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RESUMEN

La infeccion por Echinococcus granulosus (parasito cestodo) en humanos,
se denomina equinococosis quistica (conocida como hidatidosis). Cuando
accidentalmente un quiste fértil se rompe, se produce una siembra del
contenido interno del mismo (protoscoleces), que pueden originar nuevos
quistes (infeccion secundaria).

Se ha estudiado el modelo de infeccidbn secundaria en ratones Balb/c,
encontrdndose que los glicoconjugados del protoescolex de E. granulosus
(GPEG) muestran caracteristicas bien interesantes. A su vez, resultados
recientes han mostrado que una fraccion de antigenos somaticos de
protoscoleces de E. granulosus enriquecida en carbohidratos
(denominada E4+) tendria un papel importante en la interrelacién
hospedero experimental-parasito (Mourglia-Ettlin et al., 2011a; Mourglia-
Ettlin et al., 2011b; Baz et al., 2006). En este contexto, resulta interesante
identificar cuales son las estructuras (glucidicas o proteicas) de los
componentes de la fraccion E4+.

Para el analisis de los componentes glucidicos, se utilizd un set de
lectinas, y los resultados mostraron los componentes de E4+ fueron
capaces de interaccionar de manera especifica con las lectinas WGA y
Con A. Estos resultados son consistentes con la estructura del motivo

glucidico propuesto en un trabajo anterior por Khoo et al., (1997).
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En cuanto a los componentes proteicos, los resultados mostraron que uno
de los componentes de la fraccion E4+ es la Anexina de E. granulosus.
Este resultado es bien relevante ya que reportes muy recientes muestran
que las anexinas de parasitos podrian estar involucradas en las
interacciones hospedador-parasito y en la modulacién de la respuesta
inmune del hospedador (Hofmann et al., 2010).

En suma, los resultados obtenidos en este trabajo son la base de una
nueva linea de investigacion, la cual podria derivar en un disefio racional

de inmuno-intervencioén en el hospedero intermediario natural.

Palabras clave: Echinococcus granulosus, Antigenos parasitarios.
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INTRODUCCION

Introduccion general.

Los Helmintos son gusanos planos parasitos que se desarrollan, por lo
general, en los aparatos digestivo, circulatorio, reproductor y en el sistema
nervioso. Hay dos filos principales de Helmintos: los nematodos y los
platelmintos. Los nematodos incluyen a los gusanos intestinales y los
gusanos que causan la filariasis linfatica, mientras que los platelmintos
incluyen a los trematodos y cestodos (Hotez, 2008).

La interaccion entre estos parasitos y los seres humanos comienza desde
muy temprano en la historia, se han encontrado huevos de gusanos
intestinales en heces momificadas de humanos que datan de miles de
afos. Por otra parte, estos agentes han convivido e interactuado con el
sistema inmune del hospedador de forma tal de lograr un equilibrio que
favorece su establecimiento en el cuerpo del mismo. Esta estrategia de
asentamiento mediante evasién de las respuestas inmunes y reduccion al
minimo de sintomas y signos en los hospedadores, favorece su
supervivencia y posterior diseminacion, siendo este su objetivo principal y
apuntando a alargar cada vez mas este periodo de convivencia (Vuitton,

2010).
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Una caracteristica importante de los parasitos es que inducen infecciones
cronicas, por lo tanto, para poder sobrevivir por tiempos prolongados,
tienen que haber desarrollado estrategias de evasion, supresion y/o
modulacién de la respuesta inmune del hospedero (Everts et al., 2010).
La identificacion de los potenciales mecanismos que posean los helmintos
para evadir y/o modular la respuesta inmune del hospedero, continda
siendo un punto de dificil abordaje dado que, estos parasitos son
organismos complejos con complejos ciclos de vida.

Las infecciones por helmintos se caracterizan por desencadenar
respuestas polarizadas de citoquinas de tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) con
escasos 0 nulos componentes de tipo Thl, asi como una prominente
expansion de eosindfilos y mastocitos (Hotez et al., 2010; Allen & Maizels,
2011). Se producen abundantes anticuerpos de todos los subtipos,
especialmente IgE, IgG1 e IgG4 (McSorley & Loukas, 2010; Caldas et al.,
2008; Wright & Bickle, 2005). El papel de estas respuestas en la
interaccidn hospedero- parasito permanece desconocido para muchas de
estas infecciones y no se correlacionan con resistencia en todos los casos
(Baz et al., 2006). Las citoquinas son componentes importantes en la
regulacion del sistema inmune, y son secretadas por una variedad de
células en respuesta a estimulos propios y foraneos. La comunicaciéon
entre células en un mismo sitio anatémico o distantes ocurre via
citoquinas, las cuales determinan la calidad y la intensidad de la

respuesta inmune innata y adaptativa (Baz et al., 2006).
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La existencia de antigenos parasitarios capaces de sesgar la respuesta
del hospedero hacia un perfil tipo-Th2 ha sido ampliamente descrita, y se
ha visto que muchos de estos antigenos son glicoconjugados (Appelmelk
et al., 2003; Dai et al., 2001; Anbu & Joshi, 2008; Hokke & Deelder, 2001,
Sestak et al., 2002; Atochina et al., 2001; Terrazas et al., 2001; Walker et
al., 2004; Everts et al., 2009).

Algunos antigenos parasitarios podrian inducir respuestas tipo-Th2, por su
capacidad de activar a las células dendriticas (DCs) a través de
receptores tipo-Toll (TLRs), asi como provocar una activacion alternativa
de los macréfagos (M¢) (figura 1). Por ejemplo, el antigeno de
excrecidon/secrecion del nematodo Acanthocheilomena (ES-62) (una
glicoproteina que contiene fosforilcolina) y el antigeno soluble de huevo
de Schistosoma (el glicoconjugado LNFPII), son capaces de interaccionar
con TLR-4 (Goodridge et al.,, 2005; Thomas et al., 2004); lipidos que
contienen fosfatidilserina derivados de Schistosoma, son capaces de
interaccionar con TLR-2 (Van Riet et al., 2009). Ademas de los TLRs, las
DCs poseen otro conjunto de receptores capaces de interactuar con
glicoconjungados de parasitos helmintos. Como por ejemplo: “C-type
lectins” (CLR), receptores de manosa, etc. (Allen & Maizels, 2011; Everts
et al., 2010; Harn, 2009; Van Die & Cummings, 2010; Perrigoue et al.,
2008). Se ha visto que el balance entre las sefiales mediadas por CLR y
TLR, parecen ser cruciales para determinar el balance entre tolerancia e

inmunidad (Geijtenbeek T.B.H. et al., 2004; van Vliet S.J. et al., 2008; van
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Liempt E. et al., 2007). Estudios recientes, realizados en DCs, revelan la
capacidad de algunos CLRs de inducir cascadas de sefializacion
intracelulares al unirse a glicanos patdégenos, y muestran que dichas
sefiales se intersectan con las vias de sefalizacion de varios TLRs,
incluyendo TLR2, TLR4, y TLR8 (figura 1). La sefializacion via CLR puede
anular la respuesta a una variedad de ligandos de TLR proinflamatorios
como LPS, que en su lugar induce la secrecion de citoquinas que
polarizan la respuesta hacia un perfil Th2, de forma TLR- especifica
(Geijtenbeek & Gringhuis, 2009; Meevissen et al., 2012; van Die &

Cummings, 2006; Kuijk & van Die, 2010).
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Figura 1. Interaccion de glicanos parasitos con células del sistema inmune, y vias
de regulacion. (A) CLR (DC-SIGN) en cooperacién con TLRs como TLR4, regulan la
respuesta de las DCs ante los glicanos parasitos. (B) Esquema del posible rol que
cumplen las DC y los M¢ en inducir respuesta inmune anti-inflamatoria al contacto con

glicanos parasitos. (Imagen extraida de Salinger et al., 2013)
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Los linfocitos B, también son importantes células presentadoras de
antigeno (APC) que requieren, al igual que las DCs, de sefales de
maduracion para alcanzar su maxima funcion presentadora. Se ha
demostrado in vivo, que los linfocitos B pueden contribuir en forma
importante en la diferenciacion de las células Th y que ademas pueden
actuar como células reguladoras. Estas dos importantes funciones
bioldgicas, recaen en la capacidad de los linfocitos B de secretar
diferentes citoquinas, y en particular IL-10 (Barr et al., 2007; Constant et

al., 1995; Linton et al., 2003).

Actualmente, resulta claro que las células dendriticas a través de la
secrecion de IL-12 son capaces de sesgar la respuesta hacia un perfil
tipo-Thl. Sin embargo, aun es algo controversial el hecho que las DCs
sean capaces de disparar respuestas tipo-Th2, por lo menos de manera
directa.

En este sentido, varios reportes han sugerido que los linfocitos B, podrian
ser capaces de sesgar la respuesta hacia un perfil tipo-Th2 (Barr et al.,
2007; Macaulay et al., 1997). Al igual que las células dendriticas, los
linfocitos B expresan TLRs, y se ha reportado que las distintas sub-
poblaciones de linfocitos B (B1, B2, B-MZ) si bien no tendrian una
expresion de TLRs cualitativamente diferente entre si, parecen diferir en
los niveles de expresion de éstos receptores (Genestier et al., 2007;

Gururajan et al., 2007). Mas aun, Barr et al., (2007) reportaron que las
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DCs y células B estimuladas via el mismo TLR responden de manera
distinta, secretando diferentes citoquinas.

A modo de ejemplo: estos autores han mostrado que las células B
producen IL-10 e IL-6, en respuesta a agonistas de TLR-4 y TLR- 9, en
contraste con las DCs que, frente a los mismos estimulos producen IL-12,
IL-6 e IL-10. Los mismos autores reportaron ademas, que los linfocitos B1
y los linfocitos B de zona marginal (B-MZ) (ambos purificados a partir de
células de bazo), muestran similitudes en la expresion de TLRs, pero las
dos sub-poblaciones expresan niveles aumentados de TLR-2, TLR-6 y
TLR-7, con respecto a las CDs. Estas dos sub-poblaciones de linfocitos B
producen IL-10 cuando son estimuladas por ciertos agonistas de TLR-2
(Barr et al., 2007).

De manera interesante, se ha mostrado que la IL-10 producida por células
B-CD5+ en respuesta a CpG (un agonista de TLR-9), regula
negativamente la respuesta pro-inflamatoria de las células dendriticas
(Sun et al., 2005). Mas recientemente, se ha reportado que el desarrollo y
funcién de células B productoras de IL-10 requieren de sefiales via TLRs,
aunque parecen requerir ademas de sefales via el receptor para el

antigeno (Yanaba et al., 2009).

Por lo tanto, los linfocitos B a través de la secrecion de IL-10, podrian
regular negativamente las respuestas de tipo-Thl, no solo favoreciendo

indirectamente el desarrollo de respuestas tipo Th-2, sino también
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reduciendo respuestas inflamatorias muy fuertes que eventualmente
dafien tanto al parasito como al hospedero.

Por otra parte, se ha mostrado que algunos agonistas de TLRs tienen la
capacidad de inducir directamente la activacion y diferenciacion de los
linfocitos B en células productoras de anticuerpos, particularmente de las
sub-poblaciones de Bl y B-ZM (Genestier et al., 2007; Krieg et al., 1995;
Crampton et al., 2009). Sin embargo, otros autores han sugerido que las
células B podrian requerir de otras sefiales que actien en forma sinérgica
con los TLRs para inducir la proliferacion y diferenciacion de las células B
(Boeglin et al., 2011).

Hasta el momento la informacion disponible sobre receptores de las
células B que tengan la capacidad de unir glicoconjugados, y que actien
en forma sinérgica con los TLRs es escasa, comparada con la informacién
disponible para el caso de las DCs (Graham et al., 2009; Cerutti et al.,

2011).

En el caso particular de las infecciones por helmintos, se ha mostrado por
ejemplo, que la infeccion por S. mansoni promueve la expansion de
células B1 peritoneales y células B de bazo, y que ademas oligosacéaridos
derivados de antigenos de huevo (SEA) promueven la proliferacién B y
secrecion de IL-10 (Velupillai & Harn, 1994; Velupillai et al., 1997). Esto
sugiere que antigenos de este parasito podrian ser moduladores de la

inflamacion cronica, a través de la induccion de células B productoras de
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IL-10 (Harris & Gause, 2011). Sin embargo, la asociacién entre los
linfocitos B, las respuestas tipo-Th2, y la susceptibilidad/resistencia a la
infeccion por parasitos helmintos, continia siendo un punto poco claro ya
gue depende mucho del tipo de helminto, del estadio del parasito y del

hospedero que se analice (Harris & Gause, 2011).

Echinococcus granulosus.

e Ciclo de vida.
En el grupo de helmintos platelmintos se encuentran los cestodos, los
cuales requieren estrictamente de dos hospederos mamiferos para
completar su ciclo de vida. Echinococcus granulosus es un cestodo cuyo
hospedero definitivo (donde se desarrolla el gusano adulto) es
generalmente un canido, y su hospedero intermediario (donde se
desarrolla la larva o metacestodo) pueden ser varios ungulados (y
accidentalmente humanos) (Figura 2). El hospedero definitivo (carnivoro)
se infecta por ingesta de protoscoleces contenidos en quistes o
metacestodos fértiles, los cuales se desarrollan principalmente en las
visceras del hospedero intermediario. Los protoscoleces se desarrollan a
gusanos adultos (de 3 mm de longitud) en el intestino del hospedero
definitivo, donde producen huevos. El hospedero intermediario (herbivoro
u omnivoro) se infecta por la ingesta accidental de huevos dispersados
por las heces del hospedero definitivo. Los huevos de este parasito son

capaces de sobrevivir durante largos periodos (Thompson R.C.A., 1995).
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Figura 2. Ciclo de vida del parasito Echinococcus granulosus (imagen extraida de

Moro & Schantz, 2008).

e Equinococosis quistica.
La infeccion por E. granulosus se denomina equinococosis quistica
(conocida como hidatidosis). Presenta una distribucién cosmopolita y la
transmision entre animales y humanos la hace pertenecer al grupo de
enfermedades conocidas como zoonosis (Thomson R.C.A., 1995). La
equinococosis quistica humana presenta una prevalencia mundial

estimada en 6 millones de individuos infectados (Siracusano et al., 2009).

10
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Como se mencion6 previamente, el hospedero intermediario se infecta al
ingerir huevos producidos por el gusano adulto. Una vez ingeridos, los
huevos liberan los embriones (oncésferas) que penetran la pared
intestinal, viajan a través de la sangre o la linfa, y quedan atrapados en
los d6rganos internos, donde se desarrollan en metacestodos. El estadio
de metacestodo o quiste hidatico se desarrolla en 6rganos internos del
hospedero intermediario (principalmente higado y pulmones), y esta
compuesto por dos laminas: una interna (capa germinal) y otra externa

(capa laminar) (figura 3).

Host collagen capsule Laminated layer
(adventitial layer)

Protoscolex

Host tissue "Daughter cyst

Figura 3. Representacion del metacestodo de E. granulosus (imagen extraida de

Diaz etal., 2011).
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La capa germinal esta formada por una fina estructura celular que limita
una cavidad llena de liquido (liquido hidatico). ElI metacestodo se
desarrolla como un quiste unilocular esférico y turgente, y crece
incrementando su didmetro (Diaz et al., 2011). La capa germinal forma
vesiculas proliferas que por gemacion interna generan protoscoéleces
(Thompson R.C.A., 1995). Separando la capa germinal de la matriz
extracelular y de las células del hospedero se encuentra la capa laminar,
una envoltura acelular rica en carbohidratos. La capa laminar alcanza
aproximadamente hasta 3 mm de espesor y se describe como una matriz
extracelular especializada, disefiada evolutivamente para mantener la
integridad fisica del metacestodo y para proteger las células de la capa
germinal de la respuesta inmune del hospedero. La sintesis de la capa
laminar ocurre justo al comienzo del desarrollo del quiste. En este sentido,
se reportd que oncésferas de E. granulosus desarrolladas in vitro secretan
material fibrilar 3 dias después de su activacion, aunque el primer material
gue se asemeja a la malla madura de la capa laminar aparece en el dia 6.
Es probable que cuando el metacestodo se desarrolla a partir del
protoscélex, que necesita ser reprogramado para el desarrollo reverso, la
formacion de la capa laminar se retrasa, apareciendo in Vvitro
aproximadamente a los 28 dias o in vivo después de 20-40 dias (Diaz et

al., 2011).
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En humanos (hospedero intermediario accidental), los quistes crecen
lentamente (de 1 a 5 cm de diametro por afio), pudiendo alcanzar en el
higado unos 20 cm de diametro. Con el tiempo se pueden formar septos
internos y quistes hijos que perturban el patron unilocular tipico de los
quistes hidaticos jovenes. En su desarrollo pueden comprimir estructuras
adyacentes, fisurarse, romperse o infectarse. Cuando accidentalmente un
quiste fértil se rompe, se produce una siembra de protoscoleces que
pueden originar nuevos quistes (infeccion secundaria) dada la capacidad
de los protoscoleces de evolucionar a quistes en el hospedero

intermediario (Figura 4) (Thompson, 1995).

Figura 4. Infeccién secundaria en humanos.

13



Abordaje preliminar en la identificacion de glicoproteinas presentes en antigenos de
Echinococcus granulosus con potenciales funciones inmuno-reguladoras.

e Infeccion por Echinococcus granulosus.
El modelo experimental de la infeccion secundaria, consiste en la
administracion via intraperitoneal de protoscoleces a ratones de

experimentacion (Figura 5) (Heath, 1970).

Inoculacionip de una suspension
de protoscoleces en PBS

(—"’;N @
\}\ @ @ Desarrollode

quistes hidaticos
\

\.' \,
Sl A

)

Figura 5. Modelo experimental de la infeccién secundaria.

En este modelo, la diferenciacién del protoscolex a quiste (formacion de la
capa laminar) es un fenbmeno que ocurre con relativa rapidez (aprox. 20
dias) (Richards et al., 1983).

Por otra parte, solo un pequefio niumero de los protoscoleces que se
administran logran desarrollarse a quiste (<8%) (Ferragut & Nieto, 1996).
En este contexto, no resulta extrafio pensar que los eventos tempranos
que Dematteis et al., (2003) documentaron (respuesta de citoquinas
depende de la dosis de parasito a la que el hospedero se enfrenta), se

producen localmente (es decir, en la cavidad peritoneal, que es el sitio
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anatomico donde se establece la infeccion), y podrian tener una particular

importancia en condicionar el resultado de la infeccion.

Utilizando como modelo experimental de infeccidon secundaria en ratones
Balb/c, se ha reportado recientemente que las poblaciones linfocitarias
peritoneales tienen un comportamiento cinético diferente (Mourglia-Ettlin
et al.,, 2011a). Particularmente, se mostré6 que se produce un descenso
significativo muy rapido (5 dias pi.) en el nimero de linfocitos B
peritoneales (CD19+), que es acompafiado por un activo proceso
molecular asociado con la diferenciacion de los linfocitos B en células
productoras de anticuerpos (ASC) (Mourglia-Ettlin et al., 2011a).

Ademas, también se ha mostrado que la expresién temprana y local de
citoquinas durante el establecimiento de la infecciébn por E. granulosus
muestra un comportamiento bifasico. Es decir, primero hay una
predominancia de la expresion de citoquinas de tipo-Thl (IFN-y, IL-2 e IL-
15), la que luego se sesga hacia un claro perfil tipo-Th2 (IL-4, IL-5, IL-6,

IL-10 e IL-13) (Mourglia-Ettlin et al., 2011a).

Cabe destacar que durante el periodo de la infeccién analizado por estos
autores (hasta el dia 9 pi), no se observdé un aumento de la expresion de
IL-12 y por lo tanto se ha sugerido que este comportamiento bifasico de la
expresion de citoquinas a nivel local, junto con el no aumento de la

expresion de IL-12, indicaria que E. granulosus seria capaz de modular la
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respuesta de citoquinas hacia un perfil de tipo-Th2 para favorecer su
sobrevida (Dematteis et al., 2003; Dematteis el at., 1999; Baz et al., 2006).
De esta forma, resulta importante identificar qué antigenos de E.
granulosus podrian ser responsables de modular la respuesta hacia un
perfil de tipo-Th2.

En este sentido, Baz et al., (1999) produjeron un anticuerpo monoclonal
(E492/G1), el cual reconoce un epitope glucidico altamente representado
en protoscolex, en la capa laminar del quiste y en el liquido hidatico (Baz
et al., 2006). Recientemente, el epitope reconocido por este AcMo ha sido
completamente dilucidado y es el trisacarido [Gala(1,4)Gall3(1,4)GIcNAc(3]
(Lin et al., 2013), presente en el antigeno P1, el cual se ha

inmunolocalizado en el tegumento del protoscolex (Makini et al., 1992).

Utilizando este AcMo, Baz et al. (1999), purificaron por cromatografia de
afinidad, una fraccion de antigenos de protoscolex enriquecidos en
carbohidratos (que denominaron E4+).

Se ha reportado que los componentes de la fraccibn E4+ tienen
caracteristicas interesantes. Por ejemplo: a) son capaces de inducir la
secrecion de IL-10 por células peritoneales de ratones infectados y de
ratones normales (Dematteis et al., 2001) y b) células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) de pacientes con hidatidosis o de donantes
sanos, secretan niveles importantes de IL-10 en respuesta a E4+

(Cardozo et al., 2002).
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Estos resultados llevaron a sugerir que los componentes de la fraccion
E4+ podrian estar involucrados con el resultado de la infeccion, basados
en su capacidad de inducir una rapida secrecion de IL-10 por linfocitos B
normales.

Asi, se ha mostrado que componentes de la fraccion E4+: a) se unen a un
alto porcentaje de células B (CD19+) peritoneales normales; b) inducen la
secrecion de IL-10 por linfocitos B peritoneales normales en forma T-
independiente; y c) inducen la diferenciacién de linfocitos B peritoneales
en ASC, secretoras de anticuerpos totales de los isotipos IgM e 1gG2b
(Mourglia-Ettlin et al., 2011b).

Si bien estos resultados derivan de experimentos realizados in vitro,
parecen ser consistentes con los efectos inducidos in vivo por E.
granulosus (Mourglia-Ettlin et al., 2011a).

Por todo lo anteriormente descrito, seria razonable pensar que la fraccion
E4+ contendria antigenos que podrian ser los responsables de los efectos
inducidos por el parasito vivo. Si esto fuera asi, identificar cuales son los

componentes de la fraccion E4+ tiene un sentido bioldgico relevante.

Por otra parte, Khoo et al. (1997), mostraron potenciales estructuras de
los carbohidratos presentes en antigenos de protoscoleces de E.
granulosus. Una de las estructuras en particular, propuesta por estos

autores, se muestra en la Figura 6.
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Asm

(O Galactosa(Gal) @ Manosa(Man) M4 Fuctosa (Fuc)
[l N-acetilglucosamina (GluNAc)  Asm:asparragina

Figura 6. Estructura propuesta por Khoo et al., (1997).

De manera interesante, la estructura propuesta por estos autores,
contiene el epitope reconocido por el AcMo E492/G1 utilizado para
obtener la fraccion E4+.

En este contexto, resulta relevante demostrar si esta estructura glucidica
esta presente en la fraccibn E4+, para posteriormente a través de
productos de sintesis analizar su posible rol en la interacciéon hospedero
experimental- parasito. Por las mismas razones, es importante comenzar

a identificar los componentes proteicos de dicha fraccion.

Objetivo.

Identificar, por lo menos parcialmente, cuales son las estructuras

(glucidicas o proteicas) de los componentes de la fraccion E4+.
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MATERIALES Y METODOS

Animales.

Se utilizaron ratones hembras Balb/c normales de 6-8 semanas de edad.
Los mismos se obtuvieron del Bioterio de Cria de la Direccion de
Laboratorios Veterinarios “Dr. Miguel Rubino” (DI.LA.VE) del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura'y Pesca (M.G.A.P.).

Los animales fueron mantenidos en el Laboratorio Experimental de la
Catedra de Inmunologia (Instituto de Higiene) con ciclos luz/oscuridad y
temperatura controlada, y se los aliment6 con racién y agua ad libitum.
Los procedimientos realizados siguieron las Normas de Trabajo con
Animales de Experimentaciéon establecidas por la Comision Honoraria de

Experimentaciéon Animal (C.H.E.A.) de la Universidad de la Republica.

Antigenos parasitarios.

e Antigenos somaticos de protoscoéleces.
Se partié de una suspension de protoscoleces obtenida segun Baz, et al
(1995). Muy brevemente, los protoscoOleces se obtuvieron por puncion
aséptica de quistes hidaticos bovinos fértiles, y se los lavo varias veces
con buffer fosfato salino (PBS) pH 7,2 conteniendo gentamicina (40

png/mL). Se disgregd 1 mL de protoscoéleces por ultrasonido en 10 mL de
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PBS a 4°C, realizando 15 ciclos de 10 seg. de sonicacion/min. a potencia
maxima, con un sonicador ultrasénico (Blackstone, E.E.U.U). La fraccién
insoluble, se separd por centrifugacion durante 10 min. a 10.000 r.p.m. y
temperatura ambiente, y el sobrenadante (sonicado de protoscéleces,

SPE) se conservo a -20°C.

e Preparacion de la fraccion E4+ a partir de SPE.

Cultivo estatico del hibridoma E492/G1 y preparaciéon de

ascitis.

El hibridoma E492/G1 se cultivd en RPMI completo (RPMI; 10% suero
fetal bovino (FCS) inactivado por calor; 100 ug/mL estreptomicina; 100
U/mL penicilina, 10 mM L-glutamina) a 37°C en atmdsfera controlada con
5% de CO, hasta lograr un crecimiento confluente. Luego, se
centrifugaron las células durante 7 min. a 1200 r.p.m. y se determiné la

viabilidad celular por tincion con azul de tripan (0,25%).

Preparacion de ascitis.

Para la obtencién de ascitis, se inocularon ratones normales con 200 pL
de Pristane (Sigma®) por via intraperitoneal y 10 dias mas tarde, fueron
nuevamente inoculados por via i.p. con 5x10° células viables del

hibridoma E492/G1. Una semana después de la inoculacién del
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hibridoma, se sacrificaron los animales y se extrajo el liquido ascitico, se
centrifugd a 1200 r.p.m. durante 7 min. Finalmente, el sobrenadante se

conservo a -20°C.

Purificacion del anticuerpo monoclonal E492/G1.

El liquido ascitico se deslipidificé utilizando sulfato de dextrano y CacCl, de
acuerdo a Aceti, et al (1989). Brevemente, a un volumen de ascitis se le
afadi6 0,05xV de una solucion acuosa de CaCl, 1 M y se agitd
suavemente durante 10 min. a temperatura ambiente. La mezcla obtenida
se centrifugd a 1200 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C.

Posteriormente, las inmunoglobulinas del liquido ascitico fueron
purificadas utilizando (NH4),SO, 50% (Harlow E. & Lane D., 1988).
Brevemente, se agregd lentamente un volumen V de una solucion
saturada de sulfato de amonio a un volumen V de liquido ascitico
deslipidificado, incubando la mezcla durante 1 hora a temperatura
ambiente. Luego de centrifugar la mezcla a 10.000 r.p.m. durante 20 min.
a 4°C, la fraccion insoluble se lavé dos veces con (NH,4)>SO4 al 50% y
posteriormente se resuspendid0 en el minimo volumen de PBS.
Finalmente, se dializé toda la noche contra PBS con agitacion constante.
Se determino la concentracion proteica del anticuerpo monoclonal (AcMo)

purificado por medida de absorbancia a 280 nm, conservandose a -20°C.
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Preparacion de la columna de cromatografia de afinidad.

La fraccion y-globulina (20 mg de proteinas totales) obtenida del liquido
ascitico por precipitaciéon con (NH4)>,SO,4 al 50% y se inmoviliz6 a una
matriz de Sepharose 4B activada con BrCN (Sigma®) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, la matriz junto con la fraccién vy-
globulina fue agitada durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego de
eluir el excedente proteico, se bloquearon los grupos activos remanentes
con buffer glicina 0,2 M pH 8,0 durante 2 horas a temperatura ambiente
con agitacion suave. Los anticuerpos que pudieran no haber quedado
unidos covalentemente a la matriz se removieron por lavados con buffer
glicina 0,1 M pH 2,8 hasta alcanzar una absorbancia a 280 nm < 0,05. Por
altimo, se lavd la columna con PBS hasta neutralidad y se almacené a

4°C en PBS-NaNs3 (0,02%).

Purificacion de la fraccion E4+.

Luego de lavar la columna de E492/G1 acoplado a Sepharose-CNBr dos
veces con PBS, se sembré 1 mL de SPE y se incubo durante 20 min. a
temperatura ambiente. Antes de eluir la fraccion retenida, la columna fue
lavada con PBS hasta alcanzar un valor de absorbancia a 280 nm < 0,1.
Como eluyente se utilizé 3 mL de buffer glicina 0,1 M pH 2,8, incubando
durante 20 minutos, y posteriormente se recolectd un volumen V del

eluato sobre un volumen V/500 de Buffer Tris 2 M pH 11. El procedimiento
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se repitié dos veces mas. El eluato (denominado fraccién E4+) se dializo
contra agua destilada por 24 horas, cambiando el agua cada 12 hs.

Las muestras se mantuvieron a -20°C, hasta juntar un volumen de 400 mL
de eluato. Finalmente, luego de liofilizar (en equipo Christ, modelo Alpha
1-4 LD Plus) durante 48 hs los 400 mL de muestra, el producto obtenido
se resuspendié en un minimo volumen de PBS, y éste fue esterilizado por

filtracion con una membrana 0,22 um y conservado a -20C.

Determinacion del contenido proteico del SPE y E4+.

La concentraciéon proteica se determiné empleando el método del acido
bicinconinico (Kit QuantiPro BCA Assay, Sigma®), siguiendo las
instrucciones del fabricante y utilizando una curva de calibracién que

partiéo de una concentracion de 60 pg/mL de BSA (sero albumina bovina).

Determinacion del contenido de glucidos del SPE y E4+.

El contenido en carbohidratos se determin6 de acuerdo a White &
Kennedy (1986), con algunas modificaciones. Brevemente, se prepararon
8 diluciones seriadas al medio (100 pL de volumen final de cada dilucién)
del estandar (Dextrano T-2000), entre 800 y 25 ug/mL en PBS. A su vez,
se prepararon 8 diluciones de la muestra (50 puL volumen final de cada
dilucién) seriadas al medio a partir de una dilucién al cuarto en PBS. Se

prepard una dilucion de Resorcinol (2 pg/mL) en acido sulfurico
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concentrado (reactivo), tomando las precauciones correspondientes. Se
sembraron 40 pL por pocillo de cada dilucion de la muestra (E4+ o SPE
resuspendido en un minimo volumen de PBS) y del estandar, en una
microplaca de 96 pocillos (Greiner). Se agregaron 160 uL por pocillo de
reactivo, mezclando suavemente. Se colocd la placa en una camara
hameda con tapa de buen cierre en un bafio de agua a 80°C durante 40
minutos. Luego, la placa se enfrio6 rapidamente en hielo. Se agité
suavemente en caso de precipitado y se determiné la absorbancia a 560
nm en un espectrofotdmetro para placas (Titertek Multiscan Plus, Low

Laboratories, Helsinski, Finlandia).

Ensayo de evaluaciéon de la calidad de los lotes de AcMo

E492/G1 biotinilados.

Previamente, se determind la calidad de diferentes preparaciones del
AcMo biotinilado. De esta manera, la calidad de 6 lotes del AcMo
biotinilado, se realiz6 segun el siguiente esquema: se sensibilizd una
placa de microtitulacion de 96 pocillos (Greiner) con 10 pg/mL por pocillo
de SPE, y se incubo toda la noche a temperatura ambiente en camara
hameda. Luego, los sitios activos libres en la placa se bloquearon por
incubacion durante una hora a temperatura ambiente, con 200 uL por
pocillo de PBS-BSA 1%. Los lavados de la placa se realizaron con 200 yL
por pocillo de PBS-Tween (0,05%). Se dispensaron diluciones seriadas al

medio de los diferentes lotes del anticuerpo monoclonal E492/G1,
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comenzado a una concentracién inicial de 100 ug/mL, en la placa (100
uL/pocillo), incubando una hora y media a 37°C en camara humeda.
Luego, se dispensaron 100 pL por pocillo de una dilucién apropiada de
extravidina conjugada a peroxidada (ExtrAvidin-Peroxidase, Sigma®)
diluida en PBS-BSA-Tween, y se incub6 durante una hora y media a 37°C
en cadmara humeda. Después de realizar tres lavados con 200 pL/pocillo
de PBS-Tween (0,05%) y uno con PBS, se agregaron 100 yL por pocillo
de solucion de H,O, como sustrato y ortofenilendiamina (OPD) como
cromoégeno, incubando en oscuridad durante 15 minutos. La reaccidon se
detuvo con 50 L por pocillo de H,SO4 1N, y la absorbancia a 492 nm se
midié en un lector colorimétrico de microplacas (Titertek Multiscan Plus,

Low Laboratories, Helsinski, Finlandia).

e Ensayo del enriquecimiento en el epitope reconocido
por el E492/G1 en fraccién E4+.

Uno de los 6 lotes de AcMo E492/G1-biotinilado analizados, se seleccion6
para realizar el analisis del enriguecimiento en la fraccion E4+
(comparado con SPE), del epitope reconocido por el AcMo E492/G1. Para
esto, se sensibilizo una placa de microtitulacion 96 pocillos (Greiner), con
10 pug/mL en proteinas/pocillo tanto de la fraccibn E4+ como del SPE,
incubando toda la noche a 4°C en camara humeda. La placa se blogque6
con PBS-BSA 1% (200 pL por pocillo), incubando durante una hora a

temperatura ambiente. Se agregaron 100 pyL por pocillo de anticuerpo

25



Abordaje preliminar en la identificacion de glicoproteinas presentes en antigenos de
Echinococcus granulosus con potenciales funciones inmuno-reguladoras.

monoclonal E492/G1 conjugado a biotina, incubando una hora y media a
37°C en camara humeda. Se utilizaron diluciones seriadas al medio de
E492G1-Biotina, partiendo de una concentracién de 6,25 ug/mL. Luego de
lavar con 200 pL por pocillo de PBS-T 0,05%, se agregaron 100 uL por
pocillo de extravidina conjugada a peroxidada (ExtrAvidin-Peroxidase,
Sigma®) diluida en PBS-BSA-Tween, y se incub6 durante una hora y
media a 37°C en camara humeda. Después de lavar 3 veces con 200 pL
por pocillo de PBS-T, y una vez con 200 uL por pocillo de PBS, se
dispensaron 100 pL por pocillo de solucion de H,O, como sustrato y
ortofenilendiamina (OPD) como cromoégeno, incubando durante 15
minutos en oscuridad. La reaccion fue detenida con 50 yL por pocillo de
H,SO,4 1IN. Por ultimo, se midio la absorbancia a 492 nm en un lector de
microplacas (Titertek Multiscan Plus, Low Laboratories, Helsinski,

Finlandia).

e Puesta a punto del ensayo de union de lectinas a SPE.
Para el andlisis de reactividad de lectinas con motivos de reconocimiento
conocido, se utilizaron las siguientes lectinas biotiniladas: WGA (aglutinina
de Wheat germ o Triticum vulgaris), Con A (Concanavalin A, proteina que
une carbohidratos de Canavalia ensiformis), GNA (Snowdrop lectin,
proteina que une motivos de manosa de Galanthus nivalis), LCH (Lentil

lectin, aglutinina de Lens culinaris) y ECL (algutinina de Erythrina
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cristagalli); todas son productos de GALAB Technologies GmbH, Max-
Planck-Strasse 1, Alemania.

Primero, se sensibilizé una placa de microtitulacion de 96 pocillos (Nunc)
con 10 pg/ml de SPE, incubando durante toda la noche a 4°C en camara
hameda. Después de lavar, la placa fue bloqueada con PBS-Tween
(0,5%) (200 pL/pocillo), incubando 2 horas en camara humeda a
temperatura ambiente. Luego de realizar 3 lavados con PBS-T (0.05%),
se dispensaron 100 uL por pocillo de diluciones seriadas al medio de cada
lectina diluidas en PBS a partir de una concentracion de 10 ug/mL,
incubando durante toda la noche a 4°C en camara humeda. Después, de
lavar 4 veces con PBS-Tween (0,05%) se dispensaron 100 yL por pocillo
de una dilucion apropiada de extravidina conjugada a peroxidasa
(ExtrAvidin-Peroxidase, Sigma®) diluida en PBS- Tween (0,05%),
incubando durante una hora y media a 37°C en camara humeda. Luego,
se lavo 7 veces con 200 uL por pocillo de PBS-Tween y una vez con 200
ML por pocillo de PBS. Se dispensaron 100 pL por pocillo de solucion de
H.O, como sustrato y ortofenilendiamina (OPD) como cromoOgeno, y se
incubo durante 15 minutos. La reaccion se detuvo con 50 uL por pocillo de
H.SO, 3M. Por altimo, se midié la absorbancia a 492 nm en un lector para
microplacas (Titertek Multiscan Plus, Low Laboratories, Helsinski,
Finlandia).

Teniendo en cuenta los altos valores de absorbancia a 492 nm obtenidos,

se repitid el ensayo descrito anteriormente, pero utilizando diluciones
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seriadas al décimo de cada lectina biotinilada, comenzando por una

dilucion cuya concentracion fue de 20 pg/mL.

e Ensayo de unién de lectinas a SPE y E4+.
Una vez puesto a punto el ensayo de unién a lectinas utilizando SPE, se
procedié a analizar el ensayo de union de las lectinas a componentes de
E4+, utilizando SPE como control. Asi, se sensibilizaron placas de
microtitulacién de 96 pocillos (Nunc), con 10 ug/mL de SPE y de E4+ en
PBS. El procedimiento fue el mismo que el anteriomente descrito, pero

partiendo de una concentracién de lectinas biotiniladas de 200 ng/mL.

e Puesta a punto del ensayo de inhibicion por sacaridos
especificos de la unién de lectinas a antigenos de
protoscoleces.

Para evaluar la interaccion especifica de las lectinas a los antigenos del
pardsito, se estandarizé la inhibicion de unién utilizando sacaridos
especificamente reconocidos por cada lectina. Los sacaridos empleados
fueron: a- methylmannoside (MM) para inhibir la union de las lectinas Con
Ay LCH, y N- Acethylglucosamine (GIcNAc) en el caso de la lectina WGA;
ambos de Vector Laboratorios Inc. (Burlingame CA 94010). En todos los
casos se utilizd una concentracion de sacaridos de 200 mM en PBS. La
concentracion utilizada para cada lectina fue de 100 ng/mL en PBS para

WGA, y de 50 ng/ml en PBS para ConAy LCH.
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Se sensibilizd una placa Nunc de microtitulacion de 96 pocillos, con 10
pMg/mL de proteinas de SPE en PBS, incubando toda la noche a 4°C en
camara humeda. A su vez, 100 ng/mL de WGA o 50 ng/mL de las lectinas
Con A y LCH se incubaron con los sacaridos especificos durante toda la
noche a 4°C en camara humeda. Luego de lavar con 200 uL/pocillo de
PBS-Tween (0,05%), se bloqueé con 200 ulL/pocillo de PBS-Tween
(0,5%) y se incub6é por 2 horas en camara humeda a temperatura
ambiente. Después de lavar 4 veces con PBS-Tween (0,05%), se
agregaron 100 plL/pocillo de las mezclas de cada lectina pre-incubadas
con el correspondiente sacarido (WGA con GIuNAc; Con Ay LCH con a-
methylmannoside), y se incubd a 4°C durante toda la noche en camara
hameda. Luego de lavar 4 veces con PBS-Tween, se agregaron 100
ML/pocillo de una dilucién apropiada de extravidina conjugada a
peroxidasa (ExtrAvidin-Peroxidase, Sigma®) diluida en PBS-Tween
(0,05%), incubando durante una hora y media a 37°C en cAmara humeda.
Después de lavar 7 veces con PBS-Tween y una vez con PBS, se
dispensaron 100 pL/pocillo de una solucion de H,O, como sustrato y
ortofenilendiamina (OPD) como cromdgeno, y se incub6 durante 15
minutos en oscuridad. La reaccion se detuvo con 50 pL por pocillo de
H.SO, 3M. Por altimo, se midié la absorbancia a 492 nm en un lector para
microplacas (Titertek Multiscan Plus, Low Laboratories, Helsinski,

Finlandia).
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e Ensayo de inhibicion por sacaridos especificos de la

union de lectinas a antigenos de la fraccion E4+.
Una vez estandarizado este ensayo, se procedié a realizar el mismo
ensayo con la fraccibon E4+. Las placas de microtitulacién fueron
sensibilizadas con 30 pg/mL de proteinas de la fracciébn E4+, utilizando

SPE como control.

e Andlisis por Western Blot de la inhibicion especifica de
la union de Con A acomponentes de la fraccién E4+.

Se realizé un gel de poliacrilamida al 12% y se sembraron 4 carriles con
71 pg de proteinas/carril. La corrida electroforética (SDS-PAGE) se
establecié a 25 mA durante aproximadamente 40 min.
La transferencia de las proteinas se realizd6 a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDF), y dur6é aprox. 1 hora a un valor de mA
estimado (0,8mA/cm? de membrana). Una vez finalizada la transferencia,
la membrana se bloque6 con PBS-Tween 0,5% durante toda la noche a
4°C.
La membrana se dividi6 en 3 tiras de tamafio similar, y cada una se
incubd con reactivos diferentes diluidos en PBS-Tween 0,05%, durante
toda la noche a 4°C.

1) 5 mL de una solucién de ConA (5 pg/mL).

2) 5 mL de una solucién de ConA (5 pg/mL) incubada previamente

con el inhibidor (a- methylmannoside) (0,2 M).
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3) 5 mL de PBS-Tween 0,05%.
Luego se realiz6 la incubacion con el conjugado de extravidina conjugada
a peroxidasa (ExtrAvidin-Peroxidase, Sigma®), durante 2 hs a 37°C con
agitacion. Por ultimo, se revelé6 mediante quimioluminiscencia con el kit
SuperSignal West Pico ChemiluminiescentSubstrate, de Thermo®,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

e Segundo método de purificacion del anticuerpo
monoclonal E492/G1.

Luego de realizar el protocolo descrito en el item “Purificacion del
anticuerpo monoclonal E492/G1”, se obtuvieron exclusivamente los
anticuerpos IgG presentes en la ascitis original mediante cromatografia de
afinidad utilizando Proteina G.
Luego de lavar la columna de proteina G dos veces con PBS, se
sembraron 10 mL de ascitis deslipidificada y se incub6 durante 20 min. a
temperatura ambiente. Antes de eluir la fraccién retenida, la columna fue
lavada con PBS hasta alcanzar una absorbancia a 280 nm < 0,1. Como
eluyente se utilizaron 10 mL de acido citrico pH 2,8, incubando durante 20
minutos, y posteriormente se recolecté 1 mL del eluato sobre 20 yL de
Buffer Tris 2 M pH 11. El procedimiento se repitié una vez mas. El eluato
(anticuerpos 1gG de raton) se dializé contra buffer carbonato (NaHCO3

0,1M + NaCl 0,5M) por 24 horas, con cambios cada 3 horas.
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Las muestras se mantuvieron a 4°C. La concentracion proteica se obtuvo
por determinacion de Abs a 280 nm utilizando el equipo NanoDrop

(Thermo Scientific®), dando un resultado de 560 pg/mL.

Control del reconocimiento especifico de antigenos
somaticos de protoscoleces por Ac IgG purificados por

proteina G.

Primero, se sensibiliz6 una placa de microtitulacion de 96 pocillos
(Greiner) con 10 pg/mL de SPE, incubando durante toda la noche a 4°C
en camara humeda. Después de lavar, la placa fue bloqueada con PBS-
BSA 1% (200 pL/pocillo), incubando 1 hora en céamara humeda a
temperatura ambiente. Luego de realizar 3 lavados con PBS-Tween
(0.05%)-BSA (1%), se dispensaron 100 pL por pocillo de la muestra de
anticuerpos purificados por la columna de proteina G (previamente
dializado contra buffer carbonato), incubando durante 1 hora en camara
himeda a 37°C. Después de lavar 4 veces con PBS-Tween (0,05%)-BSA
(1%), se dispensaron 100 pL por pocillo de una dilucion 1/4000 de anti-
IgG de ratdn unido a peroxidasa diluida en PBS- BSA (1%), incubando
durante una hora y media a 37°C en camara humeda. Luego, se lavo 3
veces con 200 uL por pocillo de PBS-Tween y una vez con 200 pL por
pocillo de PBS. Se dispensaron 100 uL por pocillo de solucién de H,0,
como sustrato y ortofenilendiamina (OPD) como cromogeno, y se incubd

durante 15 minutos. La reaccion se detuvo con 50 uL por pocillo de H,SO4
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3M. Por dltimo, se midi6 la absorbancia a 492 nm en un lector para
microplacas (Titertek Multiscan Plus, Low Laboratories, Helsinski,

Finlandia).

Preparacion de la segunda columna de cromatografia de

afinidad.

Los anticuerpos del isotipo IgG (aproximadamente 80 mg de proteinas
totales), obtenidos como eluato de la cromatografia de afinidad utilizando
Proteina G, se acoplaron covalentemente a una matriz de Sepharose 4B
activada con BrCN (Sigma®), siguiendo las instrucciones del fabricante.
El protocolo utilizado fue el mismo que se describi6 en el item

“Preparacion de la columna de cromatografia de afinidad.”

Purificacién de un segundo lote de fraccion E4+.

El procedimiento utilizado fue el mismo que el descrito en el item

“Purificacion de la fraccion E4+.”

Puesta a punto del ensayo de electroforesis bidimensional.

e Evaluacion del tratamiento adecuado para la muestra.
En un primer acercamiento con la técnica, se busc6 una forma de obtener

la muestra precipitada, de forma de luego resuspenderla con los buffers
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necesarios para su posterior incubacién con el gel de isoelectroenfoque
(tira IPG). Esto es debido al método de siembra mediante rehidratacion
(rehydration loading, Handbook 2D), seleccionado por ser el mas
adecuado en principio, para corridas preparativas con los tipos de tiras a
utilizar. Para ello, se tested el set de 2-D Clean-Up Kit de General
Electric®. Este es un método de tratamiento previo para la muestra, cuyo
fin es precipitar las proteinas y a su vez, eliminar contaminacion e
interferentes para luego realizar el ensayo.

Como método alternativo de precipitacion de la muestra, se optd por
dializarla contra agua destilada (para eliminar sales) durante 24 horas,
cambiando el agua cada 12 horas, y luego liofilizarla en equipo Christ,

modelo Alpha 1-4 LD Plus durante 24 horas.

Tratamiento de la muestra con el set 2-D Clean-Up Kit,

de General Electric®.

El 2-D Clean-Up kit tiene como objetivo preparar muestras para
electroforesis bidimensional (E-2D), precipitando las proteinas y dejando
otros compuestos como detergentes, sales, acidos nucleicos, lipidos y
fenoles en solucién. De esta forma, los spots pueden apreciarse en mejor
resolucion una vez finalizado el ensayo.

Para este ensayo, se utilizaron dos muestras de SPE de 15 ug en
proteinas, una se analizé sin tratar, y la otra se traté con el 2-D Clean-Up

Kit siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Seguido a esto, ambas muestras se resolvieron por electroforesis SDS-
PAGE en condiciones reductoras, para la cual se prepar6 un gel de
policarilamida al 12%, de 8x8 cm? de tamafo. Se corri6 durante
aproximadamente 40 min. a 25 mA. Al finalizar la corrida, el gel se tifid

con azul de Coomassie.

e Evaluacién del correcto funcionamiento de la E-2D.

Estandarizacion usando como muestra BSA.

En este ensayo se utilizaron dos tiras IPG de pH 3-11 No Lineales (NL),
de 7 cm. Como muestra para cada tira, se emplearon 200 pug (Matias
Machado, tesina de licenciatura, 2007) de BSA, la cual se resuspendio en
un volumen V de buffer de rehidratacion y un 0,5%V de buffer IPG
especifico para geles pH 3-11 NL, mas 4%V de DTT (70 mg/mL). La tira
IPG se rehidraté con la muestra, cubriéndola con aceite mineral para
evitar su desecacion, y se incub6 toda la noche a temperatura ambiente.
Una vez rehidratado el gel con la muestra, se colocé en el equipo Ettan
IPGphor 3 IEF System (General Electric®), utilizando el protocolo
estandar para geles de 7 centimetros, de 5.750 Vh totales. Consta de 4
etapas: 300 V (40 min), gradiente hasta 1000 V (30 min), gradiente hasta
5000 V (1 h 20 min), 5000 V (15 min); su duracion total es de 2 horas 45

min aprox.

35



Abordaje preliminar en la identificacion de glicoproteinas presentes en antigenos de
Echinococcus granulosus con potenciales funciones inmuno-reguladoras.

Al finalizar, una de las tiras IPG se tifio con azul de Coomassie, mientras
gue con la otra se realizé la segunda dimension siguiendo el protocolo
descrito a continuacion.

La segunda dimensién se resolvio mediante electroforesis SDS-PAGE en
condiciones reductoras, sin gel de staking (tamafio del gel de 8x8 cm?).

La tira IPG se equilibré incubando primero con 5 mL de buffer de equilibrio
[Tris (75mM) pH 8,8; urea (6M); glicerol (30% v/v); SDS (2% wi/v); azul de
bromofenol (0,002% v/v)], mas 50 mg de DTT, durante 15 minutos. Luego,
se incubd 15 minutos mas con 5 mL de buffer de equilibrio mas 125 mg de
iodoacetamida. Se coloco la tira IPG sobre un gel de poliacrilamida al 12%
sellando la union de ambos con agarosa, y se siguid el mismo
procedimiento que el marcado en el item “Evaluaciéon del set 2-D Clean-
Up Kit, de General Electric®”. Una vez finalizada la segunda dimension, el

gel fue tefiido con azul de Coomasie.

e Evaluacion del protocolo a utilizar en el
isoelectroenfoque y el método de tefiido del gel

resultante.

Estandarizacion usando como muestra un mix de

proteinas.

En este ensayo, se utilizé el kit de proteinas Isoelectric Focusing
Calibration Kit, ya que es una muestra exclusivamente compuesta por

proteinas y seria posible lograr una buena separacidn por puntos
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isoeléctricos, dando spots definidos. Este kit estd compuesto por las
siguientes proteinas: amiloglucosidasa (pH 3,50), rojo de metilo (pH 3,75),
inhibidor de tripsina de haba de soja (pH 4,55), B-lactoglobulina A (pH
5,20), anhidrasa carbonica B bovina (pH 5,85), anhidrasa carbdnica B
humana (pH 6,55), mioglobina acida de caballo (pH 6,85), mioglobina
basica de caballo (pH 7,35), lentil lectina acida (pH 8,15), lentil lectina
media (pH 8,45), lentil lectina basica (pH 8,65) y tripsinégeno (pH 9,30).
Se debe tener en cuenta que los pH mencionados como puntos
isoeléctricos de cada proteina, se cumplen si la misma esta en estado
nativo. Por lo tanto, puede que no sean exactamente los mismos valores
de pH en las condiciones reductoras de este ensayo.

Se utilizaron dos tiras IPG, una de rango de pH de 6-11, y la otra de rango
de pH 4-7, ambos No Lineales de 7 centimetros. La cantidad de proteinas
a utilizar fue de 325 pg (dado que es una muestra con mas variedad de
proteinas) en cada gel, la cual se resuspendié en un volumen V de buffer
de rehidratacién y un 0,5%V de buffer IPG especifico para geles 4-7 NL 6
6-11 NL (segun corresponda), mas 4%V de DTT (70 mg/mL).

El protocolo de corrida utilizado para la primer dimension
(isoelectroenfoque, IEF) fue uno diferente, testeado en un trabajo anterior
utiizando SPE como muestra (Matias Machado, tesina de licenciatura,
2007), con una duracion de 9 hs 30 min, y un total de 37.500 Vh, al cual
se lleg6 en 4 etapas: 500 V (30 min), gradiente hasta 1000 V (1 hora),

gradiente hasta 2000 V (1 hora) y 5000 V (7 horas).
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La segunda dimension se realizo siguiendo el mismo procedimiento que el
descrito en el item anterior (“Estandarizacion usando como muestra
BSA”).

Una vez finalizada la segunda dimensién, cada gel fue tefiido con el
meétodo de nitrato de plata recomendado por Madeldn Portela, asistente
técnico de la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas, Instituto
Pasteur de Montevideo (comunicacion personal), siguiendo el protocolo
detallado a continuacion.

Se mantuvo el gel durante 1 hora en solucién de fijacion (acido acético
12%, etanol 50%, formalina 0,05% en agua mQ), con agitaciéon a
temperatura ambiente. Se lavé el gel con solucion de lavado (etanol 50%,
agua mQ 50%) durante 5 min., dos veces y con agitacién a temperatura
ambiente. Luego, se realizaron dos lavados mas durante 1 min.
Gnicamente con agua mQ, en las mismas condiciones. Se incub6é con
solucion de sensibilizacion (tiosulfato de sodio 0,02% en agua mQ) por no
mas de 30 segundos. Se repitié el lavado con agua mQ durante 1 min dos
veces, y se incubd con la solucion de tefido (nitrato de plata 0,2%,
formalina 0,075% en agua mQ), durante 20 min en oscuridad y agitacién a
temperatura ambiente. Se lavdé nuevamente con agua mQ durante 1 min.,
dos veces, y luego se incorporé la solucion de revelado (carbonato de
sodio 3%, tiosulfato de sodio 0,02%, formalina 0,05% en agua mQ) y se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente hasta visualizar los spots.

Finalmente, la reaccion de revelado se detuvo con solucion de
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terminacion (acido acético 5% en agua mQ), y los geles fueron

conservados en solucion de conservacion (acido acético 1% en agua

mQ).

Electroforesis bidimensional con SPE e immunoblotting.

En este ensayo, se utilizaron dos geles de pH 3-10 Lineales de 7 cm.
Para cada gel se utilizO6 como muestra, 200 ug de proteinas de SPE
previamente dializado contra agua vy liofilizado, como se indica en el item
“Evaluacion del tratamiento adecuado para la muestra”. Luego, el SPE se
resuspendié en un volumen adecuado de buffer de rehidratacién, como se
indica en el item “Estandarizacibn usando como muestra un mix de
proteinas” y siguiendo el protocolo de E-2D que alli se detalla, con la
salvedad que el buffer IPG utilizado fue el especifico para las tiras de 7
cm pH 3-10 Lineales. Ademas, para la segunda dimension, se utilizé6 un
marcador de peso molecular compuesto por: fosforilasa b murina (97
kDa), albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina de clara de huevo de pollo
(45 kDa), anhidrasa carbonica de eritrocitos bovinos (30 kDa), inhibidor de
tripsina de haba de soja (20,1 kDa) y a-lactalbumina de leche bovina (14,4
kDa).

Al finalizar la segunda dimension, uno de los geles se tifid siguiendo el
protocolo detallado en el item “Estandarizacion usando como muestra un
mix de proteinas”, mientras que el otro fue electrotransferido de forma

semiseca a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF), durante
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aprox. 1 hora a 53 mA (0,8mA/cm? de membrana). Una vez finalizada la
transferencia, la membrana se bloqued con PBS-BSA 1% durante toda la
noche a 4°C.

Luego de lavar la membrana una vez con PBS-Tween 0,05% durante 5
min con agitacion y a temperatura ambiente, se incub6 con 4 mL de AcMo
E492/G1 a una concentracion de 200 pug/mL, diluido en PBS-BSA 1%-
Tween 0,05%, con agitacion, durante 1 hora y media a 37°C.
Posteriormente, se descarté el sobrenadante para lavar con PBS-Tween
0,05% durante 3 min., 10 veces, con agitacion y a temperatura ambiente.
Luego, se incubd con agitacion durante 1 hora y media a 37°C, con 4 mL
de anticuerpo anti-IgG3 de ratén unido a peroxidasa (dilucion 1/3000). Se
volvié a lavar 10 veces con PBS-Tween 0,05% durante 3 min, el dltimo
lavado se realizé con PBS, todos con agitacion y a temperatura ambiente.
El Western Blot fue revelado mediante quimioluminiscencia con el kit
SuperSignal West Pico Chemiluminiescent Substrate (Thermo®),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Electroforesis bidimensional con fraccién E4+ e immunoblotting.

En este ensayo se prosiguié de igual manera que en el item anterior
(“Electroforesis bidimensional con SPE e immunoblotting”), con la

salvedad que se utilizé 200 pg de proteinas de fraccion E4+.
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Analisis de secuencia por mapeo peptidico.

Los spots del gel de electroforesis bidimensional realizado con fraccion
E4+, que coincidieron con los presentes en el immunoblotting realizado
con la misma muestra, se cortaron para luego ser enviados a la Unidad de
Bioquimica y Prote6mica Analiticas, Instituto Pasteur, Montevideo, para su
identificacion por espectrometria de masa (MS y MS/MS) por el asistente
técnico Madelon Portela. El andlisis fue realizado en un MALDI-TOF-TOF,
y la plataforma utilizada fue Mascot, sirviéndose de la base de datos NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Ademas, se utiliz6 una
segunda base de datos exclusiva de E. granulosus y E. multilocularis,
proveniente de Gene DB (proporcionada por Ana Ferreira, comunicacion

personal).
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RESULTADOS

La primer parte de este trabajo se centr6 en la purificacion y
caracterizacion de la fraccion E4+ obtenida a partir de sonicado de
protoscéleces (SPE). Esta purificacion se realizO mediante cromatografia
de afinidad, utilizando el anticuerpo monoclonal E492/G1 acoplado a
Sepharose 4B CNBr. El eluato fue dializado, liofilizado y resuspendido en
un minimo volumen de PBS. Posteriormente, se realizaron varios
controles de calidad de la fraccion E4+ obtenida. Estos ensayos se

describen a continuacion.

Caracteristicas de la fraccion E4+.

La fraccion E4+ tiene una relacion

carbohidratos/proteinas mayor que el SPE.

Se determind el contenido proteico de la fraccion E4+ y del SPE, con el kit
QuantiPro BCA Assay (Sigma), utilizando BSA como estandar. Los

resultados obtenidos de la curva estandar se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Curva de calibracion utilizando BSA como estandar. Los circulos llenos
representan los valores experimentales de absorbancia a 560 nm, para los valores de

concentracion del estandar.

Para determinar el contenido en proteinas, los datos (Absorbancia 560nm)
correspondientes a cada muestra, fueron convertidos a unidades de
concentracion (ug/ml) equivalentes al estandar. El contenido proteico de
la fraccion E4+ fue de 190 pug/mL, mientras que el correspondiente a SPE
fue de 820 pg/mL.

El contenido glucidico de la fraccion E4+ y del SPE, se determinG por
medio del método del resorcinol-sulfirico de acuerdo a White & Kennedy
(1986), utilizando como estandar Dextrano T-2000. En la Figura 8 se

muestran los resultados obtenidos en la curva de calibracion.
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Figura 8. Curva de calibraciéon utilizando Dextrano T-2000 como estandar. Los
circulos vacios representan los valores experimentales de absorbancia a 492 nm, para

los valores de concentraciéon del estandar.

El contenido glucidico de la fraccion E4+ fue de 469 pg/mL y el
correspondiente para el SPE fue de 1100 pg/mL.

En su conjunto, los resultados obtenidos, resumidos en la Tabla 1, indican
que la fraccién E4+ contiene una relacion de carbohidratos/proteinas dos

veces mayor que el SPE de partida.

Concentracion Concentracién Relacion

Proteica (ug/ml) | Glucidica (ug/ml) CH:P

SPE | 820 1100 13

E4+ | 190 470 2.5
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Tabla 1. Resultados de concentracién proteica y glucidica obtenidos para fraccién
E4+ y SPE. Comparacion de la relacion concentracion de carbohidratos/proteinas en la

fraccion E4+ y SPE.

Intensidad del reconocimiento de antigenos de SPE por

diferentes lotes del AcMo E492/G1.

Teniendo en cuenta que en posteriores ensayos seria necesario utilizar el
AcMo E492/G1 acoplado a biotina, y que se contaba con diferentes lotes
del mismo preparado afios atras en la Catedra, se decidié primero
controlar la intensidad de reconocimiento de antigenos de SPE en
diferentes lotes (n=6) de este reactivo.

Cada uno de los lotes fue identificado con los siguientes numeros:

111996; 121996; 131996, 112002; 122002; 132002.

1,2
® 112002 .
- L o 122002
S 08 - 0 132002
=)}
ol
S 0,6 - .
c B
8
§ 0,4 -
2 |
0,2 -
| |
0 T T T 1
0 2 4 6 8
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Figura 9. Intensidad de reconocimiento de antigenos de SPE obtenido para los
lotes de E492/G1 acoplado a biotina: 112002, 122002 y 132002. Circulos llenos
representan valores experimentales para el lote 112002, circulos vacios para el lote

122002, y cuadrados vacios para el lote 132002.

Los lotes 111996, 121996 y 131996 en el mismo rango de concentracion,
presentaron valores de absorbancia > 2 (datos no mostrados).

Los resultados mostrados en la Figura 9, indican que la intensidad de
reconocimiento entre los lotes 112002, 122002 y 132002 es similar. Por lo
tanto, se decidi6 seleccionar arbitrariamente el lote 112002, para los

ensayos posteriores.

e El AcMo del epitope E492/G1 reconoce el motivo
Gala(1,4)Galb (1,4)GIcNAc con mayor intensidad en la
fraccion E4+ que en SPE.

Este control es el utilizado corrientemente en el laboratorio, como una
aproximacion para confirmar si la fraccion E4+ estd enriquecida en el

epitope reconocido por el AcMo E492/G1.
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Figura 10. Reconocimiento del anticuerpo monoclonal E492/G1 a componentes de

la fraccion E4+ (cuadrados vacios) y del SPE (circulos llenos).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 10 e indican que a
igual concentracidn proteica utilizada para sensibilizar la placa de ELISA,
el reconocimiento por el AcMo es de mayor intensidad contra antigenos

de la fraccion E4+, comparado con aquel observado para el SPE.

Ensayos de unién a lectinas.

e Puesta a punto del ensayo de union de un set de

lectinas a componentes del SPE.
Las lectinas son proteinas que se unen a carbohidratos con una alta
especificidad y resultados preliminares obtenidos por el Mag. Gustavo
Mourglia (comunicacién personal), han mostrado que algunas lectinas

tienen la capacidad de unirse a antigenos de protoscoleces de E.
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granulosus. Teniendo en cuenta que esta metodologia no estaba puesta a
punto, se comenz6 con la estandarizacion de la misma utilizando SPE.
Para ello, se ensayaron diferentes concentraciones de lectinas acopladas
a biotina (diluciones seriadas al medio partiendo de una concentracion de
10 pg/mL), y una concentracién de 10 pg/mL para sensibilizar las placas
de ELISA, hasta ajustar las condiciones tales de tener un valor
absorbancia cercano a 1. Los valores de concentracion de SPE y de cada
lectina, se utilizaron luego para realizar los ensayos de inhibicion de la

unién de cada lectina con los monosacéridos correspondientes.

e WGA, Con A y LCH tienen la capacidad de unirse a
componentes de la fraccion E4+ y del SPE.

Una vez estandarizado el ensayo, se determiné la capacidad de un set de
lectinas (WGA, Con A, LCH, ELC y GNA) de unirse a componentes tanto
de la fraccion E4+, como del SPE.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 11, e indican que solo
las lectinas WGA, Con A y LCH tienen mayor capacidad de unirse a
componentes del SPE y/o E4+. Por el contrario, las otras dos lectinas no
parecen presentar una fuerte capacidad de unién por ninguno de los
antigenos de las dos muestras. Por esta razon, se seleccionaron las

lectinas WGA, Con Ay LCH, para los ensayos posteriores.
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Figura 11. Capacidad de union de las diferentes lectinas a componentes del SPE

(gris oscuro) o de la fraccion E4+ (blanco).

e Sacéridos especificos inhiben la union de las lectinas
WGA y Con A a componentes de E4+ y del SPE.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, el segundo paso consistié
en analizar si la union de las lectinas WGA, Con A y LCH a antigenos de
E. granulosus era inhibida por competencia con los sacaridos capaces de
unirse a dichas lectinas. Los sacaridos utlizados fueron, N-
Acetylglucosamine para WGA y Methyl-a-D-manopyranoside en el caso
de las lectinas LCH y Con A.
Como puede observarse en la Figura 12, el porcentaje de inhibicion de la
union de las lectinas WGA y Con A fue entre un 60-80 % tanto para E4+

como para el SPE. Por el contrario, la inhibicion de la union de la lectina
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LCH si bien porcentualmente fue alta (aprox. 80%) en el caso de SPE,

este no fue el caso para la fraccion E4+, el cual dio un porcentaje de 0.
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Figura 12. Porcentaje de inhibicién por competencia de N-Acetylglucosamine o
Methyl-a-D-manopyranoside con componentes de E4+ y SPE capaces de unir las

lectinas WGA, Con Ay LCH.

Partiendo de estos resultados y el hecho que Con A se une a residuos
ricos en manosa, mientras que WGA se une a residuos que tienen
GlcNac, y que el resultado de union a Con A es el mas interesante (dado
que se ha visto que la conjugacion de antigenos a residuos de manosa
aumenta significativamente la union e internalizacion de los mismos por
células B, Al-Barwani et al., 2014), se procedid a tratar de identificar por
Western Blot, qué componentes de la fraccion E4+ interaccionan con Con

A.
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e Con A interacciona con varios componentes de la

fraccion E4+.

Figura 13. Inhibicién por Methyl-a-D-manopyranoside de la union de Con A a
componentes la fraccion E4+, analizado por Western Blot.

(1) E4+ + Con A-Biotina + Extravidina-PO;

(2) E4+ + (Con A-Biotina + Methylmannoside) + Extravidina-PO;

(3) E4+ + Extravidina-PO.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 13, e indican que Con
A es capaz de unirse a 4 componentes de la fraccion E4+ con PM
aparente de 46, 38, 32 y 22 kDa. Esto sugiere que esos componentes

podrian eventualmente ser aislados del resto de los componentes de la
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fraccion E4+, por cromatografia de afinidad utilizando como soporte
Sepharose-CNBr acoplada a Con A, pero con el inconveniente que la
elucion debe realizarse con cantidades importantes de Methyl-a-D-
manopyranoside. Esto plantea tener una estrategia tal, que permita

separar posteriormente el disacarido de los componentes eluidos.

Electroforesis bidimensional e immunoblottings.

Esta parte del trabajo, se enfoc6é en la identificacién preliminar de los
componentes proteicos de la fraccion E4+. Con este fin, se realizaron
electroforesis bidimensionales e inmunoblottings tanto con SPE como con

la fraccion E4+.

e Purificacion del AcMo E492/G1l utilizando una nueva
estrategia y obtencién de un nuevo lote de la fraccién

E4+ (AcMo E492/G1,015).
Previamente, se han realizado numerosos ensayos con tratamientos
diferentes de la muestra de fraccion E4+ (Lic. Marco Navatta,
comunicacion personal), con el objetivo de identificar proteinas del
parasito presentes en esta fraccion por mapeo peptidico [espectrometria
de MS (m/z) y MS/MS (m/z)], y posterior busqueda de homologia
utilizando las bases de datos disponibles tanto para E. granulosus, como

para E. multilocularis. Las muestras que se enviaron a la Unidad de
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Bioquimica y Protedmica Analiticas, Instituto Pasteur, Montevideo, fueron
las derivadas de la resolucion de los componentes de la fraccion E4+ en
funcidbn de su peso molecular aparente (SDS-PAGE). Los resultados
obtenidos no permitieron obtener ninguna informacion relevante.

En este contexto, se decidié utilizar una nueva estrategia para la
purificacion del AcMo E492/G1 a partir de otro lote de ascitis disponible en

la Catedra, y a partir de éste obtener un nuevo lote de la fraccion E4+.

Una vez obtenida la muestra de 1IgG (AcMo E492/G1,0:5) a partir de una
nueva preparacion de ascitis, se realizé un control de calidad de la misma
por ELISA. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14, e
indican que a una concentracion de 90 ng/mL de proteinas totales (ya que
la muestra no solo contiene las IgG especificas sino también IgG no
especificas), se obtiene un valor de absorbancia (Ab) de 0,75. Esto
sugiere que esta subclase de IgG especificas, seria una fraccion

importante dentro de las IgG totales de la muestra.
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Figura 14. Perfil de uniéon de anticuerpos E492/G1,5;5 a componentes del SPE. Los
circulos llenos representan los valores experimentales de absorbancia a 492 nm, a

diferentes concentraciones de proteinas totales en la muestra.

Se partié de un nuevo lote de SPE (SPE215) para purificar un nuevo lote
de la fraccion E4+ por cromatografia de afinidad, utilizando como matriz la
nueva preparacion del AcMo E492/G1 (AcMo E492/Gl,015) acoplado a

Sepharose-BrCN.

La relacién carbohidratos/proteinas es mayor en la

fraccion E4+ que en el SPE de partida.

La concentracion proteica obtenida por medida de la Ab 280nm en el
equipo NanoDrop, fue de 11200 pg/mL para lote SPEps, ¥ de 2200

pug/mL para el lote E4+50:5. La concentracion de carbohidratos obtenida
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fue de 4974 pug/mL para el lote de SPE2;5, ¥ de 5144 ug/mL para el lote
de E4+501s5.

Los resultados se muestran resumidos en la Tabla 2, e indican que la
fraccion E4+,0:5 contiene una relacion de carbohidratos/proteinas 5 veces

mayor que el SPE;q;5 de partida.

Concentracion Concentracion Relacion

Proteica (ng/ml) Glucidica (ug/ml) | CH:P

SPE | 11200 4974 0,45

E4+ | 2200 5144 2,34

Tabla 2. Resultados de concentracién proteica y glucidica obtenidos para la
fraccion Ed4+,0;5 Yy el SPE,ys. Comparacion de la relacion concentraciéon de

carbohidratos/proteinas en la fracciéon E4+ y SPE.

Estandarizacion de la electroforesis bidimensional.

Como primer paso en la estandarizacion de la técnica, se evalud la
eficacia del set 2-D Clean-Up Kit en el precipitado de la muestra. Este
método, mediante la precipitacion proteica, acondiciona la muestra para el
ensayo.

Luego, se puso a punto el funcionamiento general de la técnica, asi como
la cantidad de muestra a colocar en el gel de isoelectroenfoque (tira IPG).

Como siguiente paso, se realiz6 un ensayo con tiras IPG de diferentes
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rangos de pH, para evaluar qué tipo usar. Para finalizar, se testeo el
protocolo a seguir en la primera dimension (isoelectroenfoque) y el

meétodo de tefiido de los geles resultantes.

e Evaluacion del tratamiento adecuado para la muestra.

Evaluacion del set 2-D Clean-Up Kit, de General

Electric®.

Para evaluar la efectividad del set 2-D Clean-Up Kit en el precipitado de la
muestra, se realiz6 este ensayo con 15 ug en proteinas de SPE2p15 como

muestra.

Figura 15. Gel SDS-PAGE con SPE,;s, tefiido con azul de Coomasie. Muestra sin

tratar (1), y tratada con el set “2-D Clean-Up Kit (2).
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En la Figura 15, puede verse que la cantidad de muestra en el carril 1
(muestra no tratada) es mayor que en el caso del carril 2. Teniendo en
cuenta que se sembrd la misma cantidad, y que al tefir con azul de
Coomasie la relacion intensidad de tincion y cantidad de proteina es
directamente proporcional, puede decirse que hay pérdida de muestra con
el tratamiento, por lo que se descartd su uso. Como tratamiento previo
para las muestras en ensayos futuros, se opt6 por dializarlas contra agua

destilada y liofilizarlas.

e Evaluacién del correcto funcionamiento de la E-2D y la

cantidad de muestra a utilizar.

Estandarizacion usando como muestra BSA.

Como primer acercamiento con la técnica, se corroboré el correcto
funcionamiento del isoelectroenfoque (IEF), y de la segunda dimension.

Como muestra en este ensayo, se utilizo BSA pues es muy simple,
conformada por una sola proteina de caracteristicas conocidas. Dado que
las muestras, tanto de SPE como de fraccion E4+, son muy complejas
(estan conformadas por varias glicoproteinas diferentes), debe utilizarse la
cantidad de proteina necesaria para detectar la mayor cantidad posible de
las glicoproteinas presentes. En este sentido, se recurrio a la tesina de
licenciatura de Matias Machado del 2007, en la cual realiza una E-2D con

200 pg en proteinas de SPE.
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Una vez finalizada la primera dimensién, una de las tiras fue tefiida con
azul de Coomasie, confirmandose el correcto enfoque de la muestra en su
punto isoeléctrico (Figura 17). Con respecto a la otra tira, ésta se utilizd
para realizar la segunda corrida electroforética. En esta ultima dimension,
no se logré definir un spot Unico (segun el peso molecular de la proteina),
sino que se observa una mancha vertical, la cual puede deberse a un

exceso de muestra (Figura 17).
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Figura 17. Gel SDS-PAGE de la E-2D con BSA, tefiido con azul de Coomasie. Lineas

negras marcan puntos isoeléctricos inicial y final.
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e Evaluacién del protocolo a utilizar en la primer corrida

electroforética y el método de tefiido del gel resultante.

Estandarizaciobn usando como muestra un mix de

proteinas.

Este ensayo se realiz6 como forma de evaluar la utilizacion de tiras IPG
con diferentes rangos de pH.

Dado que estos geles presentan rangos de pH menores al utilizado
anteriormente (3-11), se deberia poder apreciar mejor la separacion de las
proteinas por punto isoeléctrico.

Otros puntos testeados en este ensayo fueron el protocolo de la primer

corrida electroforética a seguir, y el método de tincion a utilizar.

A B
4 7

59



Abordaje preliminar en la identificacion de glicoproteinas presentes en antigenos de
Echinococcus granulosus con potenciales funciones inmuno-reguladoras.

Figura 18. Geles SDS-PAGE de la E-2D con mix de proteinas, tefiidos con método
de nitrato de plata. Utilizando para la E-2D tira de rango de pH 4-7 (A), o tira de rango

de pH 6-11 (B). Lineas negras marcan los puntos isoeléctricos final e inicial.

En la Figura 18 (A y B), puede verse los dos geles SDS-PAGE tefidos
mediante nitrato de plata. En ambos pueden distinguirse spots con
diferentes grados de resolucion.

En el caso del gel B, se puede ver la presencia de algunos spots bastante
definidos, asi como una mancha del lado derecho, y unas lineas verticales
principalmente del lado izquierdo y en el centro. Sin embrago, en el gel A,
hay menos spots definidos, asi como manchas (lado izquierdo), y lineas
verticales (del lado derecho). Los spots mencionados en ambos casos,
podrian corresponder a proteinas que se enfocaron de forma correcta en
su punto isoeléctrico (buen funcionamiento del protocolo de
isoelectroenfoque). Con respecto a las manchas, éstas pueden deberse a
un exceso de muestra. Por estos motivos, se decidio volver a utilizar 200
pHg de proteinas para las muestras, asi como mantener el protocolo de
isoelectroenfoque utilizado, factores que ya fueron testeados con SPE por
Matias Machado (2007), en su tesina de licenciatura.

Como un factor coman en ambos geles, se destaca el poco background
presentado por el método de teflido. Dado que este protocolo es, ademas,
apto para luego analizar las muestras por espectrometria de masa
(Madelon Portela, Instituto Pasteur, Montevideo), se decidi6 mantenerlo

para proximos ensayos.
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e Resolucion de los componentes de la fraccion E4+ por
electroforesis bidimensional (PM y PIl) e Immunoblotting
utilizando el AcMo E492/G1.

Una vez puesta a punto la electroforesis en dos dimensiones, los
componentes del E4+ fueron separados en funcibn de su punto
isoeléctrico (Pl) y peso molecular (PM) aparente.

Se decidi6 cambiar el tipo de tiras IPG a Lineales, dado que el uso de
geles No Lineales acarrea consigo la tarea extra de tener que recurrir a
una curva de calibracion para la determinacion de los puntos isoeléctricos
de los diferentes spots.

En la Figura 19, se muestra para la fraccion E4+ (lote 2015), el perfil de
spots obtenido por electroforesis bidimensional (B) y su immunoblotting

correspondiente (A).
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Figura 19. Imnunoblotting utilizando el AcMo E492/G1,4:5 (A), y separacion de los
componentes de E4+,5,5 por electroforesis bidimensional (B). Recuadros negros
sefialan los spots seleccionados para el analisis por espectrometria de masa (MS y

MS/MS), los nimeros junto a cada recuadro se corresponden con los de la Tabla 3.

En la Figura 19 (B), puede verse una buena separacion de los
componentes de la fraccion E4+, dado que se reconocen varios spots
bien definidos. Ademas, éstos presentan cierta similitud con aquellos
presentes en la membrana de PVDF luego de electrotransferir (Figura 19,
A). En ese sentido, se seleccionaron seis spot (marcados con recuadro
negro) que coinciden aproximadamente en PM y Pl en el SDS-PAGE vy el
immunoblotting, para su andlisis por MS/MS.

Los resultados se muestran en la Tabla 3, y de manera bien interesante

indican la identificacion de una proteina de E. granulosus, Anexina.

No. Mapeo peptidico PM PI

1 “Queratina” 66 51

“Egr_000041200.1”
2 “Annexin” 47 49

Echinococcus

granulosus
3 No identificada 41 6,0
4 No identificada 42 49

5 “B-casein” de Bos 34 6,0
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taurus

6 No identificada 32 8,3

Tabla 3. Identificacién proteica de los spots de fraccidn E4+,4,5 seleccionados.
Resultados obtenidos del analisis mediante espectrometria de masa (MS y MS/MS).

Color gris marca los valores para la proteina anexina.

e Resolucion de los componentes del SPE por
electroforesis bidimensional (PM y PI) e Immunoblotting
utilizando el AcMo E492/G1.

De la misma forma que se procedid en la seccion anterior, los
componentes del SPE fueron resueltos en funcion de su Pl y PM
aparente.

En la Figura 20, se muestra para el SPE (lote 2015), el perfil de spots
obtenido por electroforesis bidimensional (B) y su immunoblotting

correspondiente (A).
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Figura 20. Immunoblotting utilizando el AcMo E492/G1,¢:5 (A), y separacién de los
componentes del SPE,q s por electroforesis bidimensional (B). El recuadro negro

sefiala un spot con similar PM y Pl que la Anexina de E. granulosus

En la Figura 20 (B), puede verse (al igual que en el caso de la fraccién
E4+) una separacion correcta de los componentes del SPEq;5, dado que
se reconocen varios spots bien definidos. Estos, ademas, presentan
similitud con aquellos presentes en la membrana de PVDF luego de
electrotransferir (Figura 20, A).

El spot que coincide de forma méas aproximada en Pl y PM, con la
Anexina encontrada en el gel SDS-PAGE realizado con fraccion E4+, se
marca con un recuadro negro en el gel SDS-PAGE e immunoblotting

realizados con SPE (Figura 20, Ay B).
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DISCUSION

El disponer de estructuras moleculares definidas con conocidos efectos
inmunomoduladores, es realmente bien importante, ya que nos permitiria
sentar las bases para desarrollar nuevas estrategias racionales de

inmunointervencion (Baz et al., 2006).

Los glicoconjugados del protoescolex de E. granulosus (GPEG) muestran
caracteristicas bien interesantes. Resultados recientes han mostrado que
una fraccién de antigenos soméaticos de protoscoleces de E. granulosus
enriqguecida en carbohidratos (denominada E4+) tendria un papel
importante en la interrelacion hospedero experimental-parasito (Mourglia-
Ettlin et al., 2011a; Mourglia-Ettlin et al., 2011b; Baz et al., 2006).

Sin embargo, poco es lo que conocemos sobre las estructuras (proteicas
o glucidicas) de los componentes de esta fraccion. La informacion mas
relevante obtenida hasta el momento es la presencia del trisacarido del
antigeno P1 en la fraccion E4+. Resultados muy preliminares sugieren
gue E4+ contendria motivos glucidicos capaces de unirse a lectinas y que
esto podria estar en consonancia con ciertas estructuras postuladas por
Khoo et al., 1997.

De confirmar estos resultados, podriamos disponer datos originales y bien

importantes sobre las estructuras glucidicas presentes en antigenos de
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protoscoleces de E. granulosus que podrian contribuir o podrian estar
directamente asociados con el establecimiento de la infeccion.

En este contexto, el objetivo de este trabajo es identificar, por lo menos
parcialmente, motivos glucidicos y estructuras proteicas presentes en los
componentes de la fraccion E4+.

La primera parte de este trabajo consistio en la estandarizacién de varios
ensayos por ejemplo: determinacion de union de antigenos del parasito a
un set de lectinas asi como la inhibicion de la unién utilizando sacaridos
especificos, tanto por ELISA como por immunoblotting; resolucion de
componentes de SPE y E4+ por electroforesis bi-dimensional (PM y Pl), y
posterior inmuno-transferencia. Ademas, esta primer parte de trabajo
implicé la preparacién de los reactivos y preparaciones antigénicas, asi
como el control de calidad de los mismos, necesarios para la realizacion

de este trabajo.

El primer conjunto de andlisis consisti6 en determinar la potencial union
de un set de lectinas a componentes de la fraccion E4+, asi como
aquellos de SPE.

Los componentes de SPE fueron capaces de interaccionar principalmente
con las lectinas Con A, WGA, LCH y ELC (Figura 11). Sin embargo, los
componentes de E4+ fueron capaces de interaccionar principalmente con
las lectinas WGA y Con A (Figura 11). Estas interacciones mostraron ser

especificas de acuerdo a los altos porcentajes de inhibicion de dicha
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unién utilizando sacéaridos especificos para cada lectina (Figura 12).
Teniendo en cuenta que la Con A se une principalmente a residuos
manosa y que la WGA a motivos como GIcNAc, estos resultados en su
conjunto son consistentes con el motivo glucidico propuesto por Khoo et

al., (1997), representado en la Figura 21.

Motivo de
unioéna LCH
. (E4+?)
Motivo de
union a WGA T

Motivo reconocido -7 O_O_._ +
por el AcMo E492/G1 (- Asm

- OO

)

Motivo
union
a ConA

Figura 21. Esquema de una de las estructuras glucidicas presente en componentes

de lafracciéon E4+.

Estos resultados son muy relevantes ya que esta es la primera estructura
glucidica identificada como componente de la fraccion E4+, lo cual
permitira el disefio de sacaridos como productos de sintesis y en
consecuencia estudiar su papel en la interrelacion hospedero

experimental-E. granulosus.
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Por otra parte, como se mencioné anteriormente, recientemente se ha
sugerido que la conjugacion de ciertos antigenos a manosa aumenta
significativamente la unién e internalizacion del mismo a células B (Al-
Barwani et al., 2014). Dada la relevancia de este resultado, se decidio
ahondar en el estudio del ligando de Con A, determinando por Western
Blot la unién de dicha lectina a componentes de E4+ (Figura 13). Se
identificaron cuatro bandas de PM aparente 46, 38, 32 y 22 kDa que
tienen la capacidad de interaccionar especificamente con Con A. Este
resultado por demas interesante, es la base para demostrar si alguno de
estos componentes tiene la capacidad potencial de unirse a células B
normales de raton. Si esto es asi, seria posible identificar esta(s)
glicoproteina(s) por mapeo peptidico y posterior busqueda de homologia
utilizando bases de datos disponibles tanto para E. granulosus como para

E. multilocularis.

El segundo conjunto de experimentos tuvo como objetivo la identificacion
de componentes proteicos presentes en la fraccion E4+. Previamente a
este trabajo, Lic. Marco Navatta (comunicacion personal), utilizando
diferentes condiciones de tratamiento de este antigeno, diferentes
tinciones, asi como diferentes condiciones de corrida; habia tratado de
identificar por mapeo peptidico los componentes de E4+ resueltos por
SDS-PAGE. Los resultados obtenidos fueron no solo inesperados, sino

que también contradictorios. La fraccibon E4+ parecia contener
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principalmente albumina del hospedero experimental. Si esto fuera asi, la
fraccion E4+, no deberia ser inmunogénica cuando es administrada a
ratones ya que es muy dificil romper el estado de tolerancia a
componentes propios en ratones adultos y mas adn en las condiciones de
administracion empleadas, es decir, baja concentracion proteica diluida en
PBS y sin el uso de adyuvantes.

Por esta razon, se decidio preparar nuevos lotes del AcMo para acoplar a
Sepharose-BrCN, de forma de obtener posteriormente un nuevo lote de la
fraccion E4+ a partir de un nuevo lote de SPE.

La modificacion méas importante fue la de utilizar, para la preparacion de la
columna de afinidad, anticuerpos del isotipo IgG en lugar de utilizar la
fraccibn gammaglobulina obtenida a partir de liquido ascitico producido en
raton.

El resultado de esta modificacion fue obtener un nuevo lote de la fraccion
E4+ con una relacién carbohidratos/proteinas 5 veces mayor que aquella
observada en SPE de partida (Tabla 2). Ademas, de acuerdo a los
resultados obtenidos de la resolucion de los componentes de E4+ por
SDS-PAGE, no se observd la banda con PM aparente similar al de la
albumina (datos no mostrados).

Antes de la resolucién de los componentes de este nuevo lote de E4+ por
electroforesis en dos dimensiones, se demostrd por citometria de flujo que
la misma tuviera la capacidad de unirse a las células B (CD19+) (Lic.

Marco Navatta, comunicacion personal).
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Una vez puesta a punto la electroforesis en dos dimensiones, los
componentes de tanto la fraccion E4+ como del SPE fueron resueltos en
funcién de su punto isoeléctrico y PM aparente (Figura 19 y Figura 20).
Paralelamente, se prepararon dos geles y ambos antigenos fueron
resueltos por electroforesis 2D y posteriormente transferidos a
membranas de PVDF, para identificar los spots reconocidos por el AcMo
E492/G1. Los spots con similar PM y PI coincidentes en el immuniblotting
y en la resolucion 2D (Figura 20), fueron cortados y enviados a la Unidad
de Bioquimica y Protedmica Analiticas-Instituto Pasteur Montevideo, para
la identificacion proteica mediante espectrometria de MS (m/z) y MS/MS
(m/z).

Los resultados obtenidos de la espectrometria se muestran en la Tabla 3,
y de manera bien interesante demuestran la presencia de la Anexina de
E. granulosus, en la fraccion E4+. Un spot con igual PM y PI fue

identificado en antigenos soméaticos de protoscoleces (Figura 20).

La secuencia de la Anexina de E. granulosus que coincide con la proteina
del spot No. 2 es la siguiente:
MSIKVTNCGLPCNPTLRPYPNFNANSDVELLKKAMDGMGTDEAMIIEILGTRTS
QQORVEIAEAYKGSYGEDLREKLQGELSGDFGELVDLMFYTIPELKAQLCYDAIN
GAGTDELALIEVICTSTNSEIEELKKEYAKVCQNHGKAANENSLEKDVVGDTSGY
FKRILVALLAAQRHEPTEQQLKDIANRGIDSIIDKKAAEADAQKLYDAGEKRLGTD

EEAFITILCTRSPWQLIAISKAYEKISKLRLVEAIASETKGDFRRALLTTLLANTNTP
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MAFAEHFNDGLSGAGTNDDQLMRLIVWRSEVDMKEIKNCYLTRYNRDLVDDIK

DDTSGDYEKLLVRLLGSQ.

Las anexinas son una gran familia de proteinas expresadas en todos los
organismos eucariotas; se asocian con funciones que van desde el
metabolismo del calcio, la adhesiéon y crecimiento celular, el transporte
subcelular y la reparacion de membranas (Gerke & Moss, 2002).
Estructuralmente se caracterizan por presentar un dominio C-terminal
conformado por 4 repetidos homologos de aprox. 70 aminoacidos de
longitud. Estos dominios homélogos presentan un sitio de unién a calcio y
fosfolipidos de alta afinidad (Geisow et al., 1986). EI dominio N-terminal es
variable y presenta sitios para modificaciones post-traduccionales e
interacciones proteina-proteina (Gerke & Moss, 2002).

Recientemente, se ha reportado que las anexinas también estan
presentes en parasitos (He et al., 2014; Zhang et al., 2007; Cantacessi et
al., 2013; Yan et al., 2008; Leow et al., 2014). Las anexinas de parasitos
parecen estar involucradas en las interacciones hospedador-parasito y en
la modulacion de la respuesta inmune del hospedador y en algunos
casos, se las ha considerado como blancos potenciales para el desarrollo
de vacunas (Hofmann et al., 2010) y también con potencial valor para el

desarrollo de técnicas de diagndstico (Yang, et al., 2014).
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En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo son la base de una
nueva linea de investigacion, la cual podria derivar en un disefio racional

de inmuno-intervencion en el hospedero intermediario natural.
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