgena [35, 36], como en infecciones con
helmintos, que suscitan la produccién de IL-4 [15, 35, 36]. Vale destacar que la

capacidad proliferativa de la IL-4 no esta restringida a macrofagos residentes,



siendo capaz de inducir la proliferaciéon de macréfagos derivados de monocitos en
sistemas de inyeccion de medio tioglicolato en combinaciéon con IL-4 [35, 37]
Asimismo, no depende de sefalizacién a través del receptor de M-CSF [36].

Tanto macrofagos reclutados como residentes responden a la estimulacion con
IL-4 con el programa de activacién alternativa ya mencionado. Esto se ve en
infecciones con Litomosoides sigmodontis para macréfagos residentes [35, 37] v
con Schistosoma mansoni para macréfagos derivados de monocitos [38, 39]. Sin
embargo, un estudio transcriptomico sobre ambas poblaciones estimuladas con
IL-4 demostr6 que macrofagos residentes o derivados de monocitos
alternativamente activados no son fenotipicamente equivalentes [37]. Incluso
encontré que algunos marcadores asociados a activacion alternativa sélo estaban
presentes en la poblacién de macréfagos derivados de monocitos, como MR y
PDL2 [37]. Mas aun, encontr6 diferencias en la capacidad de ambas poblaciones
de polarizar un cultivo de linfocitos T hacia T,y FOXP3+, reflejando también una

no equivalencia funcional entre las dos poblaciones [37].

1.7 Senalizacidn en respuesta a 1L-4

Existen dos variantes para el receptor de IL-4, denominadas receptor tipo | y
tipo Il (Figura 1.3). El primero estad formado por la cadena alfa, IL-4Ra, que es
comun a ambos, y la cadena comun gama, yC, asi llamada porque también forma
parte de los receptores para las citoquinas IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21 [40]. El
receptor de tipo Il estad formado por IL-4Ra y la cadena alfa del receptor para IL-
13, IL-13Ra. Este receptor también responde a IL-13 [41]. No es de extrafar
entonces que ambas citoquinas, IL-4 e IL-13, medien efectos similares, aunque
debe destacarse que no son equivalentes. La no equivalencia se debe en parte a
la expresion diferencial de ambos receptores en distintos tipos celulares (IL-13Ra
no se encuentra en linfocitos T, células NK, basoéfilos o mastocitos [42]) v a

diferencias en la sefializacion inducida por cada uno de ellos (ver mas adelante).
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Figura 1.3 Esquema de sefializacion por IL-4
Existen dos tipos de receptores para IL-4, de tipo | (izquierda) y de tipo Il (derecha). El receptor de
tipo Il también responde a IL-13. La estimulacion de cualquiera de ellos con IL-4 causa la

fosforilaciéon de la porciéon citoplasmatica de la cadena IL-4Ra por las enzimas JAK asociadas al
receptor. STAT6 se une al receptor fosforilado y es activado también por fosforilacién. Una vez
activado, forma un dimero que es capaz de translocar al nucleo y actuar como factor de
transcripcion para genes sensibles a la IL-4. Uno de esos genes corresponde a SOCS1, que actua
como regulador negativo de la sefializacion por IL-4 al inhibir la accién de las quinasa JAK1. La
fosfatasa SHP2 también es reclutada a la cadena IL-4Ra e inhibe la activacién de STAT6. El
receptor de tipo |, ademas, es capaz de unir la molécula adaptadora IRS2. Esta molécula une a la
subunidad p85 de la enzima PI3K, activando asi la via de PI3K/Akt. Modificado de [42].

La uniéon de IL-4 a cualquiera de estos dos receptores causa la activacion de las
enzimas JAK asociadas a la porcion citoplasmatica de los mismos. Estas fosforilan
residuos tirosina en la IL-4Ra, que subsecuentemente actian como sitios de
anclaje para diversas moléculas de sefalizacion. Una de estas moléculas es
STAT6 (del inglés signal transducer and activator of transcription), que se une a

las tirosinas fosforiladas de IL-4Ra a través de su dominio SH2. Una vez alli,

11



STAT6 es activado por fosforilaciéon y dimeriza. En su forma dimérica, STAT6
trasloca al nucleo, donde actiua como factor de transcripcion para genes sensibles
a IL-4 como MHCII, Ym1, Relma, arginasa 1, PDL2 y CD23, entre otros [43].

Si bien la estimulacibn de ambos receptores causa la activacion de STATS6,
Unicamente el receptor de tipo | es capaz de unir a la molécula IRS-2 [44]. El
reclutamiento de IRS-2 se da a través del dominio PTB de esta molécula y la
primera tirosina fosforilada de IL-4Ra. Se especula que JAK3, enzima asociada al
receptor de tipo | Unicamente, interviene en la interaccion [42, 45]. IRS-2
fosforilado une directamente a la subunidad p85 de fosfatidilinositol-3-quinasa
(PI3K). De esta manera, la estimulacion con IL-4 a través del receptor tipo |

Unicamente causa la activacion de la via de PI3K ademas de la de STAT6.

1.8 Senalizacidn a través de PI3K

Las fosfatidilinositol 3-quinasas (P13K) catalizan la fosforilacién de fosfoinositidos
en la posicion 3 del anillo de inositol. Tanto los sustratos como productos de
estas enzimas se encuentran en la membrana, por tanto, la activaciéon de PI3Ks
requiere su reclutamiento a membrana y resulta en la generacion de moléculas
mediadoras especificas también en este compartimiento [46]. Existen ocho PI3Ks
distintas en células de mamifero, que se clasifican en tres familias segun el
sustrato especifico que utilizan. Las de clase I, que son las mas ampliamente
estudiadas, fosforilan fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (P1(4,5)P2) para dar
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (P1(3,4,5)P3, mas conocido como PIP3). PIP3 es
formado en la membrana plasmatica, asi como también en la membrana de
endosomas/fagosomas tempranos en formacion, donde regula la localizacion y
actividad de diversas proteinas efectoras. PIP3 puede ser desfosforilado en la
posicion 3 por la fosfatasa PTEN, para volver a formar el sustrato de PI3K de
clase 1. Asimismo, puede ser desfosforilado en la posicién 5 por las fosfatasas
SHIP1/2, dando lugar a PI1(3,4)P2. Tanto PTEN como SHIP2 son fosfatasas de
expresion ubicua, pero SHIP1 se encuentra preferencialmente expresada en

células de linaje hematopoyético [46, 47].
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Figura 1.4 Esquema de sefializacion a través de PI3K/Akt iniciada por RTK

PI3K es activada directamente por quinasas de tirosina asociadas a receptor (RTK), o
indirectamente a través de moléculas adaptadoras como IRS1/2. Una vez activa, cataliza la
formacion de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP2) en la membrana. PIP3 recluta Akt a membrana, donde es fosforilado por la quinasa PDK1 en
la posicién T308 y por el complejo mTORC2 en la posicidon S473. Akt completamente fosforilado
activa al complejo mTORC1 por dos vias: inactiva al complejo TSC1-TSC2, lo cual lleva a una
acumulacién de Rheb-GTP que activa mTORC1, y ademas inactiva al inhibidor PRAS40. mTORC1
activado fosforila diversos blancos como la quinasa S6K1/2 o el regulador de la traduccién 4E-BP1.
Como parte de un mecanismo de regulacidn negativa, mTORC1 y S6K1/2 fosforilan la molécula
adaptadora IRS1/2, marcandola asi para degradacion.

PIP3 es desfosforilado en la posicién 3 por la fosfatasa PTEN, para dar nuevamente PIP2.
Alternativamente, PIP3 puede ser desfosforilado en la posicidn 5 por la fosfatasa SHIP, dando lugar
a fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2’). Modificado de [50].

Las PI3K de clase | se componen, cada una, de una subunidad catalitica y una
reguladora. Existen cuatro isoformas de la subunidad catalitica, llamadas p110a,
B, v Yy 6, que dan origen respectivamente a PI3Ka, PI3Kp, PI3Kyy PI3K3. Las
PI3Ka, B y 6 se agrupan como PI3K de clase IA, y son activadas en respuesta a
sefales provenientes de quinasas de tirosina asociadas a receptores (RTK, del

inglés receptor-associated tyrosine kinase, Figura 1.4). Las PI3Kd se llaman de
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clase IB, y son activadas por sefiales provenientes de receptores acoplados a
proteinas G [46, 48, 49].

Las PI3K IA, que son las que nos interesan en el presente contexto, se forman
por una de cinco subunidades reguladoras homadlogas, conocidas colectivamente
como p85, en combinacién con una de las tres subunidades cataliticas p110aq,
pl110p, pl105, pudiendo dar lugar a 15 heterodimeros distintos. Las isoformas
PI3Ka y PI3KB presentan una expresion generalizada, mientras que PI3K3 se
expresa principalmente en células de origen mieloide o linfoide [46, 48].

Como se dijo anteriormente, la generacion de PIP3 en la membrana actia como
sitio de reclutamiento para moléculas efectoras de la via de PI3K. La molécula
efectora mas importante y mas ampliamente estudiada de esta via es la quinasa
Akt, antes conocida como PKB. Esta quinasa es reclutada a la membrana por
PIP3 y es activada por fosforilacion en T308 y S473 por PDK1 y mTORC2,
respectivamente. Una vez activada, Akt es capaz de fosforilar diversos blancos,
lo cual en dltima instancia la involucra en procesos muy variados y a la vez
centrales para la biologia de la célula como lo son supervivencia, crecimiento,
proliferacion y metabolismo celular [50]. Especificamente en macrofagos y
células dendriticas, se ha implicado a la sefalizacion por PI3K/Akt en la
supervivencia y proliferacion celular, la secrecién de citoquinas y en procesos de

activacion [51].

Tal como se explicé anteriormente, la estimulaciéon de receptores de IL-4 tipo |
genera la fosforilacion de IRS-2 y la activacién de PI3K de clase IA (subunidad
reguladora p85). Varios trabajos han reportado la necesidad de sefalizacion a
través de PI3K/Akt para la induccién de marcadores de activacion alternativa.
Especificamente, sobre macréfagos derivados de médula 6sea, Weisser et al.
[52] muestran gue la activacion alternativa inducida por IL-4 en este modelo
requiere de la degradacion de la fosfatasa SHIP1, que como se menciond es un
regulador negativo de la sefalizacion por PI3K/Akt. También observan una
dependencia de la induccidon de arginasa 1 y Ym1 con una correcta sefalizacion
por PI3K. En el mismo sistema, Heller et al. [44] muestran que la inducciéon de
Relma depende de la sefalizacion por esta via. Mas recientemente, Ruckerl et al.
[53] muestran que la induccibn de arginasa 1, Ym1l y Relma por IL-4 en

macroéfagos generados por inyeccion de medio tioglicolato también dependen de
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la activacion de Akt. En este caso, se puede observar que Relma es el pardmetro
que depende mas fuertemente de la activacion de Akt. La necesidad de la via de
PI3K/Akt para la activacion alternativa de macréfagos también fue demostrada
empleando macréfagos deficientes en TSC1l, que tienen inhibida la via de
PIBK/Akt a consecuencia de la exacerbacibn de wun mecanismo de
retroalimentacion negativa a partir de mTORC1 [54]. A similares conclusiones
llegan Barret et al. [45] empleando un inhibidor especifico de JAK3, que inhibe la
sefal de PI3K/Akt pero no la de STAT6 en respuesta a IL-4. En estos dos ultimos
trabajos se observa que la induccidon del MR en respuesta a IL-4 no requiere de
la via de PI3K/Akt.

1.9 Senalizacion por factores de crecimiento y proliferacion celular, en

general y en células dendriticas y macréfagos

La proliferacion de las células eucariotas esta controlada por proteinas
extracelulares llamadas factores de crecimiento. Esta definicion amplia engloba
moléculas que inducen (i) division celular (mitégenos), (ii) aumento en la masa
celular (factores de crecimiento en el sentido estricto) y (iii) supervivencia, es
decir inhibicion de la apoptosis (factores de supervivencia). Como suele ser
experimentalmente dificil separar las tres actividades mencionadas, y muchas
moléculas suelen tener dos o las tres al mismo tiempo, se suele designar como
factores de crecimiento a moléculas que presenten alguna(s) de estas
actividades [55].

Las dos vias principales en respuesta a factores de crecimiento en general son la
de ERK y la de PI3K [56]. La via de ERK es una de las vias de las MAP quinasas
(MAPKs, del inglés mitogen-activated protein kinases). De forma general, las vias
de las MAPKs estan compuestas por una quinasa inicial dependiente de GTP
(MAPKKK), que fosforila y activa a una kinasa intermedia (MAPKK), que a su vez
fosforila y activa a una quinasa efectora (MAPK) [55]. La activaciéon de la via de
ERK en respuesta a factores de crecimiento comienza por la GTPasa Ras. Ras-
GTP activa a la MAPKKK Raf, que fosforila a la quinasa intermedia MEK, que a su
vez activa a ERK, la quinasa efectora (Figura 1.5). ERK fosforila diversos blancos,
que culminan promoviendo la supervivencia, proliferacion y motilidad celular
[55]. De particular importancia para la promocion de la proliferacion, ERK induce

la transcripcidon del regulador transcripcional Myc, que a su vez induce la sintesis

15



de las ciclinas G1, aumentando asi la actividad de las quinasas dependientes de

ciclina G1 [55]. Por otro lado, la sobre-activacion de ERK induce expresion de

inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina, deteniendo el ciclo celular
[56].

Figura 1.5 Esquema de sefializacion a
.Factores de Crecimiento través de MAP Quinasas

La union del factor de crecimiento a

su receptor causa la fosforilacion de

.ﬁ fadddaaaadddet (&ﬂ% il ({m' (&-‘d- la porcién citoplasmética del mismo.

Esta actia como sitio de anclaje para

la proteina adaptadora Grb2, que a
su vez recluta a la proteina SOS. SOS
en un factor de intercambio de
nucledtidos que activa a Ras-GTP.
Este activa a la quinasa inicial, Raf,
que desencadena la cascada de
fosforilacién y activacion de las
quinasas MEK y ERK. ERK promueve
la supervivencia y proliferacién

celular., Como mecanismo de
— Inhibicion

| ! regulacién negativa, ERK inhibe pasos
| — Estimulacién 1

————————— " anteriores a su activacion.
Supervivencia y Proliferacién Celular Modificado de [56].

La via de PI3K, cuya quinasa efectora mas importante es Akt, ya se describié en
una seccion anterior (seccion 1.8 y Figura 1.4). De todos modos, aqui
expandiremos sobre su papel en las sefales inducidas por factores de
crecimiento, en sentido amplio. El papel mejor establecido de PI3K/Akt en este
contexto es la promocion de la supervivencia celular, para la cual es critica la
fosforilacion (e inactivacion funcional) por Akt de las proteinas de las familias
BH3 (como BAD) y Foxo [50]. Akt también es un controlador critico del
crecimiento celular, a través del complejo mTORC1, el cual controla
positivamente la iniciaciéon de la sintesis proteica y la biogénesis de ribosomas
[50]. A través de estos efectos anabdlicos, Akt controla indirectamente la
proliferacion celular. De hecho, la rapamicina, inhibidor de mTORC1, causa
detencion en la fase G1 del ciclo. Por otro lado, Akt tiene efectos directos sobre
el ciclo celular, aunque éstos no estan tan bien establecidos. Akt fosforila el

C1p/WAF
1 p

inhibidor de quinasas dependientes de ciclina, p2 , haciendo que se

localice en el citosol y atenuando sus efectos inhibitorios del ciclo. Akt tiene una
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accién similar sobre otro inhibidor de quinasas dependientes de ciclina, p27***,
pero ésta no estaria conservada en roedores [50]. Ademas, Akt fosforila en
forma inhibitoria a GSK3, disminuyendo su capacidad de fosforilar y promover la
degradacion de factores necesarios para la transicion de fase G1 a S, incluyendo
ciclinas y Myc [50].

Siendo vias de sefalizacibn tan importantes para la célula, que ademas
intervienen en los mismos procesos celulares, es natural que exista un dialogo
entre las vias MAPK y PI3K/Akt. De hecho, se dan eventos de inter-activacion,
inter-inhibicién, asi como también de convergencia sobre sustratos como FOXO3,
c-Myc y BAD. El resultado neto dependera del balance de sefiales sobre los

distintos blancos [56].

Como ya se menciond, el factor de crecimiento homeostatico para los
macroéfagos tisulares es el M-CSF [33, 34]. Para las células dendriticas, en estado
estacionario, este papel lo juega el FIt3L [57]. EL GM-CSF, usado junto al M-CSF
en este trabajo, también actida como factor de crecimiento in vitro para
macroéfagos y células dendriticas. In vivo, parece tener un papel importante no
tanto en homeostasis sino en contextos inflamatorios, generando células
dendriticas inflamatorias a partir de monocitos [33, 58, 59].

Los receptores tanto de M-CSF como de GM-CSF sefializan por las vias de ERK y
PI3K, ademas de otras vias [34, 58, 60]. Se propone que, en macréfagos en
particular, la via de ERK es necesaria para proliferacion en si, y la de PI3K para
supervivencia [61]. De todos modos, el panorama completo probablemente es
complejo, por el didlogo mencionado entre las dos vias (incluyendo la posibilidad
que parte de la activacion de ERK dependa de PI3K [34]).

La IL-4 induce la proliferacion de macré6fagos in vivo pero no in vitro [35, 36]. Se
cree que la IL-4 debe inducir la proliferacion in vivo por sensibilizacion a un
factor de crecimiento (constitutivo) no identificado, que como se menciond no es
M-CSF [36]. La inhibicion farmacolégica de Akt inhibe la proliferacion inducida
por esta citoquina, mostrando que en la misma interviene la sefalizacion por
PI13K/Akt [53]. Por lo tanto, hasta donde se sabe la IL-4 no calificaria como
factor de crecimiento para macréfagos o células dendriticas. Si es factor de

crecimiento para linfocitos B o T activados [21].
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2. Hipdtesis y Objetivos

Como se explic6 a lo largo de la introduccion, durante las infecciones con
parasitos helmintos, como E. granulosus, se desarrolla principalmente una
respuesta Th2. En este tipo de respuesta, la IL-4 juega un rol central. Sobre
macrofagos y células dendriticas, esta citoquina induce el programa de activacion
alternativa. Se ha visto in vivo, en contextos de administracion exdgena de la
citoquina como de infeccibn con parasitos, que la IL-4 causa ademas la
proliferacion de macrofagos. Considerando lo anterior, junto con el hecho que
normalmente no se observa acumulacion de macréfagos alrededor de la hidatide
de E. granulosus, nos resulta atractivo estudiar la interaccion de las particulas de
la LL (pLL) con macrofagos y células dendriticas, en el contexto
fisiopatol6égicamente relevante de estimulacion con IL-4.

Tanto la activacion alternativa como la proliferacion en respuesta a IL-4
requieren de la sefalizacion a través de PI3K/Akt. Resultados del grupo
muestran que la exposicion a pLL es capaz de inhibir la fosforilacion de Akt
inducida por LPS en células dendriticas. Otros resultados, previos, sugieren que
la exposicion a pLL inhibe aspectos de la activacidn alternativa inducida por IL-4
en macrofagos y células dendriticas. En conjunto, estos datos sugieren que pLL
podria interferir con la sefializacion a través de PI3K/AKt en respuesta a IL-4. En
este contexto, no se pueden descartar potenciales efectos de pLL frente a otros
estimulos que también activen PI3K/Akt en su sefalizacién, en particular los

factores de crecimiento.

Hipotesis

La exposicion de macrofagos y células dendriticas a pLL inhibe la activacion de
Akt en respuesta a IL-4 o factores de crecimiento. De esta manera, inhibe la
activacion alternativa inducida por IL-4 y otros efectos que requieren la

activacion de Akt, incluyendo la proliferacién celular.

Objetivo general
Estudiar el impacto de la exposicién a particulas de la capa laminar sobre la
sefializacion y efectos de la IL-4 o de factores de crecimiento en macréfagos y

células dendriticas.
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Objetivos especificos

1. Confirmar, y ampliar la descripcion de, la inhibicibn por exposicion a pLL de la

activacion alternativa de células dendriticas en respuesta a IL-4 in vitro.

2. Estudiar el efecto de la exposicion a pLL sobre la activacion de Akt en
respuesta a IL-4 o factores de crecimiento, en células dendriticas y

macroéfagos.

3. Estudiar el impacto de la exposicién a pLL sobre la proliferacion de macréfagos
y células dendriticas in vitro inducida por los factores de crecimiento M-CSF y

GM-CSF, respectivamente.

4. Analizar posibles efectos de la exposiciéon a pLL sobre la activaciéon de ERK,
quinasa importante en la proliferacién celular, incluyendo interferencias sobre

la sefializacion por M-CSF o GM-CSF en macréfagos y células dendriticas.

5. Explorar el efecto de pLL in vivo sobre la proliferacion de macréfagos inducida
por IL-4 o M-CSF, y sobre la activacion alternativa de macréfagos inducida por
IL-4.

6. Comparar los efectos de pLL con los de materiales particulados sintéticos

seleccionados, en términos de impactos sobre la activaciéon de Akt y de ERK in

vitro y activacion alternativa y proliferaciéon in vivo.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Preparacion de herramientas de trabajo
3.1.1 Material parasitario

Se trabajé con quistes hidaticos provenientes de muestras de pulmén bovino
naturalmente infectado con Echinococcus granulosus. Los quistes hidaticos en
dichas muestras (cedidas gentilmente por Urexport, Montevideo), se limpiaron
superficialmente con alcohol al 70% (v/v), se abrieron con bisturi y se retird el
liquido hidatico. Se extrajeron las paredes de las hidatides colapsadas y se
lavaron con solucion salina fisiolégica (PBS, phosphate buffered saline). Se
congelaron en PBS a -20°C hasta ser utilizadas.

3.1.2 Generacion de una preparacion particulada de la capa laminar de
Echinococcus granulosus para trabajo con células

Se descongelaron las paredes de las hidatides descritas en la seccion anterior y
se realizaron varios lavados rapidos con PBS. Se escurrieron sobre papel de filtro
y se determind su masa humeda. Se realizaron dos lavados mas con PBS a
razén de 10 mL / g de masa humeda con PBS durante 3 horas y 24 horas a 4°C,
respectivamente. Posteriormente se lavé con NaCl 2M en las mismas
condiciones, a fin de minimizar la presencia de proteinas no estructurales en la
muestra. Se realizaron varios lavados rapidos con agua destilada para remover
las sales introducidas en el paso anterior y se mantuvo en un volumen pequefio.
Las muestras asi procesadas se congelaron a -80°C y liofilizaron. EI material
deshidratado se molié con mortero y pulverizé entre dos vidrios esmerilados
(porfirinizacion).

Los pasos subsiguientes se realizaron en camara de flujo laminar. Se
resuspendid el pulverizado en PBS 30 mM EDTA pH 7,2 apir6geno a razén de 2
mg de masa humeda / mL, utilizando un homogenizador Potter (previamente
lavado con NaOH 0,1 M durante 18 horas para limpiar de LPS contaminante y
posterior autoclavado). Se tuvo especial cuidado en hidratar todo el material
lentamente sin generar grumos o0 apelmazados. La suspension obtenida se filtré
por mallas de serigrafia de tamafio de corte aproximado 85, 45 y 23 um. La
preparacion se lavdé 10 veces con PBS apirdégeno (con cociente de volumenes
1/10), centrifugando 5 minutos a 3000 g cada vez, y se llevdé a un volumen
conocido. Se tomaron alicuotas de esta suspension madre, prestando atencién
de homogenizar bien antes de cada toma, en tubos previamente masados. Las
alicuotas se lavaron con agua destilada varias veces, congelaron a — 80°C vy
liofilizaron. Se determind entonces la masa seca de material parasitario en cada
alicuota y con ella la concentracién de la suspension madre en mg masa seca /
mL. La suspension madre se llevé a una concentracion de 10 mg masa seca / mL
en PBS apirégeno conteniendo una mezcla de antibidticos (100 U/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina) y antimicético (0,25 pg/mL de
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anfoterina B), y se conservé a 4°C hasta su utilizacion. A la suspension asi
obtenida la denominamos pLL, del inglés particulate Laminated Layer. La
preparacién de este material se puso a punto en Casaravilla et al. [14].

3.1.3 Otras preparaciones particuladas para trabajo con células

Se utilizaron distintas preparaciones particuladas en paralelo a pLL para estudiar
si los efectos observados son exclusivos del particulado de material parasitario o
pueden ser inherentes al enfrentamiento de las células a particulas, de diversos
tamafos. Los materiales particulados empleados fueron los medios de
cromatografia de exclusion molecular Superosa 12 (GE Healthcare # GE17-5173-
01) y Sephadex G100 (GE #17-0060-01). El tamafio medio de particula en estas
preparaciones es 11 y 200 um respectivamente, por lo que son ejemplos de
particulados fagocitables y no fagocitables. La Superosa 12 es un material
monodisperso, con rango de tamafios 9 — 13 um, mientras que el rango de las
particulas de Sephadex G100 es 100 — 300 pum.

Las particulas de Superosa 12 fueron lavadas dos veces con NaOH 0,5 M segun
las recomendaciones del fabricante para limpieza de columnas que contienen
este medio cromatografico. Los lavados se hicieron con un cociente de
volimenes 5:1 y centrifugando a 3500 g durante 5 minutos cada vez. Luego, se
realizaron 10 lavados con PBS apirégeno y se llevé a un volumen conocido. Se
tomaron 3 alicuotas de la suspensién madre para liofilizar y determinar su masa
seca. Finalmente, la suspension se llevé a una concentraciéon de 10 mg de masa
seca / mL de PBS apirégeno suplementado con antibiotico/antimicoético, igual al
usado para pLL. La suspension se mantuvo a 4°C hasta su utilizacion.

Las particulas de Sephadex G-100 se hidrataron con PBS apir6geno y se lavaron
10 veces con la misma solucién, centrifugando a 5000 g durante 5 minutos cada
vez. A diferencia de lo que ocurre con pLL o Superosa 12, las particulas de
Sephadex G100 decantan rapidamente y se forma un pellet facilmente. Por esta
razén, se asumié que no hubo pérdida de masa durante los lavados y se llevé a
una concentracion de 10 mg masa seca / mL PBS apirégeno suplementado con
antibidtico/antimicotico. La suspensidon se mantuvo a 4°C hasta su utilizacion.

La exposicion de células dendriticas a cualquiera de los dos materiales
particulados asi tratados, o0 a pLL, no generd la produccion de IL-12p40 ni IL-10
por parte de estas células. Este resultado evidencia la ausencia de agonistas de
TLR en cualquiera de las preparaciones.

3.1.4 Generacion de células dendriticas derivadas de médula 6sea

Para la generacion de células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDC, del
inglés bone marrow-derived dentritic cells) se utilizaron ratones hembras
C57BL/6 de 8 — 12 semanas de edad, provenientes del bioterio del Instituto
Pasteur Montevideo. El protocolo descrito a continuacién fue reportado por Lutz
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et al. [62] y fue aprobado por la Comision Honoraria de Experimentacion Animal
(CHEA), N° 101900-000180-15.

Se sacrificd al animal por inhalado del anestésico isofluorano (Abbott #B506). Se
realiz6 una diseccion para exponer las patas traseras y extraer fémures y tibias.
Los huesos obtenidos se limpiaron de tejido circundante, se sumergieron en
alcohol al 70 % (v/v) durante 5 minutos y luego se lavaron con PBS apirégeno
frio. Los pasos siguientes se realizaron en camara de flujo con material estéril.
Se cortaron las epifisis de cada hueso, exponiendo la médula. Con una jeringa
de 5 mL y aguja 24G, se perfundieron los huesos con PBS apirégeno,
arrastrando la médula 6sea hacia una placa de Petri. La perfusion se realizé con
1 mL PBS apirégeno por cada par de huesos. Una vez obtenida la médula de
cada hueso, se disgregaron los cumulos de células por repetidos pasajes por la
aguja (aspirado y liberacion). Se tomé una alicuota y se calculé el nimero de
células presentes en la suspensién utilizando una Camara de Neubauer. Se llevé
la suspensién a una concentraciéon de 3 x 10° células / 200 uL PBS apirégeno,
centrifugando a 1200 rpm durante 5 minutos cuando fue necesario. Se
dispensaron 3 x 10° células por placa de Petri conteniendo 10 mL medio de
cultivo RPMI 1640 (Sigma #R6504) suplementado con 10 mM HEPES (Sigma
#H4034), antibidtico/antimicéotico (100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de
estreptomicina y 0,25 ug/mL de anfoterina B, Sigma #P3539), 10% v/v Suero
Fetal Bovino (SFB, ProBioMont) y 20 ng/mL del factor de diferenciaciéon de
células dendriticas GM-CSF (Peprotech #315-03). A la solucion asi preparada la
denominamos “medio completo”. Se tuvo especial cuidado al dispensar la
suspension celular en cada placa de Petri, haciéndolo por goteo, formando una
“nube” de células compacta en el centro de la placa. Las placas se mantuvieron
en incubador a 37°C con atmosfera 5% v/v CO, durante el cultivo (de ahora en
mas, se asumird estas condiciones de incubacién a menos que se especifique lo
contrario). Al dia 3 se agregaron 10 mL de medio completo. En los dias 6 y 8 se
extrajeron 9 mL de medio de cada placa y se agregaron 10 mL de medio
completo fresco. La manipulacién se realizé de forma delicada, cuidando de no
mover la nube de células. El aspirado y dispensado de liquido se hizo
lentamente. Al dia 10 se descartaron 8 mL de liquido de cada placa y se
recolectaron las células en los 12 mL de liquido restante.

Con este método de preparacion de BMDC se obtuvieron 7 — 10 millones de
BMDC por placa, lo que correspondié a 56 — 140 millones de BMDC por ratén. El
cultivo al dia 10 se evalu6 por citometria de flujo (seccién 3.4.4), obteniéndose
70 — 90% eventos CD1l1lc+ (marcador de células dendriticas), 10 — 30% CD86
alto (molécula co-estimuladora que refleja el estado de activacién de las células)
y 2 — 5% eventos correspondientes a células muertas.
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3.1.5 Obtencidbn de macrdéfagos peritoneales provenientes de
estimulacion con medio tioglicolato

Para la obtencién de macrofagos peritoneales provenientes de estimulacion con
medio tioglicolato (ThioM¢, del inglés Thioglycollate-elicited macrophages) se
utilizaron ratones hembras C57BL/6 de al menos 8 semanas de edad,
provenientes del bioterio la Division de Laboratorios Veterinarios del MGAP
(DILAVE). El protocolo descrito a continuacion fue aprobado por la CHEA, N°
101900-001384-14.

Se preparé medio tioglicolato 4% p/v (Sigma-Aldrich, #B-2551) y se autoclavé.
Se mantuvo en oscuridad durante al menos 3 meses antes de usar. Se
inyectaron intraperitonealmente 450 uL del medio asi preparado por ratéon. Al dia
3 post-inyeccioén se sacrificé al animal por inhalacion del anestésico isofluorano y
se realiz6 un lavado peritoneal con 10 mL medio RPMI 0,2% SFB total (dos
lavados de 3 mL cada uno y uno final de 4 mL). Las células recuperadas se
contaron con Camara de Neubauer y resuspendieron en el medio
correspondiente a cada ensayo. Se dispensaron en placas de 96 pocillos y se
mantuvieron en incubador toda la noche antes de seguir con la manipulacion.

Este método permiti6 obtener aproximadamente 8 — 15 millones de células
peritoneales por raton, de las cuales 75 — 90% correspondian a macroéfagos
(segun expresion de los marcadores CD11b y F4/80 evaluados por citometria de
flujo, seccion 3.4.4).

3.2 Experimentos in vitro

3.2.1 Ensayos de evaluacion de los efectos de pLL sobre la respuesta de
células a IL-4

3.2.1.1 Efectos sobre sobre la activacion alternativa de BMDC inducida
por 1L-4

Para la evaluacion de los efectos de pLL sobre la expresién de marcadores de
activacion alternativa, a excepcion de la actividad arginasa, se sembraron 0,4 x
10° BMDC en RPMI 1640 suplementado con 10 mM HEPES,
antibiético/antimicético y 10% v/v SFB (“medio de trabajo™), en placas de 48
pocillos de fondo plano (volumen final 500 pL). Los estimulos, 20 ng/mL IL-4
(PeproTech #214-14 o BD #550067) y 10 nug pLL / pocillo (cantidad que
equivale a los 25 pg pLL/10° BMDC utilizada en [14]), se agregaron en forma de
mezcla en medio de trabajo. El cultivo se mantuvo en incubador durante el
tiempo especificado en cada ensayo. A tiempo cumplido, se retiré la placa del
incubador y se pas6 a hielo. Se analiz6 la expresion de marcadores de activacion
alternativa en las células por citometria de flujo (seccidon 3.4.4) y el nivel de
Relma en el sobrenadante mediante ELISA (seccion 3.4.5).
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En los ensayos de evaluacion de la actividad arginasa, se sembraron 0,4 x 10°
BMDC en placas de 96 pocillos de fondo plano, utilizando el mismo medio de
trabajo descrito para la evaluacion de los demas marcadores de activacion
alternativa. Nuevamente, los estimulos (20 ng/mL IL-4 y 10 ug pLL / pocillo) se
agregaron en forma de mezcla en medio de trabajo. El cultivo se mantuvo en
incubador durante el tiempo especificado. A tiempo cumplido, se retiré el
sobrenadante y las células se lisaron con 55 uL agua destilada 0,1% m/v Triton
X-100 por pocillo. Las muestras asi procesadas se mantuvieron a 4°C hasta la
realizacion de un ensayo de actividad arginasa (seccion 3.4.6).

3.2.1.2 Efectos sobre la fosforilacion de Akt inducida por IL-4

Para el andlisis de la fosforilaciéon de Akt inducida por IL-4 se sembraron 0,4 X
10° BMDC o ThioM¢ en placas de 96 pocillos, utilizando el medio de trabajo
correspondiente a cada tipo celular, en ausencia de SFB (RPMI 1640
suplementado con 10 mM HEPES y antibiético/antimicético para BMDC y DMEM
low glucose, Sigma-Aldrich #D5523, suplementado de la misma manera para
ThioM¢). El cultivo se mantuvo en incubador al menos 4 horas antes de seguir
con la manipulacién. Luego, se agregaron los estimulos (10 ug pLL / pocillo y/o
20 ng/mL IL-4) en forma de mezcla en solucion salina y se mantuvo en
incubador. Finalizada la estimulacién, la placa se pas6 a hielo y se centrifugé a
350 g durante 5 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se agregaron 30
uL PBS 1% m/v Triton X-100 conteniendo inhibidores de proteasas y fosfatasas
(Santa Cruz Biotechnology #SC-29130 y #SC-45045, respectivamente) por
pocillo. Las muestras lisadas se mantuvieron a -20°C hasta el momento de
realizar SDS-PAGE y Western blot, como se describe en las secciones 3.4.1 y
3.4.3, respectivamente.

3.2.2 Ensayos de evaluacion de los efectos de pLL sobre la respuesta de
células a factores de crecimiento

3.2.2.1 Efectos sobre la proliferacion

En estos ensayos se sembraron 0,4 x 10° BMDC en medio de trabajo en placas
de 48 pocillos de fondo plano. Los estimulos, 10 pug de pLL / pocillo y 20 ng/mL
GM-CSF, se agregaron en forma de mezcla en medio de trabajo. El cultivo se
mantuvo en incubador durante el tiempo especificado. Se realizé un pulso de 4
horas con 10 uM 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU, SIGMA #B92285)
inmediatamente previo al tiempo final. La BrdU es un derivado de Ila
desoxiuridina que se incorporara al ADN de células que se encuentren en fase S,
haciendo posible su identificacion posterior. A tiempo cumplido, se paso la placa
a hielo y se sigui6 con el marcado de los componentes de superficie para
citometria de flujo, secciéon 3.4.4.
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3.2.2.2 Efectos sobre la fosforilacion de Akt inducida por factores de
crecimiento

Estos ensayos se realizaron de manera analoga a la descrita en 3.2.1.2,
utilizando 20 ng/mL GM-CSF o 20 ng/mL M-CSF (Peprotech #315-02) como
estimulo para BMDC o ThioM¢, respectivamente, en presencia o ausencia de 10
ug pLL / pocillo. Ademas, en el caso de ThioM¢, los macréfagos provenientes del
lavado peritoneal (seccion 3.1.5) se purificaron por adherencia a la placa previo
a su estimulacion. Especificamente, se sembraron 0,4 x 10° células por pocillo en
200 pL medio de trabajo suplementado con 10% v/v SFB y se mantuvieron en
incubador toda la noche. Al dia siguiente se realiz6 un lavado con PBS (a 37°C)
con el fin de enriquecer el cultivo en las células adherentes. Se agregdé medio de
trabajo sin SFB y se mantuvo en incubador al menos 4 horas antes de seguir con
la manipulacién descrita en la seccién 3.2.1.2.

3.3 Experimentos in vivo

Los experimentos in vivo se realizaron en parte en la UdelaR y en parte en la
Universidad de Edimburgo (Reino Unido). Se utilizaron ratones C57BL/6,
hembras, de 6-8 semanas de edad, provenientes del bioterio de DILAVE
(Montevideo) o del bioterio Anne Walker (Edimburgo). Los animales se
mantuvieron en bioterios especialmente equipados para tales efectos, en cajas
con viruta autoclavada y tapas con filtro. Durante los experimentos no se
impusieron restricciones en la cantidad de comida o agua accesible para los
animales.

El protocolo descrito a continuacion corresponde al protocolo general de ensayos
in vivo para estudiar el efecto de materiales particulados sobre la proliferacion y
activacion alternativa inducidas por IL-4. El mismo fue aprobado por la CHEA (N°
101900-000316-15) y por los veterinarios responsables del bioterio Anne Walker
en el caso de los ensayos realizados en la Universidad de Edimburgo. Un
protocolo similar esta reportado en [35].

Como estimulo inductor de la proliferaciéon y activacion alternativa se utilizé un
complejo de IL-4 (IL-4c¢), para lograr una actividad biolégica de la citoquina mas
sostenida [63]. Este complejo se compone de IL-4 recombinante (rlL-4,
Peprotech #214-14) y un anticuerpo anti-IL-4 (11B11 BioXCell #BE0045), en
proporcién 1:5. El complejo se formé previo a cada experimento por mezcla de
los dos componentes en el minimo volumen posible a temperatura ambiente
durante 10 minutos, previo a su diluciébn con PBS apirégeno. Se inyectd IL-4c
(formado por 1 ug riL-4 + 5 ug anti-IL-4) o vehiculo, en 100 uL de PBS
apirogeno/raton, por via intraperitoneal (ip). A continuacion se inyectaron 200
uL de vehiculo o de una suspension particulada (pLL, Superosa 12 o Sephadex
G100; 30 pug o 10 pug de masa seca / ratdn), también por via ip en el mismo
flanco. Se utilizaron grupos de 5 ratones por tratamiento.
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A las 21 horas post-inyeccion, se administré en forma subcutanea, 1 mg de BrdU
disuelta en 100 puL de PBS apirégeno por raton, a todos los animales.
Veinticuatro horas post-inyecciéon, y 3 horas luego de la administracion de BrdU,
se sacrificaron los animales en camara de CO, (Edimburgo) o por inhalacion del
anestésico isofluorano (Montevideo) y se realiz6 un lavado peritoneal con 9 mL
de RPMI 1640 con 0,2% v/v SFB.

Las células recuperadas en el lavado se analizaron mediante citometria de flujo
(ver seccion 3.4.4) y se realizaron diversas cuantificaciones en el liquido
recuperado (ver secciones 3.4.5, 3.4.6y 3.4.7).

Variantes del protocolo general

En el experimento piloto para definir la dosis de material particulado a inyectar y
el tiempo final al cual observar potenciales efectos, se utilizaron 3 ratones por
grupo en lugar de 5. Se estudiaron las células recuperadas en un curso temporal
de 24, 48 y 96 horas post-inyecciéon de los estimulos. En todos los casos se
realiz6é un pulso de 3 horas con BrdU inmediatamente previo al tiempo final.

Se realiz6 ademas un ensayo utilizando pLL “bloqueado”. Este experimento
también conté con 3 animales por grupo. En el tratamiento correspondiente a
pLL “bloqueado” la suspensién a inyectar se incubd con una dilucién de suero
normal de ratén durante las 24 horas previas.

Se realizaron también ensayos para evaluar los efectos de pLL sobre la
proliferaciéon inducida por M-CSF. En estos casos se utiliz6 Fc-M-CSF como
estimulo, que corresponde a M-CSF fusionado a la porcion Fc de un anticuerpo
IgG1A de cerdo. Este reactivo fue generado en el laboratorio de D. Hume (UK
patent application GB1303537.1). La dosis utilizada fue de 5 ug Fc-M-CSF en 200
uL de PBS apirégeno por raton. Este reactivo fue utilizado en un protocolo similar
en [36].

También se utilizé una variante del protocolo general en el experimento que
utiliza el inhibidor de SHIP, 3a-aminocolestano (3AC, Echelon Biosciences #B-
0341). En este caso, los ratones recibieron una inyeccion de 200 uL 3AC 60 uM
en PBS apirégeno con 0,4% v/v etanol, o el vehiculo solamente, una hora previo
a la inyeccién de IL-4c y/o pLL.

3.4 Técnicas de analisis
3.4.1 SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE, del inglés SDS-
polyacrylamide gel elecroforesis) se realiz6 de acuerdo a lo descrito en Laemmli
et al. [64]. Se emplearon geles concentradores al 3% m/v y geles separadores
de porcentajes de acrilamida variables (8 a 10% m/v) segun el ensayo, todos de
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1,5 mm de espesor. Previo a la corrida, las muestras se mezclaron con buffer de
muestra 6X (Tris/HCI 0,35M pH 6,8 con 10% m/v SDS, 30% m/v glicerol y 0,12
mg/mL azul de bromofenol) y con una solucion de ditiotreitol (concentracion
final 20 mM), y se sometieron a desnaturalizacion mediante incubaciéon en bafo
de agua a 100°C durante 5 minutos. Junto a las muestras se corrié un marcador
de peso molecular de rango 6,5 a 200 kDa (SigmaMarker Wide Range, Sigma
#58445) y/o marcador de peso molecular pretefiido de rango 27 a 180 kDa
(Prestained Molecular Marker, Sigma #SDS7B2). Las corridas electroforéticas se
realizaron en el sistema Mini Protean 3 de Bio-Rad, a intensidad de corriente
constante (20 mA / gel) y temperatura ambiente.

3.4.2 Transferencia humeda a membranas de fluoruro de polivinilideno
(PVDF)

Las membranas de PVDF (Millipore #IPVHO0010) se humectaron con metanol
durante al menos 5 minutos. Luego, los geles de poliacrilamida a transferir y las
membranas de PVDF se equilibraron con solucion de transferencia (0,025 M Tris
base, 0,2 M glicina y metanol 20% v/v en agua) y se dispusieron en el cassette
de transferencia junto a papeles de filtro y esponjas también embebidos en la
misma solucién (en el orden: anodo/esponja/papel de filtro/gel/membrana de
PVDF/papel de filtro/esponja/catodo). Las transferencias se realizaron a 56 V
constante, a 4°C durante 16 horas.

3.4.3 Western blot

Finalizada la transferencia, las membranas de PVDF se lavaron con PBS 0,05%
m/v Tween-20 (solucién de lavado) durante 5 minutos. Luego, se tifieron con
Rojo Ponceau (tincion reversible de proteinas) para verificar una transferencia
exitosa. La tincion se lavd con solucidon de lavado y las membranas limpias se
incubaron en solucién de bloqueo (PBS 0,1% m/v Tween-20 0,2% m/v
seroalbumina bovina) durante al menos 2 horas a temperatura ambiente. Luego
del bloqueo, las membranas se incubaron con una dilucién apropiada del primer
anticuerpo en PBS 0,1% m/v Tween-20 0,5% m/v seroalbumina bovina 0,1%
m/v azida de sodio (buffer de incubacién), a 4°C durante toda la noche. Se
realizaron 3 lavados de 5, 10 y 15 minutos respectivamente. Se incubd con una
dilucién apropiada del anticuerpo de deteccidn conjugado a peroxidasa de
rabano (HRP, del inglés horseradish peroxidase) en buffer de incubacién sin
azida de sodio, durante 1,5 horas a temperatura ambiente con agitacién. Se
realizaron 3 lavados de 5, 10 y 15 minutos respectivamente. EI marcado se
revelé utilizando el sustrato quimioluminiscente de la enzima peroxidasa
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo #34080). El
tiempo de exposicion se detalla en cada figura. Los blots se visualizaron en el
transiluminador asociado al software Quantity One (version 4.6.2) dentro del
equipo Universal Hood Il de Bio-Rad. Se realiz6 la cuantificacion integral de
intensidad sobre area de las bandas obtenidas con el software Image Studio Lite
(version 5.0), definiendo el area de la membrana correspondiente a cada banda
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y utilizando el método de local background substraction. Este toma como
intensidad de fondo la correspondiente al borde del area definida como “banda”
y se lo resta al valor de intensidad medido en cada caso.

En los western blots para Akt fosforilado, se utilizé el anticuerpo anti-pAkt S473
(Cell Signaling Technologies #4060P), en una dilucién 1/1000. Como segundo
anticuerpo se utiliz6 un anti-lgG de conejo conjugado a HRP (Calbiochem
#401353), en una dilucién 1/5000.

En los western blots para ERK fosforilado, se utilizé el anticuerpo anti-pERK
T202/Y204 (Cell Signaling Technologies #4370P), en una dilucién 1/2000. Como
segundo anticuerpo se utiliz6 un anti-lgG de conejo conjugado a HRP
(Calbiochem #401353), en una diluciéon 1/5000.

Como control de carga se utilizé la banda correspondiente a actina tefida con
Rojo Ponceau. La identidad de la banda se corroboré por espectrometria de
masa de la banda (distinguible en tincibn de Coomassie) en el gel de
poliacrilamida.

3.4.4 Citometria de flujo
3.4.4.1 Marcado de componentes de superficie

Para tincion de citometria las células se transfirieron a una placa de 96 pocillos
de fondo en V, a razéon de 0,5 x 10° células / pocillo. Una vez en la placa de
tincién, las células se lavaron dos veces con 100 uL de PBS 0,1% m/v
seroalbumina bovina, 2 mM EDTA, pH 7,1 (solucibn FACS) por pocillo,
centrifugando 350 g durante 5 minutos a 4°C cada vez. Luego de cada
centrifugacion, se descarté el sobrenadante por inversion de la placa y se
disgregaron las células por pasaje de la placa por un agitador tipo vortice.

Luego, las células se incubaron con 25 puL de FACS 10% v/v suero normal de
rata, durante 15 minutos sobre hielo. Este paso, si bien es un bloqueo general,
es necesario para bloquear los receptores Fc presentes en las células y asi
impedir que los anticuerpos de la incubacién siguiente se unan a las células a
través de ellos en lugar de hacerlo a través de su epitope especifico.
Seguidamente, las células se incubaron con 25 uL de una mezcla de anticuerpos
conjugados a fluorocromos especificos para antigenos de interés, diluidos en
solucién FACS como se especifica en la Tabla 3.1, durante 30 — 45 minutos
sobre hielo y protegidas de la luz. En paralelo se realizaron los marcados con los
controles isotipicos (mismo isotipo, especie de origen y fluorocromo que los
anticuerpos de interés, pero especifico para un antigeno irrelevante) y los
marcados simples (incubacién con un Unico anticuerpo, necesario para la
compensacion de colores en el citbmetro).

Finalmente, se realizaron 2 lavados con 100 uL solucion FACS por pocillo,
centrifugando a 350 g durante 5 minutos a 4°C cada vez. Las células se
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mantuvieron en 100 uL FACS por pocillo sobre hielo hasta medir en el citbmetro
BD FACS Canto Il (BD Biosciences).

3.4.4.2 Tincion con la sonda de viabilidad To-Pro3

La sonda To-Pro3 (Invitrogen #T3605) es una sonda incapaz de penetrar la
membrana celular, que fluoresce al unirse a ADN de doble cadena. De esta
manera, marca las células cuya integridad de membrana se encuentra
comprometida, como es el caso de las células muertas.

Antes de medir en el citbmetro, se incubaron las células con FACS 24 nM To-
Pro3 durante 5 minutos. Esta sonda fluoresce en el canal correspondiente al
fluoréforo aloficocianina (APC, del inglés allophycocyanine). Las células positivas
se consideran células muertas.

3.4.4.3 Marcado de componentes intracelulares

Para medir componentes intracelulares por citometria de flujo, primero se debe
marcar los componentes de superficie de las células que se desee, siguiendo los
pasos de la seccién 3.4.4.1 con minimas diferencias.

Para medir viabilidad, se requiere de una sonda capaz de resistir el proceso de
fijado y permeabilizacion al cual se sometera a las células posteriormente. Por
ello, en lugar de To-Pro3 se utiliz6 la sonda Live/Dead (Life Technologies
#134957 o #L10120). Esta sonda tiene afinidad por las poliaminas. En las
células muertas, cuya integridad de membrana se encuentra comprometida, la
sonda se unira a las poliaminas intracelulares ademas de a las de superficie, por
lo que les conferirh una intensidad de fluorescencia mucho mayor. La union
sonda-poliamina es de caracter covalente y no se ve afectada por el proceso de
fijado y permeabilizacion posterior. Luego de transferir las células a la placa de
tincién de citometria y antes de agregar la solucién de bloqueo, se incubaron las
células con 10 pL de una dilucién 1/500 en PBS de la sonda, durante 10 minutos
a temperatura ambiente y en oscuridad. Se incubd luego con 15 uL de solucion
de bloqueo en lugar de 25 uL y se prosiguié tal cual se describe en la seccién
3.4.4.1.

Luego del segundo lavado posterior al marcado de los componentes de
superficie, se fijaron las células. El fijado se realizé por incubacién con 100 uL de
FACS 2% m/v paraformaldehido durante 20 minutos a 4°C y protegido de la luz.

A tiempo cumplido, se descarté el agente fijador y se realizaron dos lavados con
100 pL solucién de Permeabilizacion/Lavado (eBioscience #00-8333-56).

Seguidamente, las células se incubaron durante 30 minutos con 20 uL de una
mezcla de anticuerpos especificos para antigenos de interés, conjugados a
fluorocromos o a biotina, diluidos en solucion de Permeabilizacion/Lavado como
se especifica en la Tabla 3.1. La incubacién se realizé a temperatura ambiente y
en oscuridad. A tiempo cumplido, se realiz6 un lavado con solucion de
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Permeabilizacion/Lavado y se incub6 con 50 pL de estreptavidina conjugada a un
fluoréforo durante 45 minutos sobre hielo. En caso de no haber utilizado
anticuerpos conjugados a biotina en el paso anterior, se procedié directamente a
los dos lavados finales con soluciéon de Permeabilizacién/Lavado. Las células se
dejaron en 100 pL de la misma solucion, sobre hielo y protegidas de la luz, hasta
el momento de medir.

3.4.4.4 Marcado de componentes nucleares

Para medir componentes nucleares, como es el caso de la BrdU incorporada en
los experimentos de proliferacion, para el fijado se utilizaron 100 uL del fijador
del kit FoxP3 Staining Buffer Set (eBioscience #00-5523-00), durante toda la
noche a 4°C y protegido de la luz. Se realizaron dos lavados con solucién de
Permeabilizacion/Lavado, y se incub6é con 100 uL de solucion ADNasa (SIGMA
#D5025) 765 KU/mL en PBS, durante 30 minutos a 37°C y en oscuridad.

A tiempo cumplido, se lavo la ADNasa con solucion de Permeabilizacién/Lavado y
se continud con el protocolo descrito en la seccién anterior.

Los datos obtenidos por citometria de flujo se analizaron utilizando el software
FlowJo version 7.6.

3.4.5 Cuantificaciobn de citoquinas y otras proteinas en solucion
mediante ELISA (del inglés, enzyme-linked immunosorbent assay)

Los sobrenadantes de los ensayos in vitro, asi como el primer mL de lavado
peritoneal de los ensayos in vivo, se mantuvieron a -20°C hasta realizar el ELISA
para detectar citoquinas u otras proteinas secretadas. Para estos ensayos se
utilizaron placas de 96 pocillos Maxisorp (Thermo, #442404). En forma general,
se incubd la placa con una dilucién apropiada del anticuerpo de captura en el
buffer correspondiente, durante toda la noche a 4°C. Luego, se bloqued con una
solucién de PBS 10% v/v SFB durante al menos 1 hora a temperatura ambiente,
para cubrir los sitios de unién en la placa no ocupados por el anticuerpo de
captura. Seguidamente, se incub6 con la muestra o con una dilucién seriada de
estandar. Luego, se incubd con una dilucién apropiada del anticuerpo de
deteccidén conjugado a biotina en el buffer correspondiente, y posteriormente con
estreptavidina conjugada a la enzima peroxidasa. Después de cada incubacion se
realizaron lavados con PBS 0,05% m/v Tween-20. Finalmente, se revelo
agregando 100 pL de una solucion de tetrametilbencidina (TMB, Applichem
#A3840). El desarrollo de color se detuvo por agregado de 50 uL de H,SO, 1M.
Se midi6é absorbancia a 450 nm.

Las concentraciones de anticuerpos y estandares utilizados, asi como los buffers
correspondientes para cada incubacion, se detallan en la Tabla 3.2.
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3.4.6 Ensayo de actividad arginasa

Este ensayo utiliza la generacion de urea a partir de L-arginina exégena como
medida de la actividad arginasa a tiempo final en la muestra. Se empled tanto
sobre muestras de lavado peritoneal provenientes de experimentos in vivo como
sobre lisados celulares totales de experimentos in vitro, en ambos casos en el
contexto de estimulacion con IL-4.

Se mezcld, manteniendo en hielo, 50 uL de muestra con 50 uL Tris-HCI 25 mM
pH 7,2 y 10 uL MnCl, 10 mM. Luego, la mezcla se incubé a 56°C durante 10
minutos y se volvié a hielo. Se agregaron 100 uL de L-arginina 0,5 M y se
incubaron a 37°C durante 1 — 2 horas. Entre tanto, se preparé un nuevo grupo
de tubos con 160 uL de solucién de detencion (H>SO4:H3PO4:dH,0 1:3:7 v/v/v) y
8 uL de isonitrosopropiofenona (ISPF) al 9% p/v en etanol absoluto, y se
mantuvieron en hielo. Ademas, se prepard una diluciéon seriada de urea que se
utilizé como estandar. Finalizada la incubacién a 37°C, se transfirieron 40 uL de
cada muestra (muestra o estandar) a los tubos que contenian la mezcla solucién
de detencidon/ISPF. Estos se incubaron a 95°C durante 30 minutos. Luego, se
transfiri6 un volumen adecuado a una placa de 96 pocillos y se midio la
absorbancia a 540 nm. Es importante que las soluciones de L-arginina e ISPF
sean preparadas en el momento.

3.4.7 Ensayo de Griess

Este ensayo mide la presencia de nitritos en la muestra mediante la formaciéon
de un compuesto azo coloreado. El nivel de nitrito en la muestra, uno de los
metabolitos del 6xido nitrico (NO), se relaciona con la producciéon de NO.

El ensayo de Griess se basa en la reaccion entre nitrito y acido sulfanilico en
condiciones &cidas, con el acople del ion diazonio resultante a a-naftilamina para
dar un producto coloreado. Se prepard el reactivo de Griess (1,45 mL H;PO, al
85% v/v, 0,25 g sulfanilamida, 0,025 naftileno en 25 mL total) y una solucién de
nitrito para utilizar como estandar. Se mezclaron voliumenes iguales del reactivo
de Griess con la muestra o estandar en una placa de 96 pocillos. La placa se
mantuvo en oscuridad durante 5 minutos y luego se midi6é la absorbancia a 540
nm.

3.5 Analisis estadistico de los datos

El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el software GraphPad Prism
version 5. En los experimentos que incluyeron cursos temporales se realizé el
test Two-Way ANOVA con post test de Bonferroni. En los demas casos se realizo
el test One-Way ANOVA con post test de Tukey. Los niveles de significancia se
indican en cada figura.
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Marcado Antigeno Fluorocromo Dilucién Marca #catalogo
CD4 PerCP 1/330 BioLegend #100432
CDS8 PECy7 1/500 BioLegend #100722
CD11b PECy7 1/200 BioLegend #101216
CD11c APCCy7 1/200 BioLegend #117324
CD11c PECy7 1/200 eBioscience #25-0114-82
CD19 APCCy7 1/200 BD #557655
CD19 Bv421 1/180 BioLegend #115538
CD40 FitC 1/200 BioLegend #124608
Superficie CD86 PE 1/200 BD #553692
CD86 PE 1/200 eBioscience #12-0862-81
CD115 APC 1/200 BioLegend #135510
F4/80 PECy7 1/300 eBioscience #25-4801-82
F4/80 AF488 (FitC) 1/200 eBioscience #53-4801-82
Ly6G Bv421 1/180 BioLegend #127627
MHCII Pacific Blue 1/160 BioLegend #107620
MHCII PerCP 1/600 BioLegend #107624
SiglecF Bv421 1/180 BD #562681
TCRpB Pacific Blue 1/180 BioLegend #109226
BrdU PE 1,5 uL/muestra BioLegend #339812
IFNy FitC 1/200 BD #554411
IL-4 APC 1/200 BioLegend #504106
IL-5 PE 1/200 BioLegend #504304
IL-10 APC 1/200 BioLegend #505010
Intracelular IL-13 PE 1/200 eBioscience #12-7133-82
IL-17 AF488 (FitC) 1/200 BioLegend #506909
Ki67 FitC 5 plL/muestra BD #556026
MR AF647 (APC) 1/240 BioLegend #141712
PDL2 PE 1/240 eBioscience #12-5986
Relma FitC o PE * 1/100 Peprotech #500-P214
Yml biotina / Strep-PerCP 1/40 RD #BAF2446
Live/Dead AmCyan 1/500 Life Technologies #1L34957
Viabilidad Live/Dead Far Red 1/500 Life Technologies #1L10120
ToPro3 APC 1/1000 Invitrogen #T3605

Tabla 3.1 Herramientas utilizadas en citometria de flujo

Se detallan los anticuerpos y reactivos especiales utilizados en citometria de flujo, junto con su dilucién de

trabajo (final), marca y nimero de catalogo.
* Se utilizaron kits de marcado de IgG de conejo con AF488 (FitC) o PE (Invitrogen #25302 o #25355,

respectivamente).

AF488 = Alexa Fluor 488; AF647 = Alexa Fluor 647; APC = aloficocianina; BV421 = Brilliant Violet 421; Cy7 =
cianina 7; FitC = isotiocianato de fluoresceina; PE = ficoeritrina; PerCP = Perinidinin Chlorophyll Protein;

Strep = estreptavidina.
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Conc. inicial

Anticuerpo de captura

Conc. final

Citoquina (ng/mL) (ng/mL) Dilucién Buffer Marca #catalogo
IFNy - - 1/315 0,1M NaHCO; pH 9,6 Produccioén propia UoE
IL-4 9060 1,2 1/7550 PBS Produccién propia UoE
IL-5 800 1,6 1/500 PBS Produccién propia UoE
IL-6 500 1 1/500 0,1 M NaoHPO,4 pH 12 BD #554400
IL-10 500 4 1/125 0,2 M NaHPO, pH 6,5 eBioscience #14-7101-85

IL-12p40 1000 2 1/500 0,2 M Na,HPO,4 pH 6,5 BD #551219
IL-12p70 - - 1/250 0,2 M Na,HPO,4 pH 6,5 BD #555256
IL-13 500 4 1/125 PBS eBioscience #14-7133-85
IL-17 360 2 1/180 PBS RD #DY421
Relma 100 1 1/100 0,1M NaHCO; pH 9,6 Peprotech #500-P214
TNFa 144 0,8 1/180 PBS RD #DY410
Yml 720 1 1/720 PBS RD #2446
Estandar
Citoquina Conc. inicial  Conc. final Dilucién Buffer Marca #catalogo
(pg/mL) (ng/mL)
IFNy 10 50 pg/mL 1/200 PBS 10% SFB Peprotech #315-05
IL-4 2 8 1/250 PBS 10% SFB Peprotech #214-14
IL-5 5 10 1/500 PBS 10% SFB Peprotech #215-15
IL-6 5 25 1/200 PBS 10% SFB Peprotech #216-16
IL-10 5 50 1/100 PBS 10% SFB Peprotech #210-10
IL-12p40 5 50 1/100 PBS 10% SFB Peprotech #210-12
IL-12p70 140 ng/mL 7 1/20 PBS 1% BSA RD #DY419
IL-13 5 16 1/312 PBS 1% BSA Peprotech #210-13
IL-17 160 ng/mL 1 1/160 PBS 1% BSA RD #DY421
Relma 25 100 1/250 PBS 10% SFB Peprotech #450-26
TNFa 20 ng/mL 2 1/100 PBS 1% BSA RD #DY410
Yml 620 ng/mL 29 1/31 PBS 1% BSA Produccién propia UoE
Anticuerpo de deteccion

Citoquina Co(z;./:::gal C&r;c/.r:[];u Dilucién Buffer Marca #catalogo
IFNy 500 1 1/500 PBS 10% SFB BioLegend #505804
IL-4 500 0,25 1/2000 PBS 10% SFB BioLegend #504202
IL-5 500 0,17 1/3000 PBS 10% SFB BioLegend #504402
IL-6 500 0,5 1/1000 PBS 10% SFB BD #554402
IL-10 500 0,25 1/2000 PBS 10% SFB eBioscience #13-7102-85

IL-12p40 500 0,5 1/1000 PBS 10% SFB BioLegend #505302
IL-12p70 - - 1/250 PBS 10% SFB BD #555256
IL-13 500 1 1/500 PBS 1% BSA eBioscience #13-7135-85
IL-17 72 0,4 1/180 PBS 1% BSA RD #DY421
Relma 50 0,25 1/200 PBS 10% SFB Peprotech #500-P214Bt
TNFa 36 0,2 1/180 PBS 1% BSA RD #DY410
Yml 50 0,1 1/500 PBS 1% BSA RD #BAF2446

Tabla 3.2 Reactivos utilizados en ensayos ELISA

Se detallan los anticuerpos de captura y deteccidén, asi como el estandar, utilizados en ensayos ELISA, junto
con sus diluciones de trabajo, buffer de dilucién, marca y nimero de catdlogo. UoE = University of Edinburgh.
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4. Resultados
4.1 Efectos de pLL sobre la activacion alternativa en BMDC in vitro

Como se mencioné en la introduccién, la IL-4 juega un rol central en la
respuesta montada durante infecciones por helmintos. Dentro de la inmunidad
innata, especificamente sobre células dendriticas y macrofagos, esta citoquina
induce un fenotipo de activaciéon alternativa, caracterizado por un aumento en la
expresion de receptor de manosa y PDL2 en la superficie, induccion de la enzima
arginasa 1 y expresion de las proteinas de secrecion Relma y Ym1, entre otros.

Como se introdujo en la seccion 1.3, el grupo trabaja con un material particulado
de la capa laminar de Echinococcus granulosus que denominamos pLL [14].
Resultados previos, no publicados, muestran que pLL es capaz de inhibir ciertos
marcadores de activacion alternativa en células dendriticas, en ensayos de 18
horas de incubacién (C. Casaravilla, no publicados). El trabajo de Weisser et al.
[52] muestra que la induccién de activacion alternativa en macrofagos sigue una
cinética de varios dias. Especificamente, los autores observan que la expresion
de Ym1l y arginasa 1 aumentan progresivamente durante un curso temporal de
cinco dias de incubacién con IL-4. Nos parecié entonces interesante evaluar el
efecto de pLL sobre la activacion alternativa de células dendriticas en estas
cinéticas mas largas. Se trabajé con BMDC estimuladas con IL-4 recombinante
durante uno, dos o tres dias (Figura 4.1).

Al tratarse de ensayos de varios dias, donde no se le agrega medio fresco al
cultivo, una preocupacioén era la viabilidad del cultivo a tiempos largos. Por esta
razon, en cada tiempo final se determiné la viabilidad del cultivo con la sonda
Live/Dead, encontrandose alrededor del 80% células vivas en todos los casos,
sin diferencias significativas asociadas al tiempo de incubacibn o a los
tratamientos ensayados (datos no mostrados).

De acuerdo a lo esperado, la IL-4 indujo aumentos significativos en la expresion
de MR, PDL2, Relma y Ym1, si bien el aumento en expresiéon de MR fue débil.
Similar a lo reportado por Weisser et al. para niveles de Ym1 y arginasa 1 en
lisados totales de macréfagos, se observa que la expresion de los marcadores
tendié a continuar aumentando luego de las 24 horas de incubacién con IL-4 en
células dendriticas. Sin embargo, el aumento no fue tan marcado como el
reportado por estos autores. Respecto a la actividad de pLL, se observdé que
tiene un efecto inhibitorio sobre la expresion de Relma inducida por IL-4, que
persiste con el tiempo de incubacidon. Sin embargo, no presenté efectos
significativos sobre la expresion de los demas marcadores estudiados (Figura
4.1).
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Figura 4.1 Curso temporal para marcadores de activacion alternativa en BMDC
incubadas con IL-4 en presencia o ausencia de pLL

Se incubaron 0,4 x 106 BMDC con IL-4 20 ng/mL, en presencia o ausencia de pLL, durante
los tiempos especificados. A tiempo cumplido, se midieron diversos marcadores de activacion
alternativa mediante citometria de flujo. Las graficas muestran promedio + SEM del
porcentaje de células positivas para Receptor de Manosa (MR, A), PDL2 (B), Relma (C) o
Ym1 (D). Se aplico el test estadistico Two-Way ANOVA, con post-test de Bonferroni, luego de
transformaciéon logaritmica de los datos. Los simbolos & y * indican diferencias con la
condicion basal o estimulada con IL-4, respectivamente; uno, dos o tres simbolos
corresponden a p<0,05, p<0,01 o p<0,001, respectivamente. Resultado representativo de al
menos dos experimentos independientes por tiempo estudiado.

Se investigd el efecto de pLL sobre Relma secretada, también en un curso
temporal (Figura 4.2). Curiosamente, no se observé una acumulacion de Relma
con el tiempo, lo que indica que la misma se degrada en el cultivo con una
cinética similar o incluso méas réapida que la de su produccién. La presencia de



pLL generd una inhibiciéon del nivel de Relma en el sobrenadante de cultivo. El
efecto se acentudé con el tiempo, a diferencia de lo que se observa para la
expresion intracelular. Esto muestra que la inhibiciéon de Relma por pLL se refleja
tanto a nivel de expresion intracelular como de proteina secretada.
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Figura 4.2 Curso temporal de producciéon de Relmoa por BMDC
incubadas con IL-4 en presencia o ausencia de pLL

Se incubaron 0,4 x 106 BMDC con IL-4 20 ng/mL, en presencia 0 ausencia
de 10 pg pLL, durante los tiempos especificados. La grafica muestra
promedio + SEM del nivel de Relma en el sobrenadante de cultivo. Se
aplico el test estadistico Two-Way ANOVA, con post-test de Bonferroni,
luego de transformacion logaritmica de los datos. & y * indican diferencias
con la condicién basal o estimulada con IL-4, respectivamente. Uno o tres
simbolos corresponden a p<0,05 o p<0,001, respectivamente. Resultado
representativo de al menos dos experimentos independientes por tiempo
estudiado.

También se estudio la actividad arginasa presente en lisados celulares del cultivo
(Figura 4.3). Como se espera, la IL-4 indujo actividad arginasa en BMDC. La
presencia de pLL tendié a inhibir este parametro, sin alcanzar significancia
estadistica. Vale destacar que este experimento se realiz6 una Unica vez, por lo
que para sacar conclusiones estadisticamente validas deberia repetirse.
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Figura 4.3 Curso temporal de actividad arginasa en BMDC
incubadas con IL-4 en presencia o ausencia de pLL

Se incubaron 0,4 x 106 BMDC con IL-4 20 ng/mL, en presencia o ausencia
de 10 ug pLL, durante los tiempos especificados. A tiempo cumplido, se
midié la actividad arginasa en lisados celulares. La grafica muestra
promedio + SEM de concentraciébn de urea, producto de la enzima
arginasa. Se aplico el test estadistico Two-Way ANOVA, con post-test de
Bonferroni, luego de transformacion logaritmica de los datos. && indica
diferencia con la condicién basal, con p<0,01.

En conclusidn, la presencia de pLL inhibié la expresion de Relma inducida por IL-
4, y tuvo efectos débilmente inhibitorios o nulos sobre la induccidon de los otros
marcadores de activacion alternativa ensayados (MR, PDL2, Ym1, actividad
arginasa).

4.2 Efectos de pLL sobre la activacion de Akt en BMDC y ThioM¢ in vitro

Como se menciond en la introduccion, en macroéfagos y células dendriticas estan
presentes ambas formas del receptor de la IL-4, de tipo | y de tipo Il, por lo que
se activan las vias de JAK/STAT6 y de PI3K/Akt (ver Figura 1.3 Esquema de
sefalizacion por IL-4). El estudio de potenciales efectos de pLL sobre la via de
JAK/STAT6 se vio impedido por la imposibilidad de detectar STAT6 fosforilado
luego de estimulacién con IL-4, a las dosis de 20 — 200 ng/mL (resultados no
mostrados). Por otro lado, datos previos del grupo mostraban que la exposicion
a pLL inhibia la fosforilacion de Akt en respuesta a estimulacion con LPS en
BMDC. Ademéas, como ya se menciond, entre los marcadores de activacion
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alternativa estudiados, Relma es el que tiene una dependencia mas fuerte con la
via de PI3K/Akt, al menos en macrofagos [44, 52-54]. Interesantemente, los
resultados observados en esos articulos en presencia de inhibidores de PI3K o de
Akt estan de acuerdo con los que obtenemos al incubar células dendriticas con
IL-4 en presencia de pLL: una inhibicién de la produccion y secreciéon de Relma
muy fuerte y efectos menores sobre los otros parametros. Es asi que decidimos
investigar el efecto de pLL sobre la sefializacion por PI3K/Akt inducida por IL-4
(Figura 4.4).
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+ - + + - + pLL

IL-4 IL-4

Figura 4.4 Fosforilacion de Akt en respuesta a IL-4 en BMDC, en
presencia o ausencia de pLL

Se incubaron 0,4 x 106 BMDC con IL-4 20 ng/mL, en presencia 0 ausencia
de 10 ng pLL durante los tiempos especificados. A tiempo cumplido, se
midieron los niveles de Akt fosforilado en la posicion Ser 473 (pAkt) en
lisados celulares totales mediante Western Blot. Se muestra la

densitometria para O y 80 minutos de estimulacion. Resultado
representativo de tres experimentos independientes.

Se observé que pLL inhibe fuertemente la fosforilacion de Akt inducida por IL-4
en células dendriticas. Cabe destacar que la fosforilaciéon de Akt inducida por IL-
4 es débil en comparacion con la inducida por otros estimulos, como LPS por
ejemplo (datos no mostrados). Por esta razén, estos ensayos se realizaron sobre
células “hambreadas” durante 24 horas y luego estimuladas con IL-4 en solucién
salina. Se determin6é la viabilidad del cultivo luego del “hambreado” y se
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constatd que se trataba de alrededor de 90% células vivas. Estas condiciones de
“hambreado” y estimulacibn se mantuvieron para ensayos posteriores de
deteccién de proteinas fosforiladas en lisados celulares totales.

Tal como se comento anteriormente, la via PI3K/Akt es una via de sefializacion
central para la célula, utilizada por diversos factores, no solo por la IL-4. En
particular, los factores de crecimiento sefializan a través de ella, logrando asi su
efecto proliferativo y de supervivencia celular [43]. Nos propusimos investigar si
el efecto observado sobre Akt se extendia a la sefalizacién inducida por factores
de crecimiento (Figura 4.5).

S, 31
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pAkt — — — -—— o — ':':)

Control <
de carga v 4 e

+ - + pLL

GM-CSF

Figura 4.5 Fosforilacion de Akt en respuesta a GM-CSF en BMDC, en presencia o
ausencia de pLL

6
Se incubaron 0,4 x 10 BMDC con GM-CSF 20 ng/mL, en presencia o ausencia de 10 ug pLL
durante el tiempo especificado. A tiempo cumplido, se midieron los niveles de Akt fosforilado
en la posicion Ser 473 (pAkt) en lisados celulares totales mediante Western Blot. Se muestra

la densitometria para 80 minutos de estimulacion, que corresponde al pico de fosforilacion
suscitada por GM-CSF. Resultado representativo de dos experimentos independientes.

Se observd que pLL también es capaz de inhibir la fosforilacion de Akt inducida
por GM-CSF en células dendriticas. Esta observacion descarta de alguna manera
que el efecto de pLL sobre la fosforilacion inducida por IL-4 se deba a una
interferencia con el receptor para la citoquina, aunque esta hipo6tesis no fue
evaluada directamente.

Nos parecié interesante ampliar las observaciones a macrofagos. Para ello
utilizamos el modelo de macréfagos generados por inyeccibn con medio
tioglicolato (ThioM¢) que permite recuperar macrofagos no activados ex vivo en
numeros suficientes (aproximadamente 8 — 15 x 10° por ratén) para el trabajo
in vitro.
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Se quiso comprobar en ThioM¢ entonces, si pLL tenia el efecto sobre la
activacion de Akt inducida por IL-4 o por el factor de crecimiento M-CSF, similar
a lo observado previamente en BMDC (Figuras 4.6 y 4.7).

o’ 40’ 80’ 120’ % 101
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Figura 4.6 Fosforilaciéon de Akt en respuesta a IL-4 o M-CSF en ThioM¢

Se incubaron 0,4 x 106 ThioM¢ con IL-4 20 ng/mL o M-CSF 20 ng/mL durante los tiempos
especificados. A tiempo cumplido, se midieron los niveles de Akt fosforilado en la posicion
Ser 473 (pAkt) en lisados celulares totales mediante Western Blot. Se muestra la
densitometria correspondiente a 120 minutos de estimulacién. Resultado representativo de
dos experimentos independientes.

Se observo que IL-4 no induce fosforilacion de Akt reproduciblemente detectable
en este tipo celular, lo cual es coincidente con lo reportado anteriormente [43].
Esto imposibilitd determinar un posible efecto inhibitorio de pLL sobre la
activacion de Akt en este sistema. En cambio, se pudo observar fosforilacion de
Akt significativa y reproducible inducida por el factor de crecimiento M-CSF
(Figura 4.6). Es asi que se utilizO este estimulo para un ensayo analogo al
realizado con GM-CSF en BMDC (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Fosforilacibn de Akt en respuesta a M-CSF en ThioM¢, en presencia o
ausencia de pLL

Se incubaron 0,4 x 106 ThioM¢ con M-CSF 20 ng/mL, en presencia o ausencia de 10 ug pLL
durante los tiempos especificados. A tiempo cumplido, se midieron los niveles de Akt
fosforilado en la posicion Ser 473 (pAkt) en lisados celulares totales mediante Western Blot.
Se muestra la densitometria para 80 minutos de estimulacién. Resultado representativo de
cuatro experimentos independientes.
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En este caso se pudo observar un efecto inhibitorio de pLL sobre la fosforilacion
de Akt inducida por M-CSF en ThioM¢.

En suma, la incubacién con pLL inhibe la fosforilacion de Akt inducida por
diversos estimulos (IL-4, GM-CSF, M-CSF, LPS) en distintos tipos celulares
(BMDC o ThioMd).

4.3 Efectos de pLL sobre proliferacion celular in vitro

Uno de los muchos procesos en los que estd involucrada la via PI3BK/Akt es la
proliferacion celular. Teniendo en cuenta que pLL interfiere con la sefializacion a
través de Akt en respuesta a cuatro estimulos diferentes (LPS, IL-4, M-CSF y
GM-CSF), decidimos estudiar si pLL tiene un efecto sobre la proliferacion celular.
Para ello se estimularon BMDC con GM-CSF y se administré un pulso de 4 horas
de BrdU inmediatamente previo al tiempo final. La BrdU es un analogo de la
desoxiuridina que se incorporara al ADN sintetizado dentro del pulso, marcando
de esta manera a las células en fase S, proceso imprescindible para la
proliferacion. Esto permite determinar el porcentaje de células en el cultivo que
entran en ciclo, una medida indirecta de proliferacion celular, aun a tiempos
finales a los cuales no llega a haber aumento de niamero celular (parametro que
por otra parte es afectado ademas por la velocidad de muerte celular, Figura
4.8).
Figura 4.8 Curso temporal

incorporacion de BrdU en BMDC,

presencia o ausencia de pLL

de
en

888& Se incubaron 0,4 x 106 BMDC con GM-CSF
20 ng/mL, en presencia o ausencia de 10 ug
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&&&

14 Tk &8&

administré un pulso de BrdU 10 uM 4 horas
2 antes de cada tiempo final. A tiempo
Kkk cumplido, se midi6 la incorporacion de BrdU
mediante citometria de flujo. La grafica
muestra promedio + SEM del porcentaje de
células dendriticas positivas para BrdU. Se

0- aplico el test estadistico Two-Way ANOVA,

-+ -+ - + - + - + - + pLL

con post-test de Bonferroni. & y * indican
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estimuladas con GM-CSF, respectivamente.

Uno o tres simbolos corresponden a p<0,05
0 p<0,001, respectivamente. El resultado a
las 24 horas se repiti6 en un segundo

experimento independiente.
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Como se esperaba, GM-CSF indujo un aumento del porcentaje de células
positivas para BrdU (2%BrdU+), significativo para todos los tiempos estudiados.
Tal como se indica en la figura, la incubaciéon con pLL inhibié significativamente
el %BrdU+ para los tres tiempos analizados. Vale destacar que las BMDC
provienen de 10 dias de intensa proliferaciéon y diferenciacion previo a la
realizacion del experimento. Por lo tanto, no sorprende que los niveles de
incorporacion de BrdU alcanzados sean bajos, si bien son significativos.

Esta reportado para macrofagos que la activacion clasica (producto de
estimulacion con LPS o IFNy) inhibe la proliferacion de estas células [65].
Resultados previos del grupo muestran que pLL no presenta niveles detectables
de pirégenos por el test LAL, y que la exposicién al material no induce activacion
clasica de BMDC [14]. Aun asi, se quiso verificar que el efecto observado sobre
la proliferacion de BMDC no se debiese a la presencia de trazas de agonistas de
TLR en la preparacion. Por ello, se realizé el mismo experimento utilizando BMDC
provenientes de ratones doble knock out para MyD88 y Trif, moléculas
imprescindibles en la sefializacion a través de agonistas de TLR (Figura 4.9).

Figura 4.9 Inhibicion de la incorporacion de
BrdU en presencia de pLL, en BMDC knock

out para MyD88/Trif y de tipo silvestre

> 28 Se incubaron 0,4 x 106 BMDC KO o de tipo
4- silvestre con GM-CSF 20 ng/mL, en presencia o
ausencia de 10 pg pLL, durante 24 horas. Se

3- administré un pulso de BrdU 10 uM 4 horas antes
del tiempo final. A tiempo cumplido, se midi6 la

27 incorporacion de BrdU mediante citometria de
14 flujo. La gréafica muestra promedio + SEM del
porcentaje de células dendriticas positivas para

0- BrdU. Se aplico el test estadistico One-Way
-+ - f -+ -+ pLL ANOVA, con post-test de Tukey. & y * indican

GM-CSF GM-CSF diferencias con células no estimuladas

knock out wild type o tres simbolos corresponde a p<O0,01

p<0,001, respectivamente.

Se observo que si bien el aumento en %BrdU+ inducido por GM-CSF fue menor
que para las células de tipo silvestre, el mismo fue nuevamente inhibido en
presencia de pLL de manera significativa. Se puede decir entonces que el efecto
de inhibicién de la proliferacion no se debe a trazas de agonistas de TLR
potencialmente presentes en la preparacion.

En suma, la incubacion con pLL inhibe la proliferacién inducida por GM-CSF en
BMDC. Este efecto es independiente de la sefalizacién por agonistas de TLR.
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4.4 Efectos de pLL sobre la activacion de ERK in vitro

Como se indicé en la introduccion, junto con la via de PI3K/Akt, la otra via

principal en la regulacion de la proliferacion celular es la de la MAP quinasa ERK.

Para comprender mejor la inhibicién de la proliferaciéon observada en la seccion

anterior, se investigo si la exposicion a pLL tenia algun efecto sobre la activacion

de ERK (Figura 4.10).
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Figura 4.10 Fosforilaciéon de ERK en respuesta a GM-CSF en BMDC, en presencia o
ausencia de pLL

Se incubaron 0,4 x 106 BMDC con GM-CSF 20 ng/mL, en presencia o ausencia de 10 ug pLL
durante el tiempo especificado. A tiempo cumplido, se midieron los niveles de ERK fosforilado

en las posiciones T202 Y204 (pERK) en lisados celulares totales mediante Western Blot. Se
muestran dos réplicas (A y B), con sus correspondientes densitometrias.

En BMDC, en un primer experimento, se observé una potenciacion de la
fosforilaciéon de ERK inducida por GM-CSF en presencia de pLL a tiempos cortos
(Figura 4.10A). Sin embargo, este resultado no se reprodujo en un segundo
experimento, en el cual la presencia de pLL no afectd la fosforilacion de ERK
inducida por GM-CSF a ninguno de los tiempos estudiados (Figura 4.10B). Para
tener un resultado concluyente habria que repetir el ensayo. De importancia, la
exposicién a pLL en ausencia de GM-CSF no dio lugar a fosforilacion de ERK a
ninguno de los tiempos estudiados, en ninguno de los experimentos realizados.

Se realiz6 en ThioM¢ el ensayo analogo al realizado con BMDC previamente,
utilizando M-CSF como estimulo (Figura 4.11).
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Figura 4.11 Fosforilacion de ERK inducida por M-CSF en ThioM¢, en presencia y
ausencia de pLL

Se incubaron 0,4 x 106 ThioM¢ con M-CSF 20 ng/mL, en presencia o ausencia de 10 ug pLL,
durante los tiempos especificados. A tiempo cumplido, se midieron los niveles de ERK
fosforilado en las posiciones T202 y Y204 (pERK 1/2) en lisados totales mediante Western
Blot. Se muestra la densitometria para todos los tiempos estudiados. Resultado
representativo de dos experimentos independientes.
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La exposicion a pLL no tuvo efecto sobre la fosforilacion de ERK inducida por M-
CSF al menos a los tiempos estudiados. Nuevamente, pLL como Unico estimulo
no indujo fosforilacion detectable de ERK.

Estos resultados sugieren que la inhibicibn de proliferacion observada
probablemente no involucre alteraciones en la via de ERK.

4.5 Evaluacion in vivo de los efectos de pLL sobre la respuesta de células
peritoneales a IL-4

Hasta ahora se han descrito experimentos realizados sobre BMDC o ThioM¢$ como
modelos de células dendriticas o macréfagos, respectivamente. Se realizaron
también experimentos in vivo, para evaluar los efectos de pLL sobre estos tipos
celulares en un contexto mas parecido al que ocurre en una infeccion.
Naturalmente, todos los modelos tienen sus limitaciones y no pueden imitar de
forma completa lo que sucede en una infeccién natural.

El laboratorio de la Prof. Judith Allen se especializa en el estudio de macréfagos
en infecciones por helmintos. En una publicacion reciente, Jenkins et al. [35], el
grupo describe la capacidad de la IL-4 de inducir proliferacion en macréfagos
residentes en un modelo murino. Esta publicaciéon establece una relaciéon entre
proliferacion e IL-4 en macréfagos importante para nuestro trabajo. En el mismo
articulo se puede apreciar el efecto inductor de activacion alternativa de la IL-4,
ya conocido, también sobre macréfagos.

Como ya se expuso, los resultados del trabajo in vitro antes descrito, junto con
resultados previos del grupo, indican que pLL inhibe la induccibn de ciertos
marcadores de activacion alternativa por IL-4 en células dendriticas vy
macréfagos. Ademas se obtuvo evidencias de inhibicion de la fosforilacion de Akt
en respuesta a distintos agonistas en ambos tipos celulares, asi como también
de inhibicién de la proliferacién de células dendriticas inducida por GM-CSF. Esto
llevé a la idea que pLL podria tener efectos inhibitorios generales sobre la
activacion de Akt y sus consecuencias celulares tanto en células dendriticas
como en macroéfagos. Por ello, se decidié investigar los posibles efectos de pLL
sobre la activacion alternativa y proliferacion, en principio de macrofagos pero
también de células dendriticas, inducidas por IL-4 in vivo. Para ello se empledé el
modelo ya establecido por el grupo de Allen. Este modelo emplea un complejo
entre IL-4 recombinante y un anticuerpo anti-1L-4 (complejo IL-4, IL-4c), el cual
aumenta la biodisponibilidad de la citoquina [63]. Luego se emplea inyeccion
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subcutanea de BrdU tres horas previa al punto final, para marcar las células en
fase S, como medida indirecta de proliferacion.

En primera instancia se realiz6 un curso temporal piloto para determinar la dosis
de pLL a utilizar, asi como también el tiempo final a estudiar. Se analizaron las
células recuperadas en el lavado peritoneal 24, 48 o 96 horas post inyeccion de
IL-4 y/o0 pLL. Las mismas se estudiaron siguiendo la estrategia de gating que se
muestra a continuacion (Figura 4.12).
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Figura 4.12 Estrategia de gating para experimentos in vivo

Se muestra la estrategia de marcado y clasificacion que se utilizé para definir las
poblaciones celulares de interés. Se sigui6
provenientes de lavados peritoneales y pleurales.

la misma estrategia para células
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Se utilizé la misma estrategia en todos los experimentos in vivo de las secciones
4.5 - 4.7y 4.11. Las poblaciones celulares estudiadas fueron células dendriticas
([CD19- TCRpB- SiglecF- Ly6G-] F4/80- CD1l1lc+ MHCII alto), macréfagos
residentes ([CD19- TCRp- SiglecF- Ly6G-] F4/80 alto), macréfagos reclutados
([CD19- TCRp- SiglecF- Ly6G-] F4/80 medio MHCII alto) y monocitos reclutados
([CD19- TCRp- SiglecF- Ly6G-] F4/80 medio MHCII bajo). Esta estrategia y
definicién de las poblaciones estd basada en [35, 36] y en datos no publicados
de Stephen Jenkins (Centre for Inflammation Research, Universidad de
Edimburgo, UK). Los parametros evaluados fueron: numero de células
recuperadas (Figura 4.13), incorporacion de BrdU (Figura 4.14), expresion de
marcadores de activacion alternativa (Figuras 4.15 y 4.16) y nivel de expresion
de la molécula coestimuladora CD86 (Figura 4.17) en las cuatro poblaciones
celulares mencionadas.

En primer lugar, se observé que ninguna de las preparaciones suscité un
aumento significativo en el niumero de células totales recuperadas en el lavado
peritoneal, a excepciéon de la dosis mas alta de pLL a las 96 horas post inyeccion
(Figura 4.13A). Si bien la significancia estadistica en este experimento piloto se
ve dificultada por el bajo niumero de animales por grupo, esto argumenta a favor
del poco potencial inflamatorio de estas dosis de pLL. Sin embargo, se
encontraron diferencias significativas en los nimeros de poblaciones celulares
especificas de interés en la cavidad peritoneal (Figura 4.13B). Por un lado, el IL-
4c¢ dio lugar a un aumento en macroéfagos residentes, mas fuerte a las 48 horas.
Por otro lado, y como la diferencia mas evidente, la presencia de pLL caus6 una
disminucién importante en el numero de macréfagos residentes desde el primer
tiempo estudiado, tanto en ausencia como presencia de IL-4c. Ademas, pLL
como unico estimulo causé un aumento en el niUmero de monocitos reclutados y
células dendriticas.

Se observé que a la dosis empleada de IL-4c (1 pg rlL-4) suscitd un aumento
significativo en la incorporacién de BrdU en tres de las cuatro poblaciones
estudiadas a las 24 horas post-inyeccion (células dendriticas, macroéfagos
residentes y monocitos reclutados). Como se esperaba, el aumento fue mayor
para macrofagos residentes. Este efecto decayd rapidamente, siendo observable
a las 48 horas uUnicamente en células dendriticas. A ese primer tiempo ademas
se observo un claro efecto inhibitorio en la incorporacién de BrdU por pLL. Dicho
efecto fue significativo para las cuatro poblaciones celulares estudiadas.
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Figura 4.13 Numeros de macréfagos/monocitos y células dendriticas en cavidad
peritoneal en ensayo in vivo luego de inyeccion de IL-4c en presencia o ausencia de pLL
Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacién con distintas dosis de pLL. 24, 48 0 96
horas post inyeccidon se recuperaron las células por lavado peritoneal. Se muestra el nimero
total de células recuperado (A) y el mismo desglosado segun la poblacién celular de interés (B).
En la parte A se muestra promedio y datos de animales individuales (n=3 por grupo). En la parte
B las gréaficas muestran promedio + SEM del nimero de células de cada poblacion. Se aplico el
test estadistico Two-Way ANOVA con post-test de Bonferroni. & y * indican diferencias con el
grupo control o IL-4c, respectivamente, con grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001
para numero creciente de simbolos.

Figura 4.14 Incorporacion de BrdU en macréfagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales en ensayo in vivo luego de inyeccidn de IL-4c en presencia o ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4¢c en combinacién con distintas dosis de pLL. 24, 48 o0 96
horas post inyeccion se recuperaron las células por lavado peritoneal. 3 horas previo a cada
tiempo final se administré 1 mg BrdU subcutaneo a todos los animales. Se muestra promedio +
SEM del porcentaje de células positivas para BrdU de cada tipo celular estudiado. Se aplicé el test
estadistico Two-Way ANOVA con post-test de Bonferroni. & y * indican diferencias con el grupo
control o IL-4c, respectivamente, con grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001 para
numero creciente de simbolos.

Con respecto a los marcadores de activacion alternativa, se pudo apreciar un
aumento en los mismos en presencia de IL-4c en todas las poblaciones
estudiadas, principalmente a las 24 y 48 horas post inyecciéon. El efecto de pLL
fue distinto para los dos marcadores estudiados: tendié a inhibir la expresion de
Relma (Figura 4.15) mientras que tendio a potenciar la de Ym1 (Figura 4.16). En
el caso de macrofagos residentes, la dosis mas alta de pLL parecidé tener un
efecto de induccién de ambos marcadores per se, detectable a las 24 horas post
inyeccion.

Se analiz6 también la expresion de la molécula coestimuladora CD86 (Figura
4.17). CD86 es una molécula coestimuladora presente en la superficie celular en
condiciones basales y su nivel de expresiéon varia segun el grado de activacion de
la célula. La razén detras del interés por esta molécula es que resultados previos
del grupo mostraban que pLL induce, per se, un aumento en la expresion de
CD86 tanto en BMDC como en células dendriticas presentes en la cavidad
peritoneal 24 horas post-inyecciéon con pLL [14]. Por ello, se quiso explorar si
pLL tenia el mismo efecto en las diferentes poblaciones de macréfagos, y
ademas si el efecto se mantenia en el contexto de co-estimulacion con IL-4c.
Como se esperaba, la inyeccién de pLL causé un aumento en la expresion de
CD86 en células dendriticas in vivo. Ademas, caus6é un efecto similar, pero mas
tardio, sobre macréfagos residentes y reclutados. En general los aumentos en
expresion de CD86 causados por pLL fueron similares en ausencia o presencia de
IL-4c.
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Figura 4.15 Expresion de Relma en macrofagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales luego de inyeccion de IL-4c¢ en presencia o0 ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacién con distintas dosis de pLL. 24,
48 o0 96 horas post inyeccion se recuperaron las células por lavado peritoneal. Se
muestra promedio + SEM del porcentaje de células positivas para Relma de cada tipo
celular estudiado. Se aplico el test estadistico Two-Way ANOVA con post-test de
Bonferroni. & y * indican diferencias con el grupo control o IL-4c, respectivamente, con
grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001 para numero creciente de simbolos.

Figura 4.16 Expresion de Ym1l en macréfagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales luego de inyeccion de IL-4c¢ en presencia o ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacion con distintas dosis de pLL. 24,
48 o0 96 horas post inyeccion se recuperaron las células por lavado peritoneal. Se
muestra promedio + SEM del porcentaje de células positivas para Ym1l de cada tipo
celular estudiado. Se aplicé el test estadistico Two-Way ANOVA con post-test de
Bonferroni. & y * indican diferencias con el grupo control o IL-4c, respectivamente, con
grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001 para numero creciente de simbolos.

Figura 4.17 Expresiéon de CD86 en macréfagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales luego de inyeccion de IL-4c¢ en presencia o ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacién con distintas dosis de pLL. 24,
48 o0 96 horas post inyeccion se recuperaron las células por lavado peritoneal. Se
muestra promedio + SEM de la media geométrica de la expresion de CD86 en cada tipo
celular estudiado. Se aplicé el test estadistico Two-Way ANOVA con post-test de
Bonferroni. & y * indican diferencias con el grupo control o IL-4c, respectivamente, con
grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001 para numero creciente de simbolos.

Este experimento piloto mostré que la dosis de IL-4c utilizada genera cambios
en las poblaciones celulares de interés principalmente a las 24 horas post
inyeccion. A este tiempo ademas, se pueden apreciar efectos significativos de
pLL sobre los parametros estudiados, principalmente a las dosis de 30 y 150 nug
del material. Por ello, se decidi6 continuar el trabajo empleando 24 horas post
inyeccion como tiempo final. Respecto a las dosis de pLL, se resolvié continuar
con la dosis de 30 ug e incorporar una dosis de 10 ug, considerando que la dosis
de 150 ug no siguié la misma tendencia que las otras en algunos parametros
(nimero de células dendriticas, macréfagos reclutados y monocitos reclutados
recuperados 24 horas post inyeccion, Figura 4.13), y la dosis de 6 ug no causo6
efectos significativos.
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Debido a que la mayoria de los efectos de pLL eran inhibitorios respecto a los
inducidos por IL-4c, se quiso descartar que los mismos se debieran a un
secuestro, por adsorcion, de IL-4c por pLL. Para ello se realizé6 un segundo
experimento piloto utilizando Unicamente la dosis de 150 ug de pLL,
considerando que si habia un efecto de secuestro, seria mas evidente a esta alta
dosis. Se trabaj6é con pLL “normal” y pLL “bloqueado”, que consistié en pLL
incubado con suero de raton durante 24 horas. De esta manera, los sitios dentro
de la preparacion con potencial para secuestrar a la IL-4 estarian ya ocupados
por proteinas del suero. Se tuvo la precaucion de incubar pLL con una dilucion
de suero de ratdén cuya concentracion proteica fuese 10 veces mayor a la
concentracion proteica en el complejo de IL-4 utilizado en estos experimentos.

Se recuperaron las células por lavado peritoneal 24 horas post inyeccion y se
analizé el namero de células recuperadas (Figura 4.18), el nivel de expresion del
marcador de proliferacion Ki67 (Figura 4.19), de los marcadores de activacion
alternativa Relma y Yml1l (Figuras 4.20 y 4.21) y también de la molécula
coestimuladora CD86 (Figura 4.22). El marcador Ki67 es una proteina nuclear
presente en todas las fases celulares excepto en GO, que alcanza su maxima
expresion durante mitosis, por lo que se la asocia con proliferacion [66].

Los numeros de células recuperadas en el lavado peritoneal no presentaron
diferencias significativas con los obtenidos en el experimento anterior. Sin
embargo, el tratamiento con pLL “bloqueado” en combinaciéon con IL-4c dio lugar
a un aumento significativo en el numero de células totales recuperadas respecto
al grupo control, no observado para pLL sin tratar (Figura 4.18A). Este aumento
se vio reflejado en el numero de células dendriticas, macréfagos reclutados y
monocitos reclutados presentes en la cavidad, pero no en el nimero de
macroéfagos residentes (Figura 4.18B), sugiriendo que se debe a un influjo de
células a la cavidad y no a proliferacion local.

En este experimento se realiz6 también un pulso de 3 horas con BrdU
inmediatamente previo al tiempo final. Lamentablemente se tuvo problemas
técnicos con la tincién para BrdU, por lo que no se pudieron obtener valores
confiables para este parametro. Como alternativa, se estudi6é la expresion de
Ki67 como marcador de células proliferantes. En macrofagos reclutados y
monocitos, la expresion de Ki67 es muy alta, ya que provienen de precursores
altamente proliferantes. Por esta razéon, los valores de Ki67 son dutiles
principalmente para la poblacion de macréfagos residentes, en los que la IL-4c
causa un aumento en su nivel de expresion [36]. Para esta poblacién entonces,
la inyeccion de pLL generd una inhibicién en la expresion de Ki67, si bien dicha
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alcanz6 significancia solo para el caso de pLL “bloqueado” (Figura
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peritoneal en ensayo con pLL “bloqueado”

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacién con pLL o pLL previamente incubado
con suero normal murino (“pLL Bloqueado™). 24 horas post inyeccidn se recuperaron las células
por lavado peritoneal. Se muestra el numero total de células recuperado (A) y el mismo
desglosado segun la poblacion celular de interés (B). En la parte A se muestra promedio y
datos de animales individuales (n=3 por grupo). En la parte B las graficas muestran promedio
+ SEM del numero de células de cada poblacion. Se aplico el test estadistico One-Way ANOVA
con post-test de Tukey. & y * indican diferencias con el grupo control o IL-4c, respectivamente,

con grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001 para numero creciente de simbolos.
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Figura 4.19 Expresion de Ki67 en
Macroéfagos Residentes macréfagos residentes en ensayo con
80+ pLL “blogueado”

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en
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Figura 4.20 Expresion de Relma en macrofagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales en ensayo con pLL “bloqueado”

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacién con pLL o pLL previamente incubado
con suero normal murino (“pLL Bloqueado™). 24 horas post inyeccidon se recuperaron las células
por lavado peritoneal. Se muestra promedio + SEM del porcentaje de células positivas para
Relmo. Se aplico el test estadistico One-Way ANOVA con post-test de Tukey. & y * indican
diferencias con el grupo control o IL-4c, respectivamente, con grado de significancia p<0,01 o
p<0,001 para numero creciente de simbolos.
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Figura 4.21 Expresion de Yml en macréfagos/monocitos y células
dendriticas peritoneales en ensayo con pLL “bloqueado”

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacion con pLL o pLL
previamente incubado con suero normal murino (“pLL Bloqueado”). 24 horas post
inyeccidon se recuperaron las células por lavado peritoneal. Se muestra promedio +
SEM del porcentaje de células positivas para Ym1l en cada poblacion celular de
interés. Se aplico el test estadistico One-Way ANOVA con post-test de Tukey, luego
de transformacion logaritmica de los datos. & indica una diferencia con el grupo
control, con grado de significancia p<0,05 o p<0,001 segun numero creciente de
simbolos.

En lo que respecta a la expresiéon de marcadores de activacion alternativa, la
inyeccién de IL-4c indujo un aumento significativo en la expresion de Relma en
las cuatro poblaciones estudiadas, pero logré aumentar la expresiéon de Ym1 de
forma significativa Unicamente en células dendriticas y macréfagos residentes
(Figuras 4.20 y 4.21). A diferencia de lo ocurrido en el experimento anterior, no
se observaron efectos significativos de pLL sobre estos parametros para ninguna
de las poblaciones celulares de interés. Lo mismo ocurrié con pLL “bloqueado”
excepto para la expresion de Relma en macréfagos residentes, donde hubo una
inhibicion significativa.
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Figura 4.22 Expresion de CD86 en macriofagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales en ensayo con pLL “bloqueado”

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4¢c en combinacién con pLL o pLL previamente incubado
con suero normal murino (“pLL Bloqueado™). 24 horas post inyeccién se recuperaron las células
por lavado peritoneal. Se muestra promedio + SEM de la media geométrica en CD86 para cada
poblacion celular de interés. Se aplicd el test estadistico One-Way ANOVA con post-test de
Tukey. & y * indican diferencias con el grupo control o IL-4c, respectivamente, con grado de
significancia p<0,01.

En este experimento se estudi6 también la expresion de la molécula
coestimuladora CD86 (Figura 4.22). Se observaron niveles y efectos en los
niveles similares a los obtenidos en el experimento anterior para la misma dosis
de pLL. Nuevamente, la administracion de pLL causé un aumento en el nivel de
expresion de CD86 (a las 24 horas) particularmente en células dendriticas, de
entre las poblaciones estudiadas. Este aumento alcanzé significancia para pLL
“bloqueado”, pero no para pLL sin tratar.

Se analizaron ademdas los niveles de Relma y Ym1l solubles en los lavados
peritoneales (Figura 4.23). Como se espera, la administracion de IL-4c¢ dio lugar
a aumentos en los niveles de ambas proteinas. Se observd que pLL, sin tratar o
“bloqueado”, no tuvo efecto sobre la cantidad de Relma presente en el lavado
peritoneal. En el caso de Ym1, ambas preparaciones llevaron a una potenciacion
del inducido por IL-4c, aunque ésta solo fue significativa para pLL “bloqueado”.
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Asimismo, sobre aproximadamente 1x10° de células de cada tratamiento se

analizé la expresion de algunos marcadores de activacion alternativa mediante
PCR cuantitativa (Figura 4.24).
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Figura 4.24 Expresion de
marcadores de activacion
alternativa a nivel de ARNm en
células peritoneales en ensayo
con pLL “bloqueado”

Se inyectaron ratones C57BL/6 con
IL-4c en combinacién con pLL o con
pLL previamente incubado con suero
normal murino (“pLL Bloqueado”).
24  horas post inyeccibn se
recuperaron las células por lavado
peritoneal. Se evalud la expresion de
marcadores de activacion alternativa

sobre un pool de células
provenientes de varios ratones
correspondientes a cada
tratamiento. Se muestra la

expresion de ARNm para Relma,
Yml, Argl y KLF4, relativa a la
expresion del ARN ribosomal 18S.
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Se debe tener presente que estos datos provienen de un pool de células de
varios ratones de cada grupo, sin una purificacion de un tipo celular especifico
previa. A pesar de ello, pudo verse claramente que la expresiéon de Relma, Ym1
y KLF4 (factor de transcripcion inducido por IL-4 [67]) fue inducida por IL-4c, e
inhibida en presencia de pLL o pLL “bloqueado”. En cuanto a la expresion de
arginasa 1, el efecto inhibitorio de pLL “bloqueado” fue menor o nulo.

En suma, si bien los efectos de pLL y pLL “bloqueado” no fueron idénticos en
magnitud en todos los parametros estudiados, ambos siguen la misma
tendencia. De hecho, los datos obtenidos para el grupo de IL-4c en combinacion
con pLL “bloqueado” no difirieron significativamente de los provenientes del
grupo con pLL “normal” en ninguno de los parametros estudiados, excepto en el
namero de macrofagos reclutados y monocitos presentes en la cavidad
peritoneal 24 horas post inyeccién, que fueron mayores para pLL “bloqueado”.
Centralmente para el objetivo inicial del ensayo, los efectos inhibitorios sobre la
accion de IL-4c (en parametros de proliferacion y expresiéon de Relma) tendieron
a ser mas fuertes para pLL “bloqueado” que para pLL sin tratar. Esto descarta la
posibilidad de una accion por secuestro de IL-4c. Por ello, para los experimentos
posteriores se continud utilizando pLL sin tratar.

A continuacion se realizaron experimentos utilizando las dos dosis de pLL antes
mencionadas como elegidas (30 y 10 ug) en combinacion con IL-4c, analizando
las células recuperadas 24 horas post inyeccién. En este caso se trabajé con 5
ratones por grupo. Ademas, se quiso determinar si los efectos de pLL
observados tienen un caréacter sistémico o localizado. Para ello, se aprovechod la
capacidad de la IL-4c de actuar sobre células distales a su punto de inyeccion,
gracias a su pequefio tamafo [35]. Las particulas de pLL, en cambio, serian
demasiado grandes para escapar de la cavidad peritoneal. Se trabajé bajo la
hipotesis de que si los efectos observados dependen del contacto directo con
pLL, las células de la cavidad pleural presentarian los efectos inducidos por IL-4c
pero no por pLL. Por ello, se analizaron células provenientes de lavado peritoneal
y pleural. Nuevamente se estudié el niumero de células recuperadas (Figura
4.25), la incorporacion de BrdU (Figura 4.26) y la expresiéon de marcadores de
activacion alternativa (Figuras 4.27 y 4.28) en las cuatro poblaciones celulares
de interés. Es importante remarcar que este ensayo se realiz6 dos veces de
forma idéntica, obteniéndose los mismos resultados en ambas oportunidades.
Los resultados que se muestran a continuacién corresponden a una de estas
repeticiones.
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Figura 4.25 Numeros de macréfagos/monocitos y células dendriticas en cavidades
peritoneal y pleural en ensayo in vivo luego de inyeccion de IL-4c en presencia o
ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacion con distintas dosis de pLL. 24 horas
post inyeccidon se recuperaron las células por lavado peritoneal (PEC) o pleural (PLEC). Se
muestra el niumero total de células recuperadas de cada cavidad (A) y el mismo desglosado
segun las poblaciones celulares de interés (B). En la parte A se muestra promedio y datos de
animales individuales (n=5 por grupo). En la parte B las graficas muestran promedio + SEM del
numero de células de cada poblacién. Se aplico el test estadistico One-Way ANOVA con post-
test de Tukey. & y * indican diferencias con el grupo control o IL-4c, respectivamente, con
grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001 segun numero creciente de simbolos.
Resultado representativo de dos experimentos independientes.
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Se observé que el numero total de células recuperadas no varid
significativamente entre los distintos grupos experimentales, tanto para células
peritoneales como pleurales. Sin embargo, los ndmeros absolutos de las
distintas poblaciones de interés dentro de las células peritoneales si mostraron
cambios. En particular, la dosis de 30 ug de pLL caus6 una fuerte disminucion en
niamero de macrofagos residentes en la cavidad peritoneal, pero no en la
cavidad pleural (Figura 4.25).
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Figura 4.26 Incorporaciéon de BrdU en macréfagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales y pleurales ensayo in vivo luego de inyeccion de IL-4c en presencia o
ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacién con distintas dosis de pLL. 24
horas post inyeccidn se recuperaron las células por lavado peritoneal (PEC) o pleural
(PLEC), habiendo inyectado 1 mg BrdU a cada animal 3 horas previo al tiempo final. Las
graficas muestran promedio + SEM del porcentaje de células positivas para BrdU en PEC y
PLEC, para cada poblaciéon celular de interés. Se aplico el test estadistico One-Way ANOVA
con post-test de Tukey. & y * indican diferencias con el grupo control o IL-4c,
respectivamente, con grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001 segun numero
creciente de simbolos. Resultado representativo de dos experimentos independientes.
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En cuanto a la incorporacion de BrdU, el IL-4c indujo un claro aumento en el
%BrdU+ en tres de las poblaciones estudiadas (células dendriticas, macréfagos
residentes y monocitos reclutados). En el caso de los macréfagos reclutados,
este aumento se pudo ver sb6lo en uno de los dos experimentos realizados. En
aquellas poblaciones celulares donde se vio un efecto de la IL-4c, se vio
asimismo una inhibicién en respuesta a la co-inyeccion de pLL, para el caso de
las células peritoneales. Esta inhibicion fue ademas dependiente de la dosis. En
el caso de las células pleurales, existi6 un claro efecto de la IL-4c y ningun
efecto significativo de pLL (Figura 4.26).
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Figura 4.27 Expresion de Relma en macréfagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales y pleurales en ensayo in vivo luego de inyeccion de IL-4c en presencia o

ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacion con distintas dosis de pLL. 24 horas
post inyeccidn se recuperaron las células por lavado peritoneal (PEC) o pleural (PLEC). Las
graficas muestran promedio + SEM del porcentaje de células positivas para Relma en PEC y
PLEC, para cada poblacién celular de interés. Se aplic6 el test estadistico One-Way ANOVA con
post-test de Tukey. & y * indican diferencias con el grupo control o IL-4c, respectivamente,

con grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001 segun numero creciente de simbolos.
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Figura 4.28 Expresibn de Yml en macréfagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales y pleurales en ensayo in vivo luego de inyeccion de IL-4c en presencia o
ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en combinacion con distintas dosis de pLL. 24 horas post
inyeccién se recuperaron las células por lavado peritoneal (PEC) o pleural (PLEC). Las graficas
muestran promedio + SEM del porcentaje de células positivas para Ym1 en PEC y PLEC, para cada
poblacion celular de interés. Se aplico el test estadistico One-Way ANOVA con post-test de Tukey.
& y * indican diferencias con el grupo control o IL-4c, respectivamente, con grado de significancia
p<0,05, p<0,01 o p<0,001 segun numero creciente de simbolos. Resultado representativo de dos
experimentos independientes.

La expresibn de marcadores de activacion alternativa aumento
significativamente en todas las poblaciones estudiadas en presencia de IL-4c,
tanto en células peritoneales como pleurales. La inyeccion de pLL dio lugar a una
inhibicién significativa en la expresion de Relma en macréfagos residentes y
reclutados, asi como también una potenciacion de la expresion de Yml en
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células dendriticas. Nuevamente, todos los efectos de pLL se restringieron a

células peritoneales (Figuras 4.27 y 4.28).
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Figura 4.29 Niveles de Relma, Ym1 y
actividad arginasa en lavados
peritoneales y pleurales en ensayo in
vivo luego de inyeccion de IL-4c en
presencia o ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c en
combinacion con distintas dosis de pLL. 24
horas post inyeccion se realiz6 un lavado
peritoneal y pleural. Las graficas muestran
promedio + SEM del nivel de Relma (A),
Ym1 (B) o Urea (C) en los lavados. Se aplico
el test estadistico One-Way ANOVA con
post-test de Tukey, luego de trasformacion
logaritmica de los datos. & y * indican
diferencias con el grupo control o IL-4c,
respectivamente, con grado de significancia
p<0,05, p<0,01 o p<0,001 segln ndamero
simbolos. Resultado
experimentos

creciente de
representativo de dos
independientes.

Se analizaron ademas los niveles de Relma y Ym1 en los lavados peritoneales y

pleurales (Figura 4.29). Se observé que los niveles de Relma fueron inhibidos en
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presencia de pLL y los de Ym1 potenciados en dichas condiciones, en el lavado
peritoneal. No se observaron efectos significativos de pLL en el lavado pleural.

Sobre el lavado peritoneal y pleural se realizaron también ensayos de actividad
arginasa (Figura 4.29). Se pudo detectar aumento de actividad arginasa inducido
por IL-4c en el lavado peritoneal, el cual fue inhibido en presencia de pLL. No se
observaron efectos en el lavado pleural. Ademas se realizé un ensayo de Griess
para determinar nitritos en las muestras, y ensayos de ELISA para la deteccion
de las citoquinas pro-inflamatorias IL-12p40, TNFa e IL-6, no detectandose
ninguno de ellos en las muestras (datos no mostrados).

En suma, se verificaron los resultados de los experimentos piloto de que la
inyeccion de pLL (i) inhibe la proliferacion inducida por IL-4c, en particular en
macrofagos residentes y (ii) tiende a inhibir la induccion de Relma causada por
IL-4c mientras que tiende a potenciar la induccion de Ym1l. Ademas, se observo
que pLL no tuvo ningun efecto sobre las células de la cavidad pleural en ninguno
de los pardmetros estudiados. Esto argumenta a favor de que los efectos
observados sobre células en la cavidad peritoneal sean dependientes de contacto
con el material parasitario y/o mediados por sefales locales.

4.6 Evaluacioén in vivo de los efectos de pLL sobre la respuesta de células
peritoneales a M-CSF

Similar a lo que se realiz6é in vitro, se quiso comprobar si la inhibicibn de la
proliferacion observada era especifica para IL-4c o se extendia a factores de
crecimiento. Por ello, dentro del experimento expuesto previamente se
incluyeron grupos con M-CSF, en presencia o ausencia de 30 ug pLL. De forma
similar a IL-4c, se empleé M-CSF fusionado a la porcién Fc de un anticuerpo para
lograr una actividad biolégica sostenida, Fc-M-CSF [63]. El tamafio molecular de
esta construccion también le permite traspasar la barrera peritoneal y tener
efectos proliferativos sobre células distantes [36].

Se evalud el numero de células recuperadas en el lavado peritoneal y pleural
(Figura 4.30) y la incorporacién de BrdU en las cuatro poblaciones de interés
(Figura 4.31).

Al igual que lo sucedido con IL-4c, el numero total de células recuperadas en los
lavados peritoneal o pleural no varié significativamente entre las distintas
condiciones experimentales. Sin embargo, el nimero de macréfagos residentes
en la cavidad peritoneal disminuyé significativamente en presencia de pLL
(Figura 4.30).
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Figura 4.30 Numeros de macrofagos/monocitos y células dendriticas peritoneales y
pleurales en ensayo in vivo luego de inyeccion de Fc-M-CSF en presencia o ausencia de

pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con Fc-M-CSF en combinacion con 30 ug de pLL. 24 horas post
inyeccion se recuperaron las células por lavado peritoneal (PEC) o pleural (PLEC). Se muestra el
numero total de células recuperadas de cada cavidad (A) y el mismo desglosado segun la
poblacién celular de interés (B). En la parte A se muestran promedios y datos de animales
individuales (n=5 por grupo). En la parte B las graficas muestran promedio + SEM del niamero de
células de cada poblacion. Se aplico el test estadistico One-Way ANOVA con post-test de Tukey.
*** jndica una diferencia con el grupo estimulado con Fc-M-CSF, con grado de significancia
p<0,001. Los datos para las condiciones control y pLL como Unico estimulo son los mismos a los
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mostrados en Figura 4.25. Resultado representativo de dos experimentos independientes.
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Figura 4.31 Incorporacion de BrdU en macrofagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales y pleurales en ensayo in vivo luego de inyeccion de Fc-M-CSF en
presencia o ausencia de pLL

Se inyectaron ratones C57BL/6 con Fc-M-CSF en combinacién con 30 pug de pLL. 24 horas post
inyeccién se recuperaron las células por lavado peritoneal (PEC) o pleural (PLEC), habiendo
inyectado 1 mg BrdU a cada animal 3 horas previo al tiempo final. Las graficas muestran
promedio + SEM del porcentaje de células positivas para BrdU en PEC y PLEC, para cada
poblacién celular de interés. Se aplicd el test estadistico One-Way ANOVA con post-test de
Tukey. & y * indican diferencias con el grupo control o Fc-M-CSF, respectivamente, con grado
de significancia p<0,05 o p<0,01 seglin numero creciente de simbolos. Los datos para las
condiciones control y pLL como unico estimulo son los mismos a los mostrados en Figura 26.
Resultado representativo de dos experimentos independientes.

Respecto a la incorporacion de BrdU, los porcentajes de células que incorporaron
la marca fueron menores a los alcanzados con IL-4c. De todas maneras, pudo
apreciarse una inhibicibn en este parametro en presencia de pLL para
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macrofagos residentes y reclutados. En las otras poblaciones las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Nuevamente, los efectos de pLL
estuvieron restringidos a células de la cavidad peritoneal (Figura 4.31).

En suma, los efectos observados en cuanto a inhibicion de la proliferacion y
disminucion de numero de los macroéfagos residentes en la cavidad peritoneal no
son exclusivos a la estimulacion por IL-4c¢c sino que también se observaron al
utilizar Fc-M-CSF como estimulo. También cabe sefialar que la inyeccidon de pLL
en ausencia de IL-4c o Fc-M-CSF dio lugar a una tendencia a niveles de %BrdU+
inferiores a los basales en macréfagos residentes. Puesto que la proliferacion
homeostéatica de estas células depende de M-CSF, es l6gico proponer que esta
tendencia también refleja inhibicion de la induccién de proliferacion por M-CSF
endogeno.

4.7 Evaluacion in vivo de la influencia de SHIP1 en los efectos de pLL
sobre la respuesta de células peritoneales a IL-4

A continuacién se realiz6 un experimento utilizando el compuesto 3oa-
aminocolestano (3AC). Este compuesto es un inhibidor comercial de la fosfatasa
SHIP1, que a su vez es un regulador negativo de la via de PI3K/Akt [47].

Resultados del grupo realizados en paralelo a este trabajo, no publicados,
apuntaban a SHIP1 como un posible mediador necesario para la actividad de
pLL. Se encontr6 que algunos de los efectos de pLL sobre la respuesta a
agonistas de TLR observados en BMDC eran eliminados al utilizar el inhibidor de
SHIP1, 3AC. Mas aun, dichos efectos no se apreciaban en BMDC provenientes de
ratones knock out para SHIP1 (Alvaro Pittini, resultados no publicados). Por ello,
se quiso investigar si los efectos de pLL sobre la proliferacion y activacion
inducida por IL-4c eran observables aun en presencia de 3AC.

Se inyectdé entonces IL-4c en presencia o ausencia de 30 pg pLL, con la
administracion de 60 uM 3AC [68] o vehiculo, por via intraperitoneal, una hora
antes. Se evalu6 el niumero y tipo de células recuperadas en el lavado peritoneal
(Figura 4.32), el porcentaje de incorporacion de BrdU (Figura 4.33) y la
expresion de marcadores de activacion alternativa (Figura 4.34).

Como en experimentos anteriores, el niUmero total de células recuperadas en el
lavado peritoneal no varié significativamente con los distintos tratamientos,
incluyendo presencia o ausencia del inhibidor. Los nimeros de células de las
cuatro poblaciones de interés tampoco se vieron afectados por la presencia del
inhibidor 3AC (Figura 4.32).
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Figura 4.32 Numeros de células peritoneales recuperadas en ensayo in vivo luego
de inyecciéon de IL-4c en presencia o ausencia de pLL, incorporando el inhibidor 3a-
aminocolestano

Se administré a ratones C57BL/6 una dosis de 3a-aminocolestano (3AC) 60 uM o vehiculo
(PBS 0,4% v/v etanol (EtOH)) por inyeccion intraperitoneal. Al cabo de una hora, se los
inyecté con IL-4c Unicamente, o en combinacion con 30 ug pLL. 24 horas después se
recuperaron las células por lavado peritoneal. Se muestra el numero total de células
recuperadas (A) y el mismo desglosado segun la poblacion celular de interés (B). En la parte
A se muestran promedios y datos de animales individuales (n=5 por grupo). En la parte B las
graficas muestran promedio + SEM del niumero de células de cada poblacién. Se aplico el test
estadistico One-Way ANOVA con post-test de Tukey. & y * indican diferencias con el grupo
control o IL-4c, respectivamente, con grado de significancia p<0,01 o p<0,001 segun
numero creciente de simbolos.
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Figura 4.33 Incorporacion de BrdU en macrofagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales en ensayo in vivo luego de inyeccion de IL-4c en presencia o ausencia
de pLL, incorporando el inhibidor 3a-aminocolestano

Se administré a ratones C57BL/6 una dosis de 3a-aminocolestano (3AC) 60 uM o vehiculo
(0,4% v/v etanol (EtOH)) por inyeccion intraperitoneal. Una hora después, se los inyectd con
IL-4c Unicamente, o en combinacién con 30 pug pLL. 24 horas post inyeccion se recuperaron
las células por lavado peritoneal y se analizaron mediante citometria de flujo. Se administré
un pulso de BrdU a todos los ratones de 3 horas antes del punto final. Las graficas muestran
promedio + SEM del porcentaje de Células Dendriticas (A), Macréfagos Residentes (B),
Macréfagos Reclutados (C) o Monocitos Reclutados (D) positivos para BrdU. Se aplicé el test
estadistico One-Way ANOVA, con post-test de Tukey, luego de transformacion logaritmica de
los datos. & y * indican diferencias con el grupo control o estimulado con IL-4c en presencia
del inhibidor o vehiculo segln corresponda, respectivamente, con grado de significancia
p<0,05, p<0,01 o p<0,001 segun numero creciente de simbolos.

En cuanto a la incorporacién de BrdU y la expresion de marcadores de activacion
alternativa inducida por IL-4c, los niveles alcanzados fueron menores a los
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obtenidos en experimentos anteriores. Esto puede deberse a la presencia de
etanol, que se administr6 a todos los grupos como control de vehiculo para el
inhibidor 3AC. De todas maneras, se pudo observar un efecto de pLL sobre la
proliferacion  inducida por IL-4c, aunque no siempre significativo
estadisticamente. La presencia del inhibidor no dio lugar a cambios significativos
sobre los efectos de pLL.
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Figura 4.34 Expresion de Relma en macréfagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales en ensayo in vivo luego de inyeccién de IL-4c en presencia 0 ausencia
de pLL, incorporando el inhibidor 3a-aminocolestano

Se administré a ratones C57BL/6 una dosis de 3a-aminocolestano (3AC) 60 uM o vehiculo
(PBS 0,4% v/v etanol (EtOH)) por inyeccidn intraperitoneal. Una hora después, se los inyecté
con IL-4c Unicamente, o en combinacion con 30 pg pLL. 24 horas post inyeccion se
recuperaron las células por lavado peritoneal y se analizaron mediante citometria de flujo.
Las graficas muestran promedio + SEM del porcentaje de Células Dendriticas (A), Macréfagos
Residentes (B), Macrdfagos Reclutados (C) o Monocitos Reclutados (D) positivos para Relma.
Se aplicé el test estadistico One-Way ANOVA, con post-test de Tukey. & y * indican
diferencias con el grupo control o estimulado con IL-4c en presencia del inhibidor o vehiculo
segun corresponda, respectivamente, con grado de significancia p<0,05 o p<0,001 segun
nuamero creciente de simbolos.
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Figura 4.35 Expresion de Ym1l en macrofagos/monocitos y células dendriticas
peritoneales en ensayo in vivo luego de inyeccion de IL-4c en presencia y ausencia
de pLL, incorporando el inhibidor 3a-aminocolestano

Se administré a ratones C57BL/6 una dosis de 3a-aminocolestano (3AC) 60 uM o vehiculo
(PBS 0,4% v/v etanol (EtOH)) por inyeccidn intraperitoneal. Una hora después, se los inyecté
con IL-4c Unicamente, o en combinacion con 30 pg pLL. 24 horas post inyeccion se
recuperaron las células por lavado peritoneal y se analizaron mediante citometria de flujo.
Las graficas muestran promedio + SEM del porcentaje de Células Dendriticas (A), Macrofagos
Residentes (B), Macrofagos Reclutados (C) o Monocitos Reclutados (D) positivos para Ym1.
Se aplicé el test estadistico One-Way ANOVA, con post-test de Tukey. & y * indican
diferencias con el grupo control o estimulado con IL-4c en presencia del inhibidor o vehiculo
segun corresponda, respectivamente, con grado de significancia p<0,05 o p<0,001 segun
numero creciente de simbolos.

La potenciacion en presencia de pLL de la expresion de Ym1 inducida por IL-4c,
y en menor grado la inhibicidon de la expresion de Relma, volvieron a verificarse
aunque no tan claramente como en experimentos anteriores. No existieron
diferencias significativas en presencia o ausencia del inhibidor. De todos modos,
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la presencia de 3AC parecid, a nivel de tendencia, debilitar la potenciaciéon de la
expresion de Ym1 inducida por pLL.

El inhibidor 3AC ha sido utilizado en experimentos in vivo anteriormente [68],
encontrandose que induce un aumento en el numero de granulocitos en sangre
(principalmente neutrofilos). Por esta razén, se analizaron muestras de sangre
para comprobar si el resultado reportado se repetia en nuestro sistema
experimental (Figura 4.36).
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Figura 4.36 Proporciéon de neutréfilos en sangre en ratones tratados con 3oa-
aminocolestano o vehiculo

Se administré a ratones C57BL/6 una dosis de 3a-aminocolestano (3AC) 60 uM o vehiculo
(PBS 0,4% v/v etanol (EtOH)) por inyeccion intraperitoneal (ip). Una hora después, se los
inyecté con IL-4c Unicamente, o en combinacién con 30 pg pLL, también ip. 24 horas post
inyecciéon se realizé un sangrado y la muestra se analizé mediante citometria de flujo. Se
muestra la estrategia de seleccion utilizada para la definicion de neutréfilos (N$, A) y su
proporciéon en sangre (B). La gréafica en la parte B muestra promedio + SEM del porcentaje
de eventos CD45+ que corresponden a neutrofilos. Se aplicé el test estadistico One-Way
ANOVA, con post-test de Tukey.
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La presencia del inhibidor 3AC no causd ningun efecto significativo sobre la
proporcién de granulocitos en sangre. Esto puede deberse a diferencias entre el
sistema experimental empleado y el reportado en la publicacion. La mas
evidente es la exposicién al inhibidor, ya que el sistema reportado consistia en
inyecciones diarias con 3AC 60 uM durante una semana previo a la toma de
muestras. En nuestro caso, se administré el inhibidor una Unica vez a la maxima
dosis admitida por los veterinarios del bioterio Anne Walker de la Universidad de
Edimburgo. Probablemente la utilizacion de otro vehiculo (0,3%Klucel™/H,0),
que no se encontraba a nuestra disposicion en el momento, permitiera la
administracion diaria de dosis mas altas del inhibidor in vivo.

La falta de efecto del inhibidor sobre el nimero de neutréfilos en sangre pone en
duda los resultados obtenidos para los demas parametros estudiados. El
experimento debe repetirse utilizando una dosis del inhibidor capaz de imitar los
efectos ya reportados para 3AC (quizas incorporando dosis repetidas en dias
consecutivos al disefio experimental) para poder sacar conclusiones validas
sobre la influencia de SHIP1 sobre los efectos de pLL en el contexto de interés.

4.8 Comparacion de pLL con otras preparaciones particuladas en
relacion a los efectos sobre la activacion de Akt in vitro

Se quiso investigar si los efectos observados sobre células dendriticas y
macrofagos eran inherentes a pLL, o si por el contrario eran compartidos por
otras preparaciones particuladas con caracteristicas similares. Como se ha
reportado, diversos tratamientos dirigidos a eliminar determinados motivos
moleculares presentes en pLL no lograron anular completamente sus efectos
sobre células dendriticas en otros sistemas estudiados [14] (C. Casaravilla y A.
Pittini, resultados no publicados). La busqueda de un material “control” se
vuelve entonces muy dificil, siendo que pLL posee propiedades Unicas no
imitables en su totalidad por materiales particulados sintéticos y dificilmente
eliminables por tratamientos quimicos.

Las preparaciones particuladas elegidas para ensayar junto con pLL fueron
Superosa 12 y Sephadex G100. Ambas preparaciones, desarrolladas como
medios para cromatografia de exclusién molecular, estdn compuestas por geles
de carbohidratos, agarosa y dextranos respectivamente, respetando asi el
caracter de gel hidrofilico de las particulas de pLL. Se trata ademas de geles con
poros en los que pueden ingresar macromoléculas, como ocurre con la capa
laminar [9]. Al tratarse de preparaciones sintéticas, difieren con pLL en que
tienen rangos acotados de tamafio de particula, mientras que pLL incluye
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particulas desde unos pocos micrometros hasta centenares de micrémetros de
longitud. Por esta misma razoén, se eligié utilizar una preparacion de particulas
fagocitables (Superosa 12; tamafo medio de particula 11 um) y otra de
particulas no fagocitables (Sephadex G100; tamafio medio de particula 200 um),
anticipando que esta caracteristica podria ser importante al momento de mediar
efectos en las células.

Se realizaron entonces experimentos sobre BMDC estimuladas con IL-4, en
presencia de las preparaciones particuladas sintéticas o pLL (Figura 4.37).

IL-4
p.bL - + - *
pAKt S 0.25-
8 —
Control _
de carga — % 020‘
o
IL-4 = 0.154 —
Superosal2 - + - + §
pAk‘t m 0.104
5
Control @
de carga [N 0 0.054
L4 a 0.00- - - + - 4 material
Sephadex G100 - + - + particulado
P IL-4 IL-4 IL-4
pAkt
pLL Superosal2 Sephadex
Control = S o G100
de carga [

Figura 4.37 Fosforilacion de Akt en respuesta a IL-4 en BMDC, en presencia o
ausencia de materiales particulados

Se incubaron 0,4 x 106 BMDC con IL-4 20 ng/mL, en presencia o ausencia de 10 ug pLL,
Superosa 12 o Sephadex G100 durante 80 minutos. A tiempo cumplido, se midieron los
niveles de Akt fosforilado en la posiciéon Ser 473 (pAkt) en lisados celulares totales
mediante Western Blot. Se muestra el blot (A) y la densitometria correspondiente (B).

En un primer experimento (mostrado en la figura) se observé que mientras que
pLL inhibia la fosforilacion de Akt inducida por IL-4, ninguno de los materiales
particulados sintéticos lograba el mismo efecto de forma clara (la leve inhibicion
en presencia de Sephadex G100 no se constatd en los siguientes experimentos).
Si bien el resultado de no inhibicion de la fosforilacion de Akt en presencia de los
materiales particulados sintéticos se repitid dos veces mas, en estos Ultimos
experimentos no se alcanzé ver una inhibicion de la fosforilacion de Akt para las
muestras tratadas con IL-4 en combinacion con pLL. Esto hace cuestionar el
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resultado de estos ensayos, necesitdndose realizar mas réplicas para lograr un

resultado estadisticamente valido.

En lo que respecta a los efectos de los materiales sintéticos sobre la activacion
de Akt inducida por GM-CSF en BMDC, se realizd un Unico experimento que se

muestra a continuaciéon (Figura 4.38).
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Figura 4.38 Fosforilacion de Akt en
respuesta a GM-CSF en BMDC, en
presencia o ausencia de materiales
particulados

Se incubaron 0,4 Xx 106 BMDC con GM-
CSF 20 ng/mL, en presencia o ausencia
de 10 pug pLL, Superosa 12 o Sephadex
G100 durante 80 minutos. A tiempo
cumplido, se midieron los niveles de
Akt fosforilado en la posicion Ser 473
(pAkt) en lisados celulares totales
mediante Western Blot. Se muestra el
blot (A) Yy la densitometria
correspondiente (B). Para las
condiciones de incubacion con GM-CSF
en presencia de materiales
particulados, en la parte B se muestra
promedio + SEM.

Se observo que pLL inhibié la fosforilacion inducida por GM-CSF de forma clara,
mientras que Superosa 12 no la alterd. En el caso de Sephadex G100, se vio un
efecto menor al de pLL, que requeriria la repeticion del experimento para
determinar si se trata de un efecto consistente.

En cuanto a los efectos sobre ThioM¢,

se realizaron ensayos empleando

solamente M-CSF como agonista de PI3K, ya que, como se explicé antes, la IL-4
no generd fosforilacion de Akt detectable en este tipo celular en nuestras

condiciones experimentales (Figura 4.39).
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Figura 4.39 Fosforilaciéon de Akt en respuesta a M-CSF en ThioM¢, en presencia o
ausencia de materiales particulados

Se incubaron 0,4 x 106 ThioM¢$ con M-CSF 20 ng/mL, en presencia de distintas dosis de pLL,
Superosa 12 o Sephadex G100 durante 80 minutos. A tiempo cumplido, se midieron los
niveles de Akt fosforilado en la posicion S473 (pAkt) en lisados celulares totales mediante
Western Blot. Se muestra el blot y la densitometria correspondiente. Resultado
representativo de tres experimentos independientes.

Se desprende claramente de la figura que Superosa 12 fue capaz de inhibir la
fosforilacion de Akt inducida por M-CSF, incluso a un grado mayor al de pLL. En
cuanto a Sephadex G100, el material no presenté ningun efecto en dos de tres
experimentos y tuvo un efecto inhibitorio menor en el dltimo.

4.9 Comparacion de pLL con otras preparaciones particuladas en
relacion a los efectos sobre activacion de ERK in vitro

También se estudié un posible efecto de los materiales particulados sintéticos
sobre la activacion de ERK en BMDC (Figura 4.40).

Se puede apreciar que no hubo activacibn de ERK por ninguno de los
particulados per se. La Superosa 12 potencié fuertemente la fosforilaciéon de ERK
inducida por GM-CSF en forma transitoria (2,5 — 5 minutos). En tanto, Sephadex

G100 pareci6 no tener efecto.

Se realizaron ensayos similares en ThioM¢ (Figura 4.41). Ninguno de los
particulados suscitd la activacion de ERK per se, ni parecié tener un efecto
significativo sobre la fosforilaciéon de ERK inducida por M-CSF en ThioM¢. Si bien
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en este primer experimento se aprecié una disminucién de la fosforilacion de
ERK a los 5 minutos de incubaciéon con Superosa 12, el efecto no fue
reproducible.
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Figura 4.41 Fosforilacion de ERK
respuesta a M-CSF en ThioM¢,
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En suma, se observo que: (i) de forma similar a pLL, ninguno de los materiales
particulados control dieron lugar a fosforilacion de Akt ni de ERK por si mismos,
a los tiempos estudiados; (ii) el material no fagocitable control (Sephadex G100)
no tuvo efectos claros sobre la activacion de Akt ni de ERK para ninguna de las
combinaciones tipo celular:agonista ensayadas; (iii) el material fagocitable
control (Superosa 12) tuvo efectos que variaron segun la combinacién tipo
celular:agonista, diferenciandose claramente de pLL por potenciar la fosforilacion
de ERK y por no inhibir la fosforilacion de Akt en BMDC tratadas con GM-CSF.
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4.10 Comparacion de pLL con otras preparaciones particuladas en
relacion a los efectos sobre la respuesta a IL-4 in vivo

Los siguientes experimentos se realizaron en el bioterio del Instituto de Higiene,
Laboratorio de Inmunologia. El protocolo empleado fue aprobado por la CHEA, N°
101900-000316-15.

Siguiendo el disefio experimental de los experimentos in vivo previamente
comentados, se inyectd IL-4c en presencia o0 ausencia de 30 ug de pLL,
Superosa 12 o Sephadex G100 y se analizaron las células recuperadas en el
lavado peritoneal 24 horas post inyeccion.

La estrategia de gating en estos experimentos varid respecto a los de la seccion
anterior, ya que se trabajé con un citbmetro de flujo distinto (6 colores en lugar
de 8) y distinta disponibilidad de anticuerpos (Figura 4.42). Las diferencias
experimentales determinaron que no fuera posible definir la poblacion de células
dendriticas en forma razonablemente reproducible respecto a la de los
experimentos realizados en Edimburgo. Por ello, el analisis se centr6 en los
macrofagos y monocitos. En la presente estrategia de gating no se cuenta con
un marcador para eosinéfilos (que expresan F4/80 bajo al igual que macréfagos
reclutados y monocitos), haciendo imprescindible la seleccion de las poblaciones
de macréfagos y monocitos por su expresion de CD115.

Se comprobdé que, a pesar de que la estrategia de gating fuera distinta, se
obtuvieron resultados similares a los obtenidos anteriormente en macréfagos y
monocitos para los tratamientos IL-4c en presencia o ausencia de 30 ug pLL y
control. Cabe destacar que en estos experimentos se utiliz6 una dosis mayor de
IL-4c (2 pg rlL-4), ya que la dosis de 1 ug no alcanzaba a inducir los efectos de
proliferacion y expresion de marcadores de activacion alternativa al grado
observado anteriormente (ya sea por variacion en el lote de citoquina utilizado o
por diferencias en el estado de los ratones).

Se realizaron 3 experimentos de este tipo, encontrando gran dispersion entre
individuos en los datos obtenidos. Por esta razén, el ultimo experimento de la
serie contd con grupos de 7 animales, lograndose ver diferencias significativas
entre los tratamientos. Los datos de este experimento en particular son los que
se muestran a continuacién, pero no se debe olvidar que anteriormente se
habian obtenido las mismas tendencias, sin alcanzar significancia estadistica.

Se analiz6 el numero de células recuperadas en el lavado peritoneal (Figura
4.43), el porcentaje de células positivas para BrdU (Figura 4.44) y la expresion
de Relma (Figura 4.45).
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Figura 4.42 Estrategia de gating para experimentos in vivo

Se muestra la estrategia de marcado y clasificacion que se utilizé para definir las
poblaciones celulares de interés.

Se observé que los grupos correspondientes a IL-4c en combinacién con
Superosa 12 o Sephadex G100 son los que presentaron mayor dispersion en el
namero de células recuperadas en el lavado peritoneal. A pesar de ello, se
alcanzé una diferencia significativa en este parametro para el grupo IL-4c en
combinacién con 30 pg Sephadex G100 respecto a IL-4c en presencia de 30 ug
pLL (Figura 4.43A).

No se observaron diferencias significativas entre los grupos en el nimero total
de macrdéfagos reclutados o monocitos presentes en la cavidad. Sin embargo,
existié una clara tendencia hacia mayor reclutamiento de macréfagos luego de
inyeccion de los dos materiales particulados sintéticos que luego de inyeccion de
pLL, siempre en combinacion con IL-4c, estimulo que por si solo no generé
reclutamiento. En el caso de macréfagos residentes, se vio una disminuciéon
significativa entre el grupo IL-4c con pLL respecto a las demas condiciones
ensayadas (Figura 4.43B).

84



A. B
,—,* s Kkk
. b | — |
6.0x0° . g 8040
4.050° 1 % *kk
5
20d0°T o . T 6040 v
g —_ & e
ER o *. @ 40,05 ,
= [}
; 1.0,0° 4 Ly A g . Hkx :
2 204054 ®4
5] ®ee EmE Wy et & < Y e
5.0510 -..—. o 2 [ ° -f:‘- v .0
i e Ew T L A4 M
0 0
pLL  Superosa Sephadex pLL  Superosa Sephadex
12 G100 12 G100
IL-4c IL-4c
* *
405105 . | L, 30x10°- . |
S v S v
S . g
S 305105 . g
3 S 204d0°-
% 200° Y x .
s . 3 —
&g — 5 5 A
S louosd @ A v . g 1040
g e o0 [ Fyvs vy o* 5 ° A —y— .
= [N '.." A A vy = L4 yves Vv
#* 0 L = #* ol ohete -l AA VY'Y 0%

pLL  Superosa Sephadex - - pLL  Superosa Sephadex
12 G100 12 G100

IL-4c IL-4c

Figura 4.43 Numeros de células peritoneales recuperadas luego de inyeccion de
IL-4c en presencia o ausencia de materiales particulados

Se inyectaron ratones C57BL/6 con IL-4c Unicamente o en combinacién con 30 ug de pLL,
Superosal?2 o Sephadex G100. 24 horas post inyeccion se recuperaron las células por
lavado peritoneal. Se muestra el numero total de células recuperado (A) y el mismo
desglosado segun la poblacién celular de interés (B). Las graficas muestran promedios y
datos de animales individuales (n=7 por grupo). Se aplicé el test estadistico One-Way
ANOVA con post-test de Tukey, luego de transformacion logaritmica de los datos. * y ***
indican diferencias significativas con p<0,05 y p<0,001, respectivamente.

Respecto a la incorporacion de BrdU, se aprecidé un aumento significativo en este
parametro para el grupo tratado con IL-4c respecto al grupo control para
macrofagos residentes y monocitos reclutados. En macrofagos residentes pudo
verse una tendencia a la inhibicién por co-inyeccion de IL-4c y pLL o Sephadex
G100, aunque la misma no fue significativa. En el caso de monocitos reclutados,
tanto pLL como Sephadex G100 causaron una inhibicién significativa de la
incorporacion de BrdU suscitada por IL-4c (Figura 4.44).
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En cuanto a la induccién de Relma por parte de IL-4c, la dosis de IL-4c utilizada
indujo niveles de Relma significativos y similares a los obtenidos en
experimentos anteriores. Para las poblaciones estudiadas se pudieron ver
tendencias a la inhibicion de este parametro en presencia de los materiales
particulados, aunque la tendencia fue mas fuerte en los casos de pLL o Superosa
12 (Figura 4.45).
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En suma, esta serie de experimentos in vivo muestra claramente que los datos
obtenibles por tratamiento con materiales particulados presentan grandes
dispersiones entre individuos y ello impone el uso de méas animales por grupo
para lograr visualizar diferencias significativas entre los tratamientos. Aun asi,
las tendencias observadas muestran por un lado, que la capacidad de inhibir la
proliferacion de macrofagos residentes podria estar presente en la preparacion
sintética no fagocitable, y por otro, que los efectos de pLL en su conjunto no son
imitados por ninguna de las dos preparaciones particuladas ensayadas.
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4.11 Implicancia funcional de los efectos de pLL observados

Hasta ahora se ha presentado el analisis de los efectos de pLL en un sistema con
IL-4 exdgena, encontrandose que pLL afecta tanto la proliferacion como la
activacion alternativa inducida por esta citoquina. En la Ultima parte de esta
Tesis se presenta un intento de buscar una implicancia funcional a los efectos
observados, en particular la inhibicion de la proliferacion de macréfagos, en un
modelo sin IL-4 exdégena. Puesto que en infeccibn experimental con E.
granulosus es muy improbable (por los datos histolégicos) que se detecte
proliferacion de macrofagos, se utilizé un modelo de otra infeccidon helmintica en
la cual se observa proliferacion de macrofagos, especificamente en la cavidad
peritoneal. En concreto, se utiliz6 el modelo de infeccibn con Heligmosomoides
polygyrus (H. poly). Este es un neméatodo, paréasito intestinal murino natural,
cuyo ciclo de vida puede ser reproducido en el laboratorio. En condiciones
experimentales, los ratones se infectan por via oral con larvas infectivas L3. Las
larvas pasan a través del tracto digestivo y dentro de las 24 horas post ingestion
penetran la pared intestinal hacia la submucosa. Una vez alli, sufren dos mudas
y luego re-emergen al lumen intestinal como parasitos adultos, alrededor del dia
10 post ingestién. Los parasitos adultos se enrollan sobre las vellosidades para
resguardarse mientras se nutren del tejido intestinal del hospedador. En el
lumen intestinal se aparean y producen huevos que seran expulsados junto con
las heces. Una vez en el ambiente exterior, los huevos eclosionan y sufren dos
mudas para convertirse en larvas infectivas L3, completando asi el ciclo [69].

La infeccibn con H. poly induce una fuerte respuesta Th2, que es muy
importante para el control y expulsion del parasito [70]. Dentro de esta
respuesta, la IL-4 es esencial tanto para la expulsidon del parasito adulto como
para la inhibiciéon de la produccién de huevos [70]. Mas aun, la administracion de
IL-4 exdgena durante la infeccion (en forma de IL-4c) acelera la resoluciéon de la
infeccidon en ratones BALB/c [71]. Se ha visto, mediante ensayos de deplecién de
macréfagos con clodronato, que los macréfagos son importantes para la
eliminacion de H. poly [72]. Ademas, utilizando un inhibidor de la enzima
arginasa (S-(2-boronoetil)-L-cisteina), se constaté que la actividad arginasa
podria causar un dafio directo al parasito ya que aumenta los niveles de
marcadores de estrés en el mismo [72]. Por ello, se supone que la proliferacion
de macroéfagos inducida por IL-4 en este contexto ayudaria a la resolucion de la
infeccion al aumentar el nimero de células con un papel activo en la remocion
del parasito. En particular, la formacién de granulomas dependiente de IL-4 en
la pared intestinal parece correlacionar con la expulsion del parasito. Pese a
encontrarse el parasito en el lumen intestinal, se observa en el modelo un
aumento transitorio en el numero de macréfagos en la cavidad peritoneal, el
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cual se presume se debe a proliferacién inducida por IL-4 [73]. No se conoce
aun si este cambio tiene efecto sobre el parasito en el intestino.

Gracias a estos antecedentes y por tratarse de un modelo que se utiliza de
forma rutinaria en el laboratorio de la Prof. Judith Allen, se decidié investigar si
la administracion de pLL durante la infeccién con H. poly tenia algun efecto sobre
el resultado de infeccion. Se debe recordar que los resultados que se muestran a
continuacion corresponden a un primer experimento piloto, donde se probd un
disefio experimental arbitrario (ver Esquema 1 a continuacion). Se eligieron los
dias 7 y 8 de infeccién para la administracion de pLL ya que éstos son los dias en
los que se observa aumento en el nimero de macréfagos en la cavidad
peritoneal en respuesta a H. poly [73]. Por ende, la administraciéon de pLL
precisamente en estos dias podria afectar la proliferacion de estas células y
potencialmente el resultado global de la infeccion. El empleo de ratones C57BL/6
para este experimento, ademas de ser consistente con los previos experimentos
in vivo realizados en esta Tesis, respondid a que esta cepa de ratones es
relativamente resistente a la infeccion con H. poly (le lleva entre 8 y 20 semanas
expulsar los gusanos [69]). De esta manera, permitiria observar potenciales
efectos de pLL en uno u otro sentido, situacidon que seria mas dificil si se tratara
con animales altamente resistentes (como las cepas SJL o SWR, que demoran
entre 4 y 6 semanas en expulsar los gusanos), o susceptibles (como las cepas
CBA o C3H, que demoran mas de 20 semanas en expulsar los gusanos) [69].

Dia: O 7 8 9 13 14
R e e S T e P TP TP, TPy
1 T t

200 L3 / naive 30 ug pLL/ PBS Recoleccién
via oral via ip materia fecal
v =
Primer Punto Final Segundo Punto Final
Grupos:
6 x pLL
12xH.poly —— 6 x PBS
B . —— b6XxplLL
9x Naive ——
3 x PBS
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Figura 4.46 Numeros de células peritoneales luego de inyeccion de pLL en animales
infectados con H. polygyrus o naive

Se infectaron ratones C57BL/6 con H. polygyrus (H. poly) y se les administré pLL a los dias 7 y
8 de infeccidon. A los dias 9 y 14 de infeccién se analizaron las células de la cavidad peritoneal
por citometria de flujo. Se muestra el numero total de células recuperadas (A) y promedio +
SEM del porcentaje del total correspondiente a cada poblacion de interés (B). Se aplico el test
estadistico One-Way ANOVA con post-test de Tukey. *, ** y *** indican diferencias con grado
de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001 , respectivamente.
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Tal como se desprende del esquema anterior, se trabajé con cuatro
tratamientos; animales sin infectar (naive) o infectados con H. poly, ambos con
y sin administracion de pLL. Se analizaron las células de la cavidad peritoneal y
de los ganglios mesentéricos a los dias 9 y 14 de infeccion (Figuras 4.46 — 4.50).
Asimismo, se analizé el numero de huevos de H. poly presentes en materia fecal
al dia 13 y el numero de gusanos en el intestino al dia 14 de infeccién (Figura
4.51).

En primer lugar, se aprecia que los numeros de células recuperadas en los
lavados peritoneales no son similares entre todos los grupos. Los animales
infectados con H. poly presentan un numero significativamente mayor a los
naive, como era de esperar, al dia 9 de infeccion (Figura 4.46A). Hubo también
una diferencia significativa dentro los animales infectados, mostrando numeros
significativamente mayores aquellos que recibieron pLL. En términos de
proporciones de los distintos tipos celulares de interés, la administraciéon de pLL
en animales infectados (pero no en animales naive) causé un aumento en la
proporcién de células dendriticas, macréfagos reclutados y monocitos en la
cavidad peritoneal al dia 9 de infeccion (Figura 4.46B). Al dia 14 de infeccion
estas diferencias ya no se evidenciaron.

En el caso de macréfagos residentes, se observdé un notable aumento en su
proporcién inducido por la infeccion tanto al dia 9 como 14. En los animales
infectados, la administracion de pLL dio lugar a una disminucidén de la proporcion
de macréfagos residentes al dia 9 y un aumento del mismo parametro al dia 14.

Los datos de incorporaciéon de BrdU como de expresion de marcadores de
activacion alternativa se muestran Unicamente para macréfagos residentes, en
el entendido de que es en esta poblacion donde se observaron los mayores
efectos de pLL en los experimentos in vivo anteriores, y que esta es la poblacion
dominante en namero.

Coincidente con lo esperado, al dia 9 de infeccién se observé un aumento en la
incorporacion de BrdU en los animales infectados respecto a los animales naive,
aunque el mismo no fue estadisticamente significativo (Figura 4.47A). A este
tiempo, la administracion de pLL en animales infectados caus6 un aumento
significativo en el porcentaje de macréfagos residentes positivos para BrdU,
opuesto a lo que se esperaba. También inesperadamente, se observé una
tendencia hacia mayor porcentaje de macréfagos positivos para BrdU en el
grupo de animales no infectados que recibieron pLL. A los 14 dias de infecciéon
no se observoé incorporacion de BrdU por encima del valor basal en ninguno de
los grupos (Figura 4.47B).
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Figura 4.47 Incorporacion de BrdU en macréfagos residentes peritoneales luego de
inyeccion de pLL en animales infectados con H. polygyrus o naive

Se infectaron ratones C57BL/6 con H. polygyrus (H. poly) y se les administré pLL a los dias 7 y
8 de infeccidn. A los dias 9 y 14 de infeccion se analizaron las células de la cavidad peritoneal
por citometria de flujo, habiéndose realizado un pulso de 3 horas de BrdU inmediatamente
previo al tiempo final. Se muestra promedio + SEM del porcentaje de macréfagos residentes
positivos para BrdU al dia 9 (A) o 14 (B) de infeccion. Se aplico el test estadistico One-Way
ANOVA con post-test de Tukey. *, ** y *** jndican diferencias con grado de significancia
p<0,05, p<0,01 o p<0,001, respectivamente.
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Figura 4.48 Expresion de Relma 0 Ym1 en macrofagos residentes peritoneales luego de
inyeccidon de pLL en animales infectados con H. polygyrus o naive

Se infectaron ratones C57BL/6 con H. polygyrus (H. poly) y se les administré pLL a los dias 7y 8
de infeccidon. A los dias 9 y 14 de infeccidn se analizaron las células de la cavidad peritoneal por
citometria de flujo. Se muestra promedio + SEM del porcentaje de macrofagos residentes
positivos para Relma o Ym1 al dia 9 (A) o 14 (B) de infeccion. Se aplicé el test estadistico One-
Way ANOVA con post-test de Tukey. *, ** y *** jndican diferencias con grado de significancia
p<0,05, p<0,01 o p<0,001, respectivamente. 92



Se observé un aumento significativo en el porcentaje de macréfagos que
expresaban Relma al dia 14 de infeccion. En cuanto a Ym1, la infeccién indujo su
expresion significativamente tanto al dia 9 como al dia 14, a partir de valores
nulos. La administracién de pLL potencié la expresion de ambos marcadores en
forma significativa al dia 14 de infeccion (Figura 4.48).
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Figura 4.49 Expresion de citoquinas por linfocitos T CD4+ de los ganglios
mesentéricos provenientes de animales infectados con H. polygyrus o naive,
inyectados con pLL o PBS

Se infectaron ratones C57BL/6 con H. polygyrus (H. poly) y se les administré pLL a los dias 7 y
8 de infecciéon. Al dia 14 de infeccidn se analizaron las células de los ganglios mesentéricos por
citometria de flujo. Se muestra promedio + SEM del porcentaje de LT CD4+ positivos para
citoquinas Thl o Th17 (A) o citoquinas Th2 (B). Se aplico el test estadistico One-Way ANOVA
con post-test de Tukey. *, ** y *** jndican diferencias con grado de significancia p<0,05,

p<0,01 o p<0,001, respectivamente.
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Figura 4.50 Re-estimulacidon ex vivo de linfocitos provenientes de animales
infectados con H. polygyrus o naive, inyectados con pLL o PBS

Se infectaron ratones C57BL/6 con H. polygyrus (H. poly) y se les administré pLL a los dias
7 y 8 de infeccion. Al dia 9 y 14 de infeccidon se analizaron las células de los ganglios
mesentéricos. Sobre ellas se realiz6 un ensayo de re-estimulacién ex vivo con anti-CD3
durante tres dias. Se muestra promedio + SEM del nivel de citoquina en el sobrenadante
para células del dia 9 (A) o 14 (B) post infeccion al cabo de dicho ensayo. Se aplico el test
estadistico One-Way ANOVA con post-test de Tukey. *, ** y *** indican diferencias con
grado de significancia p<0,05, p<0,01 o p<0,001, respectivamente.
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Se estudiaron también los linfocitos provenientes de los ganglios mesentéricos,
ganglios drenantes del sitio infectado, a los dias 9 y 14 de infeccidon. Se analizé
la expresion de citoquinas mediante citometria de flujo (Figura 4.49) y por
ensayo de re-estimulacion ex vivo con anti-CD3 (Figura 4.50).

Se muestran los resultados para linfocitos T CD4+ al dia 14 de infeccién, por ser
donde se observan las mayores diferencias. En cuanto a la produccién de IFNy o
IL-17, citoquinas caracteristicas de las respuestas Thl y Th17, la infeccién con
H. poly no indujo su expresion por encima de niveles basales. En estos animales,
la administracion de pLL tendié a aumentar la expresion de estas citoquinas, sin
que ello alcanzara significancia estadistica (Figura 4.49A).

Respecto a las citoquinas caracteristicas de la respuesta Th2, la infeccion con H.
poly indujo aumentos en la expresion de IL-4, IL-13 e IL-10 en LT CD4+. La
administracion de pLL tendié a potenciar su expresion, alcanzando este efecto
significancia Gnicamente en el caso de IL-13 (Figura 4.49B).

Se realiz6 también un ensayo de re-estimulaciéon de células provenientes del
ganglio mesentérico con anti-CD3 y medida de citoquinas en sobrenadantes
(Figura 4.50). Si bien se observé un aumento en el nivel de IFNy para las
muestras provenientes de animales infectados, el mismo no fue significativo. En
estos casos, la administracion de pLL no causé mayores efectos (Figura 4.50,
primer panel). La infeccion con H. poly si caus6 un aumento significativo en el
nivel de IL-4, IL-13 e IL-10, tanto al dia 9 como 14 de infeccién. Nuevamente, la
administracion de pLL no tuvo efectos significativos sobre la produccion de estas

citoquinas.
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Figura 4.51 Numero de huevos y gusanos de H. polygyrus luego de inyeccion
de pLL o control

Se infectaron ratones C57BL/6 con H. polygyrus (H. poly) y se les administré pLL a los
dias 7 y 8 de infeccion. A los dias 13 y 14 de infeccidon se analizé el nimero de huevos
en la materia fecal (A) y el nimero de gusanos en el intestino (B), respectivamente. Se
aplicé el test estadistico de Student para comparar ambos grupos. * indica una
diferencia con grado de significancia p<0,05.
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Finalmente, se analizé la presencia de huevos en materia fecal al dia 13 y el
numero de gusanos al dia 14 de infeccion (Figura 4.51). La administracion de
pLL redunddé en un numero significativamente menor de huevos por gramo de
materia fecal al dia 13. Este efecto no se traslad6é al numero de gusanos en el
intestino al dia 14, en el que no se apreciaron diferencias con la administracion
de pLL (Figura 4.51).
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5. Discusion
5.1 Efectos de pLL

A lo largo de este trabajo se encontraron diversos efectos de pLL sobre células
dendriticas y macréfagos en el contexto de estimulacion con IL-4. Estos efectos
fueron predominantemente inhibitorios de los ejercidos por IL-4 sobre estas
células (expresion de Relma, fosforilacion de Akt, proliferacion en un modelo in
Vvivo), si bien también hubo efectos potenciadores de la accién de esta citoquina
(expresion de Ym1l en un modelo in vivo). Ademas, algunos de estos efectos se
extendieron al contexto de estimulacion por los factores de crecimiento GM-CSF
y M-CSF (inhibicién de la fosforilacion de Akt y de la proliferacion in vitro e in
vivo). El trabajo también puso en evidencia efectos de pLL aun en ausencia de
IL-4 (desaparicion de los macrofagos residentes de la cavidad peritoneal, y
reclutamiento de macréfagos y monocitos a dicha cavidad, en un modelo in
Vvivo), solo observados previamente al inyectar dosis mas altas de la preparacion
[74].

A continuacion se discutirdn una serie de aspectos de estos resultados que se
consideran de especial interés.

5.1.1 Inhibicién de la fosforilacion de Akt y su posible relaciéon con la
inhibicion de la activacion alternativa

Se constaté la capacidad de pLL de inhibir la fosforilacion de Akt en la posicion
Ser473. La misma fue independiente del agonista de la via empleado (IL-4, GM-
CSF, M-CSF o LPS, a partir de resultados propios no mostrados y del grupo, no
publicados), y también del tipo celular estudiado (BMDC o ThioM¢). Estas
observaciones, si bien no descartan completamente la posibilidad de una accién
de pLL a nivel de los receptores especificos de estos agonistas, la limitan a una
contribucién menor en caso de existir. Esto lleva en principio al razonamiento de
que las sefales iniciadas por la exposicion a pLL deben inhibir la fosforilacion de
Akt de una o varias de las siguientes formas: (i) desfosforilando PIP3 y asi
impidiendo que Akt sea reclutado a membrana, (ii) inhibiendo mTORC2,
complejo encargado de la fosforilacion en la posicibn mencionada, o (iii)
desfosforilando Akt directamente, actuando a través de las fosfatasas PHLPPs,
que se conoce desfosforilan a Akt en Ser473 [75].

En el caso de la primera opcion, pLL podria actuar a través de las fosfatasas
SHIP o PTEN. Como se menciond anteriormente, el grupo obtuvo resultados
preliminares en el sistema de estimulacibn con LPS que apoyaban Ila
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participaciéon de SHIP1 en algunos de los efectos de pLL sobre BMDC en dicho
contexto. En el presente trabajo se realizaron ensayos intentando determinar
una posible contribucion de SHIP1 a los efectos de pLL en el contexto de
estimulacion con IL-4, utilizando el inhibidor 3AC. Los resultados de este
experimento, in vivo, mostraron que los efectos de pLL se mantenian aun en
presencia del inhibidor, aunque se observd una tendencia a un efecto mas débil
especificamente en la potenciacién de la expresion de Ym1 inducida por IL-4c.
Podria existir entonces una contribucion de la fosfatasa SHIP1 en lo que respecta
a este efecto particular, pero deberia comprobarse realizando repeticiones del
experimento original y complementando con ensayos in vitro. Se debe
considerar, sin embargo, que en este ensayo no se pudo comprobar la eficacia
del tratamiento con 3AC en término de aumento de neutréfilos en sangre, como
esta reportado [68]. Por lo tanto, la repeticion del experimento ensayando
distintas dosis del inhibidor es necesaria para corroborar o refutar los resultados
obtenidos en cuanto a la participacion de SHIP1 en los efectos de pLL en otro
contexto ya estudiado.

Ademas de los tres mecanismos planteados, existe una cuarta posibilidad para
comprender la inhibicién de Akt en respuesta a estimulos diversos, poco intuitiva
a priori, pero que se ajusta bien a los resultados observados. La misma se basa
en la retroalimentacidon negativa existente para la activacion de mTORC1 a
través de PI3K/Akt (Figura 5.1). EI mecanismo se encontré a partir de ratones
genéticamente deficientes en TSC1 o TSC2, proteinas que (como heterodimero)
regulan negativamente mMTORC1. Las células de estos ratones muestran
actividad exacerbada de mTORC1 y activacion de Akt inhibida en respuesta a
diversos estimulos [76].

Insulin, growth factors, cytokines

Figura 5.1 Mecanismo de
retroalimentacion negativa de
PI3K/Akt a través de mTORC1

El asa de retroalimentaciéon negativa

GRB10 S6K1 / \

FOXO1 consiste en que mTORC1, activado
\ / PRAS40 por Akt, fosforila por un lado a
'J GRB10, que inhibe la activacién de
PI3K en respuesta a diversos RTKs, y
-L por otro a la quinasa S6K1, que
promueve la  degradacion  del

4EBPA1 adaptador IRS2. Tomado de [54].
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Byles et al. [54] reportan que este mecanismo de retroalimentacion negativa
funciona en macrofagos regulando las respuestas tanto a IL-4 como a LPS, lo
que hace probable que tenga un papel en el contexto estudiado en esta Tesis.
Mas en detalle, los autores muestran que la hiperactivacion de mTORC1 en
ratones genéticamente deficientes en TSC1, da lugar a la hipofosforilaciéon de Akt
en las posiciones Thr308 y Ser473, e inhibicién de la activacion alternativa (en
términos de actividad arginasa y expresion de Relmoa y Ym1, pero no de
expresion del receptor de manosa), inducidas por IL-4. La mutacion en TSC1 da
lugar a dicha inhibicién de la activacion alternativa sin afectar la sefalizacién a
través de STAT6. Esto coincide con lo ya reportado de que la via de PI3K/Akt es
necesaria para este tipo de activacion y mas aun, que ciertos marcadores son
mas sensibles a la sefalizacion por dicha via (Relma y en menor medida Ym1 y
Arginasal) que otros (MR) [44, 52, 53].

Byles et al. [54] también muestran que la retroalimentacion negativa afecta
fuertemente la fosforilacion de Akt en respuesta a LPS, si bien el mecanismo
molecular detallado no se conoce. Otros articulos muestran que la deficiencia en
TSC1/2 también da lugar a hipofosforilacion de Akt en células dendriticas
derivadas de médula 6sea, generadas tanto en presencia de FIt3L como de GM-
CSF [77, 78].

Considerando todo lo anterior, el mecanismo de retroalimentacidn negativa
podria explicar los resultados de esta Tesis y mas en general del grupo, si se
postula que la exposicion a pLL de alguna manera potencia la actividad de
MTORC1, o de otro de los componentes involucrados en la retroalimentacion
mencionada. Se deberia entonces ensayar los efectos de pLL sobre Ila
fosforilaciéon de Akt (en respuesta a IL-4 y a LPS), en presencia de rapamicina,
inhibidor de mTOR. Si la suposicion anterior es correcta, la inhibicién
farmacolégica de mTOR (a dosis de rapamicina bajas, que selectivamente
afectan a mTORC1) deberia revertir la inhibicibn de la fosforilacion de Akt
causada por exposicién a pLL.

Es altamente probable que la inhibicion de la induccibn de marcadores de
activacion alternativa observada en presencia de pLL se deba a la inhibiciéon de la
activacion de Akt. En efecto, el patrén de inhibicion de la expresion de Relma y
la actividad arginasa, sin modificacion de la expresion del receptor de manosa,
observado en este trabajo se observdé también en los ratones knock out para
TSC1 [54] en los que, como se dijo, la via de STAT6 esta intacta y la de
PI3BK/Akt inhibida. Estos autores obtuvieron resultados similares con dos
inhibidores quimicos de Akt (si bien no reportan expresion de MR en estos
casos). Como ya se menciond, estos resultados son coherentes con los
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reportados antes por Ruckerl et al. [53] en ThioM¢, y por Heller et al. [44] vy
Weisser et al. [52] en BMDM, y mas recientemente también por Barret et al.
[45]. En los experimentos antes planteados empleando rapamicina junto con
pLL, se deberian entonces analizar también los niveles de marcadores de
activacion alternativa, en particular Relma.

Se debe mencionar que el articulo reciente de Barret et al. [45] muestra ademas
que existe en macréfagos un mecanismo de retroalimentacion positiva en la via
de PI3K/Akt a través de la produccion de factor de crecimiento similar a la
insulina 1 (IGF-1, del inglés insulin-like growth factor 1). La produccién de esta
proteina depende, y a su vez activa, esta via. Ademas, reportan que los
macroéfagos producen IGF-1, y por ende activan la via de PI3K/Akt, ante la
adicion de nutrientes (cambio de medio de cultivo). Esta observaciéon pone aun
mas en evidencia lo complejo del sistema empleado en esta Tesis, y ademas
avala el procedimiento de “hambreado” de las células realizado previo a la
estimulacién con IL-4 o factores de crecimiento para estudiar la fosforilacion de
Akt.

Si efectivamente la inhibicidon de la activaciéon alternativa causada por exposicion
a pLL se debe a inhibicién de la via de PI3K/Akt, entonces podemos especular
que la fosforilacion de Akt debe estar inhibida para la posicion Thr308 ademas
de la posicion Ser473 analizada. De hecho, Byles et al. [54] muestran que en
BMDM, la disrupcion del complejo mTORC2 y consiguiente impedimento de la
fosforilacion de Akt en la posicion Ser473 no tiene efecto sobre la activacion
alternativa de estas células en presencia de IL-4 in vitro. A su vez, si la
exposicién a pLL inhibe la fosforilacion de Akt en ambas posiciones, entonces las
opciones mecanisticas para lograrlo basadas en la hidrélisis de PIP3 y/o la via de
retroalimentacién negativa a través de mTORC1 son las mas probables. En este
trabajo se intent6 estudiar la fosforilacion de Akt en la posicién Thr308 sin éxito.
Esta fosforilacion es mas labil que la de la posicion Ser473 [79] y se especula
que los inhibidores de fosfatasas presentes en el buffer de lisis, que no incluyen
inhibidores de las fosfatasas PP2A (principales fosfatasas de Akt en Thr308
[79]), no son capaces de impedir su desfosforilacién. Se planea incorporar el
inhibidor de estas fosfatasas, el acido okadaico, al buffer de lisis en futuros
ensayos.

Si bien no se ha mencionado hasta el momento, se debe considerar que Akt
presenta 3 isoformas. Las herramientas empleadas en nuestro trabajo, asi como
en los otros trabajos citados hasta el momento en esta discusidn, no discriminan
entre isoformas de Akt. Sin embargo, datos publicados sugieren que es la
isoforma Akt-1 la que es necesaria para la activacion alternativa, mientras que
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por el contrario la isoforma Akt-2 promoveria la activacion clasica [80]. Ademas,
esta reportado que Akt-1 es la isoforma predominante en BMDC [81], por lo
cual, al menos en los ensayos con este tipo celular, la inhibicion de la
fosforilacion de Akt observada probablemente refleje cambios en Akt-1
principalmente, justamente la isoforma necesaria para la activacion alternativa.

En suma, surge la hipotesis que pLL podria inhibir la via de PI3K/Akt, y los
elementos de la activacion alternativa que dependen de esta via, a consecuencia
de una hiperactivacion del complejo mTORC1. Esta hipodtesis puede ser evaluada
de forma relativamente sencilla, empleando el inhibidor rapamicina.

5.1.2 Relacién entre inhibicion de la fosforilacion de Akt e inhibicion de
la proliferacién celular

Utilizando inhibicion farmacoldgica de Akt, Ruckerl et al. [53] muestran que la
proliferacién de macrofagos inducida por IL-4c in vivo depende de la via de
PI3K/Akt. Similarmente, Wang et al. [78] muestran que la proliferaciéon de BMDC
en respuesta al factor homeostatico de crecimiento FIt3L, también medida por
incorporacion de BrdU, esta inhibida en células TSC1 knock out, que como ya se
dijo, presentan hipofosforilacion de Akt. Considerando lo anterior, es muy
probable que los efectos de inhibicién de la fosforilacion de Akt y de inhibicion de
la proliferacién en presencia de pLL observados tengan una relacién causal. Esto
no significa que la hipofosforilacion de Akt sea el Unico factor contribuyente a la
baja proliferacion. De hecho, Wang et al. [78] observan que la deficiencia en
TSC1 da lugar a un defecto en proliferacion mucho mas profundo que la falta de
complejo mTORC2 (con consiguiente falta de fosforilaciéon de Akt en Ser473).

La hipodtesis que la hipofosforilacion de Akt observada en presencia de pLL
determine, o contribuya a, la inhibicibn de la proliferacion observada no fue
evaluada directamente en nuestro trabajo.

Una opcion para evaluar esta hipo6tesis seria realizar experimentos in vitro e in
vivo utilizando factores de crecimiento o IL-4c, respectivamente, en combinaciéon
con pLL, en presencia o ausencia de activadores o inhibidores de Akt (por
ejemplo SC79 [82] o triciribina, respectivamente). Estos ensayos podrian
permitir determinar si la inhibicién de la proliferacion causada por pLL se revierte
en un contexto de activacion artificial de Akt, o si es imitada en presencia de
inhibidores quimicos de Akt, revelando una contribuciéon de dicha quinasa en el
efecto observado. También seria util medir el nivel de fosforilaciéon de GSK3, asi
como los efectos de inhibidores gquimico de esta quinasa, en células estimuladas
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con factores de crecimiento o IL-4 en presencia de pLL. Como se mencioné en la
introduccién, GSK3 es un blanco de Akt que controla varios factores que regulan
el pasaje de fase G1 a S [50]. En células dendriticas estimuladas por LPS se
observd que pLL causa hipofosforilacion de GSK3, lo que es esperable dada la
hipofosforilacion de Akt (A. Pittini, resultados no publicados). Es razonable
especular que la hipofosforilacion de GSK3, que la vuelve mas activa, regule
negativamente la entrada en fase S, contribuyendo a la inhibicion de la
proliferacién en presencia de pLL.

También resultaria atil la medicion de Akt fosforilado ex vivo en células
provenientes de ratones estimulados con IL-4c en presencia o ausencia de pLL.
Estos ensayos requeririan de un método de detecciéon de Akt fosforilado lo
suficientemente sensible como para ver una seflal proveniente de células
individuales. Hasta el momento no se ha conseguido detectar Akt fosforilado en
estas condiciones con los reactivos disponibles. La deteccién de Akt fosforilado
mediante western blot sobre estas células no seria una opcion viable, ya que
requeriria un proceso de seleccion del tipo celular especifico, por adherencia o
sorting, que sin duda afectaria el estado de fosforilacion de Akt en la muestra.
Aun en caso de poder detectarlo, habria que comprobar si las cinéticas de ambos
eventos (fosforilacion de Akt y proliferacion celular) permiten la evaluacion de
ambos parametros sobre una misma célula.

Una dificultad adicional para investigar esta potencial relacién de causalidad es
que no existe un buen modelo in vitro para macréfagos residentes, poblacion
sobre la cual pLL mostré6 mayor efecto en cuanto a inhibicién de la proliferaciéon
inducida por IL-4c in vivo. La utilizacibn de macréfagos peritoneales
provenientes de ratones sin estimular, si bien es la mas similar a un modelo de
macrofagos residentes, tiene la limitante de que se obtienen aproximadamente 1
x 10° macréfagos por ratén (experiencia previa del grupo de trabajo). El trabajo
in vitro sistematico con estas células significaria el sacrificio de demasiados
animales. Una alternativa podria ser la purificacion de macréfagos provenientes
de ratones inoculados con IL-4c. Este tratamiento induce un aumento
considerable en niumero de macréfagos residentes, compatible con el necesario
para el trabajo in vitro, pero ademas los polariza hacia un fenotipo de activacion
alternativa [35]. Si bien se sabe que los macrofagos in vivo tienen cierta
plasticidad y pueden reprogramarse a otros fenotipos de activacion [15], no hay
evidencia de que la activacion inicial no genere cambios permanentes en la
célula. Esto llevé a realizar ensayos in vitro con modelos de macréfagos, como
los ThioM¢, que son modelo de macrofagos reclutados no activados. Sobre esta
poblacion pLL tiene efectos mas débiles que sobre los residentes in vivo. Existen
algunos trabajos que proponen la posibilidad de inducir un fenotipo similar al de
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los macréfagos residentes en macrofagos reclutados [83], pero este sistema
seria dificil de implementar con las herramientas disponibles al momento.

5.1.3 Sistema experimental empleando IL-4c

En este trabajo se utiliz6 el modelo de IL-4c para generar activacion alternativa
y proliferacién, de macréfagos residentes principalmente, in vivo. El mecanismo
de accién detras del efecto proliferativo de la IL-4 no se conoce completamente,
pero se especula que la IL-4 sensibiliza a las células para un factor de
crecimiento aun no identificado que permite su proliferacion, sabiéndose que
dicho factor no es M-CSF [36]. Si este fuese el caso, y la inhibiciobn de Akt
efectivamente contribuyera al efecto de inhibicion de la proliferacion,
especulamos que pLL seria capaz de inhibir esta proliferacion “en dos puntos”:
en la sefalizacion de PI3K/Akt activada por IL-4 en primera instancia, y luego la
activada por el factor de crecimiento no identificado.

Se decidi6 trabajar con un protocolo levemente distinto al reportado por Jenkins
et al. (dos dosis con IL-4c 30 ug en los dias O y 2, para luego analizar las células
al dia 4 [35, 36]), a la espera de poder observar un efecto inhibitorio por parte
de pLL y en el entendido de que el sistema previamente reportado podria estar
“saturado” en términos de actividad de IL-4. Se comprobd que aun a la dosis
menor utilizada (Unica dosis con IL-4c 6 ug y analisis de las células 24 horas
post inyeccidn), se observan aumentos en la incorporacion de BrdU en células
peritoneales y pleurales, asi como también en la expresidon de marcadores de
activacion alternativa en estas células.

Durante la puesta a punto del sistema se definieron las poblaciones celulares de
interés como células dendriticas ([CD19- TCRp- SiglecF- Ly6G-] F4/80- CD11c+
MHCII alto), macroéfagos residentes ([CD19- TCRp- SiglecF- Ly6G-] F4/80 alto),
macroéfagos reclutados ([CD19- TCRp- SiglecF- Ly6G-] F4/80 medio MHCII alto)
y monocitos reclutados ([CD19- TCRp- SiglecF- Ly6G-] F4/80 medio MHCII
bajo). La definicibn de macréfagos residentes y reclutados esta de acuerdo con
la reportada en otras publicaciones [84]. La definicibn de monocitos reclutados
se basa en los datos no publicados de Stephen Jenkins (Universidad de
Edimburgo), pero ademéas es de sentido comun, ya que se trata de células
reclutadas a la cavidad peritoneal en respuesta a estimulos particulados, que
expresan marcadores de la linea monocito-macréfago, pero expresan MHCII
bajo, reflejando que no han completado su diferenciacion. Ademas, la expresion
de PDL2 y MR es ampliamente mayor en las poblaciones definidas como
macréfagos y monocitos reclutados, que en la definida como macréfagos
residentes (resultados no mostrados), lo que es coincidente con lo reportado por
Gundra et al. [37]. La definicibn de células dendriticas empleada es amplia, y

103



probablemente incluye eventos correspondientes a macréfagos/monocitos F4/80
bajo CD11c+, de acuerdo a los resultados no publicados de Stephen Jenkins, y
como parece quedar en evidencia luego con la respuesta observada de estas
células a M-CSF (Figura 4.31). En forma similar, ya que no se ha reportado que
las células dendriticas proliferen en respuesta a IL-4c, nuestra observacion de
incorporacion significativa de BrdU en la poblaciéon definida como células
dendriticas podria explicarse por la presencia de macréfagos/monocitos en esta
poblacion. Sin embargo, luego de una clasificacibn mas estricta basada en la
ausencia de expresion de CD115 (receptor para M-CSF), igualmente se observo
incorporacion significativa de BrdU en células dendriticas en respuesta a IL-4c
(resultados no mostrados), si bien los niveles alcanzados (4%) fueron menores
que para macroéfagos residentes (12%o).

5.1.4 Inhibiciéon de la proliferacion celular

En este trabajo se vio que pLL es capaz de inhibir fuertemente la proliferacion
inducida por IL-4c o por Fc-M-CSF en macréfagos in vivo, asi como también la de
BMDC inducida por GM-CSF in vitro. Ensayos realizados por Dominik Rickerl
(Universidad de Edimburgo) en colaboraciobn con nuestro grupo mostraron
también una inhibicibn en presencia de pLL de la proliferacion de ThioM¢
inducida por M-CSF in vitro. La imitacién del resultado en los sistemas in vitro
sugiere que no seria indispensable la participacion de otros tipos celulares
presentes en el sistema in vivo para el efecto anti-proliferativo observado.

En los experimentos in vivo se comprobd ademas que el efecto de pLL es local,
ya que esta ausente en células de la cavidad pleural luego de una administracion
intraperitoneal del material. Esta observacion apunta a que el efecto depende de
sefales inter-celulares locales y/o de contacto directo con el material. Como ya
se comentd, pLL contiene particulas de diversos tamafos, abarcando los rangos
fagocitable y no fagocitable, por lo que este contacto directo podria involucrar
contacto con la superficie celular y/o fagocitosis.

5.1.5 Diferencias entre efectos sobre la activacion alternativa in vitro e
in vivo

Se observd que la presencia de pLL inhibié fuertemente la expresion de Relma
en BMDC in vitro, con efectos menores o nulos sobre los demas marcadores de
activacion alternativa estudiados (Ym1, PDL2, MR, Arginasa 1). Estos resultados
confirmaron estudios previos del grupo, no publicados, en los que se habia
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observado estos efectos sobre BMDC y BMDM, en ensayos de 18 horas de
incubacion con pLL e IL-4 [74] (determinaciones por PCR cuantitativa y ELISA de
los sobrenadantes de cultivo). En los ensayos in vivo con IL-4c, se observd una
inhibicién leve de la expresiéon de Relma en macréfagos en presencia de pLL, y
una potenciacion de la expresion de Ym1, en células dendriticas principalmente.
Resultados similares se habian obtenido empleando inyeccion ip de huevos del
helminto Schistosoma mansoni como estimulo para activacion alternativa, junto
con pLL [74]. Ademés en nuestro trabajo se observo una induccion de expresion
de Ym1 en células dendriticas y macroéfagos frente a la inyeccion de pLL como
Unico estimulo. Este efecto “adicional” también se observd en experimentos in
vivo inyectando altas dosis de pLL (900 pg/ratén) como unico estimulo (C.
Casaravilla, resultados no publicados).

La diferencia entre los efectos observados in vitro e in vivo podria explicarse por
la presencia de otros tipos celulares en el sistema in vivo, que interactien con
las células dendriticas, macroéfagos, IL-4c y pLL, afectando el resultado final
observado. Algunos tipos celulares candidatos a mediar estos efectos son los
mastocitos y/o eosinofilos. Los mastocitos estan presentes constitutivamente en
la cavidad peritoneal, mientras que hay cierto reclutamiento de eosindfilos a la
cavidad luego de inyeccion con pLL (C. Casaravilla, resultados no publicados).
Asimismo, estos tipos celulares son capaces de producir IL-4 e IL-13 [85], por lo
que un posible efecto de pLL podria ser la induccion de la produccién de I1L-4/13
en estas células. Esta IL-4/13 enddgena, adicional a la inoculada, llevaria a una
inhibicion en la expresion de Relma mas leve que la observada in vitro. En
términos de Ym1, que in vitro es inhibida débilmente, el resultado seria la
potenciaciébn en la expresidon observada. La induccion de IL-4/13 enddgena
también se reflejaria en un aumento en la expresibn de Yml en células
dendriticas y macrofagos, aun en ausencia de IL-4 exdgena, efecto que no se
observa en los sistemas in vitro. Un detalle técnico a comentar en relacion a
Ym1l es que se puso especial cuidado en comprobar que la proteina detectada
fuese efectivamente la expresada intracelularmente por cada poblacién celular
de interés, mediante la implementacién de controles en los cuales las células no
fueron permeabilizadas. Esto es especialmente importante al tratarse de
muestras provenientes de ensayos in vivo, donde presumiblemente las células
dendriticas y macréfagos/monocitos podrian haber estado en contacto con Ym1l
secretada por otros tipos celulares como los neutréfilos [26], que podria unirse
fuerte pero inespecificamente por su actividad lectina a la superficie celular [24].
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Coincidente con la hipotesis que la inyecciéon de pLL ademéas de antagonizar
efectos de la IL-4 sobre macréfagos/monocitos y células dendriticas induzca la
expresion de la misma citoquina y/o IL-13 en otros tipos celulares, se ha
reportado que la inoculacidn con materiales particulados carentes de agonistas
de TLR, como alumina y micro-particulas de titanio, induce la expresion de
marcadores de activacion alternativa en macréfagos [86].

5.2 Comparacion entre pLL y materiales particulados sintéticos

Se elabor6é una tabla comparativa con los resultados del trabajo con pLL,
Superosa 12 o Sephadex G100 (Tabla 5.1). Como se aprecia, ninguno de los dos
materiales particulados sintéticos ensayados fue capaz de imitar todos los
efectos de pLL. La exposicion a Superosa 12 dio lugar a una fuerte inhibicion de
la fosforilacion de Akt inducida por M-CSF en ThioM¢, sin efecto claro sobre la
proliferacién inducida por IL-4c in vivo. En cambio, la exposicién a Sephadex
G100 no gener6 cambios claros en la fosforilacion de Akt (si bien se aprecioé una
inhibicion leve de la fosforilacion inducida por GM-CSF o por IL-4 en BMDC)
mientras que si inhibid la proliferacion inducida por IL-4c in vivo.

Resulta evidente que se trata de un escenario complejo que amerita un estudio
mas minucioso. Algunos aspectos de los resultados alcanzados hasta el
momento se discuten en mas detalle a continuacion.

5.2.1 Inhibicién de la proliferacion celular

Resultados previos publicados muestran que la fagocitosis, o fagocitosis
frustrada, de diversos materiales particulados (particulas de poliestireno [87],
adjuvante de Hjorth, alimina [88], microcristales calcicos [89]) promueve la
proliferacion de macréfagos, o potencia la proliferacion inducida por M-CSF.
Estos resultados difieren notoriamente con los obtenidos con pLL in vitro,
aunque se debe notar que en nuestro sistema no se evalu6 la fagocitosis del
material, y que pLL comprende una muy importante proporcién de particulas de
tamafo no fagocitable. También es importante destacar que los materiales
particulados mencionados no fueron evaluados in vivo.

En nuestros experimentos in vivo utilizando diferentes materiales particulados en
combinacién con IL-4c, tanto pLL como Sephadex G100 dieron lugar a una
fuerte inhibicibn de la incorporacién de BrdU en monocitos extravasculares.
Ademas, ambos materiales particulados tendieron a inhibir este parametro
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también en macroéfagos residentes, si bien no se alcanzé significancia estadistica
en los ensayos disefiados para comparar los materiales (si en los ensayos en los
que se prob6é pLL pero no Sephadex G100). La observacion apunta a la
posibilidad de que el efecto de pLL se deba a sus particulas no fagocitables, y
quizds que las particulas (hidrofilicas) no fagocitables en general sean capaces
de inhibir la proliferacion de macréfagos in vivo. En la idea previa de que la
inhibicibn de la proliferacion en presencia de pLL estad relacionada con la
inhibicién de la activacion de Akt, sorprende entonces que Sephadex G100 no
mostrd clara capacidad de inhibir la activaciéon de dicha quinasa. Esto podria
deberse, como ya se comentd, a que no se dispuso de un modelo in vitro
apropiado de macréfagos peritoneales residentes, ni se pudo observar la
respuesta de fosforilacion de Akt frente a estimulacion con IL-4 in vitro en
macrofagos.

5.2.2 Reclutamiento de células a la cavidad peritoneal

A lo largo de este trabajo se constaté el moderado potencial inflamatorio de pLL
a las dosis empleadas (30 y 10 ug masa seca). Este juicio se basa en el numero
de células recuperadas en la cavidad peritoneal, que no presentd diferencias
significativas respecto al tratamiento control, y en la ausencia de citoquinas pro-
inflamatorias (TNFa, IL-12p40 e IL-6) en el lavado peritoneal 24 horas post
inyeccion del material (datos no mostrados). Mas aun, si bien la estrategia de
gating utilizada no se enfoca en el estudio de neutréfilos, una clasificacion
aproximada de esta poblacion celular basada en su granularidad y expresion de
MHCII reveld que la administracion de pLL en estas dosis no generé un aumento
significativo en numero de neutréfilos respecto a la condicién basal. De todos
modos, es claro que la inyecciéon de pLL generé reclutamiento de monocitos y
macrofagos. Ademas, como se comenta en la seccion siguiente, la
administracion de pLL dio lugar a la desaparicion de macréfagos residentes de la
cavidad peritoneal (MDR, del inglés macrophage disappearance reaction),
reaccion poco comprendida pero asociada a estimulos inflamatorios [90]. Ambos
resultados habian sido previamente observados por nuestro grupo luego de la
inyeccion intraperitoneal de dosis mayores de pLL (a partir de los 150 nug / ratéon

[74D

En los ensayos in vivo comparando diversos materiales particulados no se
incluyeron tratamientos con los materiales particulados en ausencia de IL-4c,
por lo que no se puede comentar sobre el reclutamiento celular inducido por
cada material per se. De todas maneras, puede verse que Sephadex G100 fue el
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material que generé un aumento significativo en ndmeros de macrofagos y
monocitos reclutados, en comparacion con IL-4¢c como Unico estimulo.

5.2.3 Desaparicion de macroéfagos residentes

El efecto mas robusto de la inyeccién de pLL como Unico estimulo, o en
combinacién con IL-4c, fue una disminuciéon del numero de macréfagos
residentes en la cavidad peritoneal. Este efecto fue comprobado en todos los
experimentos in vivo realizados durante este trabajo, desarrollados en distintos
laboratorios y con distintos batches de pLL.

Este fendmeno no es para nada exclusivo a pLL, ya que se ha observado con la
inyeccion de preparaciones inflamatorias en el peritoneo desde los afios 1960
[90]. En esta reaccion, muy poco comprendida, se sabe que existe adherencia
de macrofagos residentes a las paredes de la cavidad peritoneal, y que se
acomparfa de reclutamiento de macréfagos desde el torrente sanguineo. En
nuestros experimentos, se observé para pLL pero no para las otras
preparaciones particuladas a las dosis ensayadas. De hecho, el numero de
macrofagos residentes luego de tratamiento con IL-4c en combinacién con pLL
fue significativamente menor al correspondiente a cualquiera de las otras
condiciones ensayadas (condicion basal, IL-4c como Unico estimulo, o IL-4c en
combinacion con Superosa 12 o Sephadex G100).

5.3 Experimento de infeccién con H. polygyrus

Tal como se mencioné en los resultados (seccion 4.11), el experimento de
infecciébn con H. poly en presencia o ausencia de pLL fue uno piloto, con un
disefio experimental que requeriria de repeticién, y de exploraciéon de variantes
del protocolo experimental para arrojar conclusiones validas. De todas maneras,
se obtuvieron resultados primarios interesantes que merecen ser comentados.

La infeccién transcurrié como se esperaba, con aumento en el nimero de células
en la cavidad peritoneal, de la expresién de marcadores de activacion alternativa
sobre dichas células y de linfocitos positivos para la expresion de citoquinas
tipicamente Th2 (IL-4, IL-13, IL-5) respecto a animales sin infectar. La
administracion de pLL a los dias 7 y 8 de infeccion causé un efecto
diametralmente opuesto al esperado, mostrando una potenciacion de las
acciones de IL-4 en todos los parametros estudiados (aumento de la
incorporacion de BrdU y en la expresion de marcadores de activaciéon alternativa

108



en macroéfagos residentes al dia 9, aumento de la expresién de citoquinas Th2 en
linfocitos de los ganglios mesentéricos al dia 14 y disminucion del numero de
huevos presentes en la materia fecal al dia 13 de infeccién).

Las diferencias en el efecto de pLL observado respecto a lo observado en
ensayos anteriores empleando IL-4c podrian responder al hecho de que se
administraron dos dosis de pLL (en dias sucesivos) en lugar de una Unica dosis.
Para verificar si esta diferencia en el disefio experimental basta para dar lugar a
resultados como los vistos en este experimento, se podrian realizar ensayos con
el modelo de IL-4c empleando un disefio experimental analogo al de H. poly.
Alternativamente, se podria repetir el experimento de infeccibn con H. poly
administrando una Unica dosis de pLL al dia 8 de infeccion (24 horas antes del
primer punto final).

Ademas se observo interaccion entre los efectos de pLL y los de infeccion con H.
poly, en el sentido de que algunos paradmetros (niumero de células peritoneales
recuperadas, porcentaje de linfocitos T positivos para IL-13) fueron aumentados
por la combinacion de pLL e infeccibn a un grado claramente mayor que en
respuesta a pLL como unico estimulo o a la infeccion con H. poly por si sola. Esto
muestra que los efectos de pLL estan fuertemente condicionados al contexto
inflamatorio/inmunoldégico en el que se administre.

Un resultado novedoso es que la administracion de pLL en la cavidad peritoneal
tuvo efectos significativos sobre el resultado de la infeccién en el intestino. Este
resultado es especialmente llamativo si se considera que no se observaron
efectos de pLL en células pleurales luego de administracion en la cavidad
peritoneal. Se podria especular que la diferencia se debe a un contacto mas
intimo entre la cavidad peritoneal y el intestino, con eventual didlogo entre las
células de ambos sitios. Por otro lado, se debe considerar que los efectos
restringidos a la cavidad de administracién se observaron Unicamente 24 horas
post inyeccion, mientras que en este caso se midieron 5y 6 dias después de la
ultima dosis de pLL. Una posibilidad entonces es que la administracién de pLL
potencie la produccion de IL-4, con impactos a nivel sistémico, con una cinética
lenta, no apreciable en los experimentos realizados anteriormente. Coherente
con esta idea, se ha reportado recientemente que existe un efecto protector del
IL-4c administrado por via intraperitoneal en ratones C57BL/6 infectados con H.

poly [91].

Como se dijo al principio, éste fue un experimento piloto, que requiere de
repeticion y ajustes del disefio experimental. De todas maneras, permitio
observar claramente que la administracion de pLL es capaz de influir en el
resultado de infeccién con H. poly, avalando la idea de que podria tener efectos
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moduladores en la infecciéon con E. granulosus. Posiblemente los efectos en el
contexto de infeccion con E. granulosus sean muy diferentes a los observados en
infeccion con H. poly, ya que como se dijo, la respuesta a pLL depende del
contexto inmunoldégico; ademas parece probable que E. granulosus secrete
inmunomoduladores evolutivamente disefiados para complementar los efectos
de las particulas de la LL de forma que éstas generen el minimo de inflamacion.

5.4 Conclusiones y perspectivas

En suma, el trabajo determin6 que las propiedades de pLL, en cuanto a
inhibicion de la proliferacion de macrofagos residentes combinada con poco
reclutamiento de monocitos y fuerte desapariciéon de los macréfagos residentes,
no son triviales, en el sentido de ser generales de todos los materiales
particulados. Si se considera, como se menciond en la introduccion, que la
liberacion de particulas de la capa laminar es un proceso inevitable para el
crecimiento del parasito, se puede plantear la hipoétesis que estas particulas
estaran optimizadas para generar el menor reclutamiento posible de células
potencialmente dafiinas para el parasito y ademas, inhibir la proliferacion de
aquellas que estén en el sitio de infeccion. Esto podria explicar la poca densidad
de macréfagos observada en la proximidad de hidatides en infeccion natural [3],
situacion completamente opuesta a la observada por ejemplo para granulomas
de huevos de Schistosoma mansoni [92].

Un posible mecanismo para la inhibicion de la proliferacion de macréfagos
residentes (principalmente) observada es la inhibicién de la via de PI3K/Akt, tal
como sugieren resultados de los sistemas in vitro con BMDC o ThioM¢. De todas
maneras, la inhibicion de la fosforilacion de Akt dificilmente constituya el Unico
mecanismo involucrado, como sugieren los experimentos in vitro e in vivo
comparando los efectos de exposicion a pLL con los de exposicion a Superosa 12
0 a Sephadex G100. Después de todo, la proliferacién celular es un proceso
altamente regulado, e inhibicion de la fosforilacion de Akt no es sinénimo de
inhibicion de toda la via de PI3K (como se discutié en el contexto de la hipotesis
de retroalimentacién negativa), y mucho menos de inhibicién de la proliferacion.
Ademas, aunque moderados, los efectos inflamatorios del material parasitario in
vivo evidentemente generan mediadores que pueden influir en la proliferacién de
macréfagos/monocitos y células dendriticas.

Los resultados de la Tesis revelaron ademas que la exposicion a pLL no tiene
efectos sobre la fosforilacion de ERK. Sin embargo, como ya se menciond, el
proceso de proliferaciéon celular se encuentra sumamente regulado y seria
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interesante estudiar si existen otras vias de sefalizacion afectadas por la
exposicion a pLL.

En este trabajo se mostré también que la exposicion a pLL inhibe la fosforilacién
de Akt en respuesta a estimulos diversos. Esto, junto con articulos publicados
por otros grupos durante el curso de esta Tesis, llevd a la hipdtesis que la
inhibicibn observada se deba a una retroalimentacion negativa a partir de
activacion de mTORC1, la cual tiene importantes consecuencias para la
investigacion del grupo globalmente. Son entonces experimentos centrales para
la continuacion de este trabajo los planteados anteriormente usando rapamicina,
asi como la evaluacion de si la inhibicion se extiende a la fosforilacion en Thr308.

Importantemente, el grupo ain no cuenta con evidencia contundente sobre la
potencial fagocitosis de particulas de pLL por macréfagos o células dendriticas in
vitro o in vivo. Esta informacion podria provenir de estudios de microscopia en
ensayos con pLL marcado con una sonda fluorescente, por ejemplo. Ensayos
dirigidos a verificar la dependencia de contacto para los efectos observados en
sistemas in vitro podrian complementar esta informacion.

Finalmente, y como ya se menciond, el experimento con infecciéon con H. poly
buscé encontrarle una implicancia funcional a los efectos causados por
exposicion a pLL. Este experimento revelé que la administraciéon de pLL a la
cavidad peritoneal si tiene un efecto sobre el resultado global de la infeccién con
H. poly, a pesar de no ser el esperado originalmente. Resulta especialmente
interesante repetir este experimento, incluyendo modificaciones al disefio
experimental inicial, para comprobar si los efectos observados son consistentes.
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. Tipo Sephadex
Agonista celular pLL Superosa 12 G100
BMDC J ? ?
LPS .
ThioM¢ J ? ?
BMDC NE -(?) -0l (?)
Akt (Ser473 IL-4
PAKE ( ) ThioMé ? ? ?
GM-CSF BMDC NE - 4 (?)
M-CSF ThioM¢ N% % -
GM-CSF BMDC - T -
PERK 1/2 )
M-CSF ThioM¢ - - (?) -
GM-CSF BMDC J ? ?
M-CSF ThioM¢ J ? ?
Mo NE -(?) N%
) By IL-4c mo-M¢ -0 (?) - -
_Prollferacu_)fl invivo  Monocitos N - (?) ¢
(incorporacion DC Gl 5 5
de BrdU) eve i
Mo J ? ?
Fc:M-CSF  mo-M¢ N% ? ?
in vivo  Monocitos J leve ? ?
DC J leve ? ?
Mo {4 Relma - J(?) Ym1? - Ym1?
Activacion IL-4c mo-Mé¢ J Relma - J(?) Ym1? - Ym1?
alternativa invivo  Monocitos { Relma ™TYml J(?) Yml? () yYmiz
DC - TYml Relma? Yml? Relma? Yml?
Reclutamiento IL-4c . . .
. . . Si Si Si
de células in vivo
MDR L-4c Si No No
in vivo

Tabla 5.1 Comparacion de los efectos de exposicion a pLL, Superosa 12 y Sephadex G100

Se detallan los efectos observados por exposicion pLL, Superosa 12 o Sephadex G100, en combinacién con
diversos estimulos, en sistemas in vitro e in vivo. {, indica inhibicién, " indica potenciacion, - indica efecto nulo.
Se colocé un signo de interrogacién (?) en los casos en que no se cuenta con informacion, o en los casos en que el
efecto reportado no fue consistente en los experimentos. En los casos en los que existi6 duda ente dos
posibilidades, se indican ambas, con un signo de interrogacién.

Abreviaciones: BMDC = células dendriticas derivadas de médula ésea; DC = células dendriticas; Fc-M-CSF = factor
de crecimiento homeostatico de los macréfagos fusionado a la porcidn Fc de un anticuerpo; IL-4 = interleuquina 4;
IL-4c = complejo de IL-4; LPS = lipopolisacarido; MDR = reaccion de desaparicion de macréfagos residentes; mo-
Mo = macroéfagos reclutados; M¢ = macréfagos residentes; pAkt = Akt fosforilado; pERK = ERK fosforilado; ThioM¢
= macrofagos reclutados por inyecciéon de medio tioglicolato
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