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RESUMEN

Las glutation transferasas (GSTs) son una superfamilia de enzimas ampliamente
estudiadas por su participacion en la eliminacion de compuestos citotoxicos. Los parasitos
presentan un requerimiento adicional para estas enzimas, ya que, ademas de su propio
metabolismo, estan expuestos al ataque inmunoldgico de sus hospederos y en ocasiones,
a agentes antiparasitarios. Dichas enzimas conjugan glutation, por ejemplo, a compuestos
oxidantes neutralizandolos y aumentando su solubilidad lo que facilita su eliminacion, asi
como, algunas muestran propiedades inmunomoduladoras, por ejemplo, mediante la
sintesis de prostaglandinas. A las GSTs parasitarias se las ha relacionado con la
sobrevida de los helmintos dentro de su hospedero, y en algunos casos se ha reportado
gue la actividad GST es inhibida por parte de anticuerpos especificos. Nuestro grupo
estudia las EgGSTs, GSTs del cestodo parasito Echinococcus granulosus, agente
etiologico de la enfermedad hidéatica, donde el ser humano ingresa al ciclo de vida como
hospedero intermediario accidental. Para el presente trabajo se consideraron las EgGSTs
identificadas hasta el momento, planteandose que la inmunizacién de ratones con dichas
GSTs permitiria la generacién de anticuerpos que inhiben la actividad de las mismas
brindando proteccion contra la infeccion secundaria. Se utilizaron las tres proteinas
recombinantes como antigenos (EgGST1r, EQGST2r y EQGST3r) para inmunizar ratones.
Se evalud la inhibicién de la actividad GST, por parte de los antisueros generados,
utiizando dos enzimas recombinantes solubles y activas: la enzima homodimérica
EgGST1r, y el heterodimero compuesto por una subunidad de EgGST2r y una de
EgGST3r (EgGST2-3r). Los resultados mostraron que la actividad GST de EgGST2-3r fue
inhibida en gran medida por los sueros anti-EgGST2r, posiblemente debido al bloqueo de
la subunidad EgGST2r del heterodimero. Por otro lado, se observé que Unicamente el
grupo de animales inmunizados con la proteina EQGST1r desarrolld6 una proteccion
significativa frente al desafio con el parasito. Tomando en conjunto ambos datos, se
podria concluir que no existe una relacion entre la proteccion y la inhibicion de la actividad

GST de estas enzimas EgGSTSs.
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— Capitulo 1 -

Introduccién

1.1.Generalidades de Echinococcus granulosus y de la hidatidosis quistica
La hidatidosis es una enfermedad causada por el estado larval de E. granulosus,
parasito perteneciente a la clase cestoda (Moro, P. y Schantz, P.M., 2009). Representa

una importante infeccién zoonotica ampliamente distribuida en el mundo.

La hidatidosis es la equinococosis que mas afecta a la salud humana. Representa
el 95% de los casos reportados, lo que significa entre 2 a 3 millones de personas
diagnosticadas anualmente. Esta ampliamente distribuida, repartida en regiones
hiperendémicas, endémicas y de baja prevalencia (Figura 1.1). Asimismo, existen otras
tres especies pertenecientes a este género, capaces de desarrollar enfermedades en el
ser humano. Por un lado, E. multilocularis, causante de la equinococosis alveolar,
detectado Unicamente en el hemisferio norte, que afecta entre 0,3 a 0,5 millones de
personas al aflo. Por otro lado, dos agentes, E. vogeli y E. oligarthrus, que producen la
equinococosis poliquistica reportada principalmente en América del Sur, con un total de
150 casos anuales (Craig, P.S. et al., 2007). Mas recientemente, se han identificado dos
nuevas especies, E. shiquicus y E. felidis, de las cuales se desconoce su implicancia
zoonotica (Moro, P. y Schantz, P.M., 2009).

Distribution of Echinococcus granulosus and cystic echinococcosis (hydatidosis),
worldwide, 2009
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Figura 1.1: Distribucion de la equinococosis quistica en el mundo. Imagen modificada de
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx



Como todos los miembros del género Echinococcus, E. granulosus posee dos
hospederos en su ciclo de vida (figura 2) (Barnes, T.S. et al., 2012; Craig, P.S. et al.,
2007). Un hospedero definitivo, carnivoro (generalmente canidos), donde el parésito se
desarrolla en el intestino delgado a su forma adulta. Esta posee reproduccion sexuada
con generacion de huevos, los cuales son expulsados al ambiente por las heces del
animal. El hospedero intermediario, omnivoro o herbivoro, ingiere los huevos, los cuales
eclosionan dentro de su intestino, liberAndose la oncésfera, la cual atraviesa la pared
intestinal y es transportada de modo pasivo por la sangre hacia diferentes tejidos y
organos siendo los mas afectados higado y pulmén (Zhang, W. y D.P. McManus, 2008).
La larva es asi capaz de llegar y enquistar en las visceras del animal, dando lugar a lo
gue se conoce como quiste hidatico (metacestodo). El ser humano se convierte en
hospedero intermediario accidental al ingerir alimentos contaminados con huevos del
parasito (Craig, P.S. et al., 2007). En el interior de los quistes por reproduccidén asexuada
se generan los protoescolices. El ciclo se completa cuando el hospedero definitivo ingiere
las visceras infectadas con quistes viables, es decir, conteniendo protoescélices. Los
protoescolices ingeridos son capaces de adherirse a la pared del intestino para

desarrollarse en gusanos adultos.

Gusano adulto

Huésped definitivo
(carnivoro)

Quiste Huevo
maduro infectivo

Huésped )
intermediario Huésped

intermediario

"' accidental

Figura 1.2: Cilco de vida de E. granulosus. Imagen modificada de Craig P.S.ef al., 2007



La hidatidosis se caracteriza por un crecimiento lento y bien tolerado del quiste en
el organismo, conduciendo en ocasiones a grandes masas parasitarias (Craig, P.S. et al.,
2007). Como en general es una patologia asintomatica en humanos, es poco habitual que
se diagnostique tempranamente, exceptuando aquellos casos en que el quiste se
desarrolla en 6rganos como cerebro u ojos, donde se producen sintomas aun cuando el
quiste es muy pequefio (Moro, P. y Schantz, P.M., 2009). Hasta la década de los 80s el
Gnico tratamiento para los pacientes con hidatidosis era la extraccion quirdrgica de los
quistes (Moro, P. y Schantz, P.M., 2009). Si bien la cirugia sigue siendo el tratamiento
principal se ha complementado o sustituido por tratamientos con farmacos como el

albendazol, mebendazol y praziquiantel, incrementando la tasa de curacion a un 30%.

La equinococosis quistica, afecta tanto a personas como animales representando
un problema serio en la salud publica, asi como también pérdidas econdémicas. Los
animales de granja, como bovinos u ovinos, son los que poseen la mayor prevalencia de
infeccion. En el afio 2000 se observdé en el ganado de la region, un porcentaje de
infeccion de 9.8% en Uruguay, 9.0% en Argentina, 13.6% en Brasil, 7.2% en Chile y 75%
en Peru (Revisado por Cardona, G.A. y Carmena D., 2013). Las zonas mas afectadas son
aquellas en vias de desarrollo cuya economia se basa en la produccion agricola
(Cardona, G.A. y Carmena D., 2013). Esto se debe en gran medida a practicas que
favorecen la diseminacion del parasito, como la matanza para consumo en granjas, donde
los perros tienen acceso a viseras crudas contaminadas, cerrando el ciclo de vida del
parasito (Craig, P.S. et al., 2007). Los factores de riesgo asociados a la hidatidosis son la
presencia de perros en contacto con el ganado (perros pastores), la falta de educacion en
la poblacién tanto sobre la transmision de la enfermedad, como de la contaminacion
ambiental (pasturas y aguas) que puede verse incrementada por la falta de habitos
higiénicos. También, existe cierta correlacion entre el desarrollo de la parasitosis y los

factores fisiologicos de la poblacion asi como la edad y el sexo (Craig, S. et al., 2007).

Existen costos asociados a la patologia que afectan tanto la produccion de
animales como la salud de humanos. Si bien estos costos son dificiles de estimar por la
cantidad de parametros, estudios preliminares sugieren que las pérdidas econdémicas
referidas a humanos y animales llegaria en algunas regiones a representar el 0.5% del
producto bruto interno (Cardona, G.A. y Carmena, D., 2013). Los costos asociados a la
salud humana abarcan los gastos en el diagndstico y tratamiento y los asociados a la
perdida en la calidad de vida de los individuos (morbilidad) y muerte (Torgerson, P.R.,

2003, Carabin, H. et al., 2005). Por otro lado, la existencia de animales de produccion



infectados genera pérdidas en la cantidad y calidad de sus productos, como son leche,

lana y carne.

En muchas regiones del mundo se han desarrollado programas de control de la
hidatidosis que pretenden disminuir al minimo la incidencia interrumpiendo el ciclo de vida
del parasito. En este sentido, ciertas estrategias implementan medidas que destacan la
higiene en la relaciéon intima perro-humano, favoreciendo el lavado de manos y evitando
el contacto con las heces. Algunos programas se complementan con medidas que
promueven el correcto descarte de las visceras infectadas de ganado asi como el control
de las poblaciones caninas con tratamientos regulares con drogas antiparasitarias
(McManus D.P., et al., 2003). De esta forma, algunos paises han logrado controlar e
incluso auto declararse libre de hidatidosis, como es el caso de Islandia, que desde los
afios 60s es un pais libre de hidatidosis. En Uruguay se aplica la Ley N° 13.459 (1965)
con las modificaciones introducidas por la Ley N° 16.106 (1990), que enumera
obligaciones y responsabilidades tanto publicas como privadas con el fin de erradicar la
enfermedad en el territorio nacional. En particular, se especifican los controles que deben
realizarse en los lugares destinados a faena animal asi como la obligacién de los
propietarios de mantener los perros libres de la infeccion por E. granulosus, tanto en

zonas urbanas como rurales (Articulo 8).

Otra aproximacion para el de control de la hidatidosis, se basa en el desarrollo de
vacunas para los hospederos tanto intermediarios como definitivos. Dicha estrategia es
especialmente util para aquellas regiones donde se dificulta la interrupcion del ciclo
parasitario ya sea por aspectos geograficos o por la incapacidad de medicar y controlar
regularmente a los perros asi como porque no exista una aislacion fisica de las zonas sin
control (Lightowlers, M.\W., et al., 2003). En este sentido, existen numerosos y variados
trabajos que buscan antigenos protectores frente a una infeccion por E. granulosus. El
grupo de Woollard (2001) reportd un antigeno recombinante parasitario, EG95r, que
brind6 una proteccion de 98.7% frente al desafio con E. granulosus en ovejas
inmunizadas con dicha proteina. En 2011 Bentony M. y colaboradores, trabajaron en el
desarrollo de una vacuna basada en el antigeno EG95r (Bethony, J.M., et al., 2011), la
cual actualmente estd siendo utilizada en animales de rodeo en Argentina.
Originariamente, se pensaba que los cestodos adultos no eran inmunogénicos en su
hospedero definitivo, debido a la concepcién errénea de que los escdlex de la mayoria de
las especies hacian solamente un contacto superficial, sin penetraciébn en la mucosa

intestinal. Mas adelante se comprobd que esta idea no se adapta para los casos de E.



granulosus y E. multilocularis, ya que los escdélex son capaces de penetrar las criptas de
Lieberkiihn e incluso la lamina propia del intestino, resultando en una ruptura del tejido.
Esta interrelacion facilita el intercambio de moléculas desde el parasito al hospedero, y de
este modo el sistema inmune del hospedero puede responder via humoral a dichos
antigenos (Zhang, W. y McManus, D.P., 2008). En este sentido, cada dia surgen mas
datos que apoyan la factibilidad de generar inmunidad protectora en el hospedero
definitivo por inmunizacién (revisado por Rossi, A., et al., 2012), mostrando que hoy el

desarrollo de vacunas antihelminticas para perros es una realidad en progreso.

En la busqueda de antigenos con capacidad protectora contra infecciones
helminticas, las enzimas detoxificantes glutation transferasas (GSTs) surgen como
posibles candidatos. Esto se basa en datos ya descriptos en otras infecciones por
platelmintos donde se ha asignado un rol protector de los anticuerpos anti-GST frente a la
infeccion por helmintos parasitos como Schistosoma sp., Fasciola sp., Wuchereria
bancrofti y Seteria cervi (Morrison, C.A., et al., 1996; Grezel, D., et al., 1993; Sexton, J.L.,
et al.,, 1990; Gupta, S., et al., 2005; Veerapathran, A., et al., 2009). En los casos de W.
bancrofti y de S. cervi, se vincula la proteccion encontrada a la neutralizacion de la
actividad GST parasitaria por parte de anticuerpos especificos (Grzych, J.M., et al., 1993).
Hasta el momento, no se tienen datos sobre las GSTs de E. granulosus como blancos
para el desarrollo de vacunas en hidatidosis, pero en base a los antecedentes en otros
helmintos, se esperaria que dichas proteinas brinden cierta proteccion contra la infeccién

parasitaria.

1.2.Enzimas Glutation transferasas.

Las enzimas glutation transferasas (GSTs) son una superfamilia de enzimas
multifuncionales involucradas en los mecanismos de destoxificacion celular de diversas
sustancias tanto fisiolégicas como xenobidticas. Catalizan la conjugacion del tripéptido
glutation (GSH, vy-glutamil-cisteinil-glicina) a una amplia variedad de compuestos
electrofilicos, donde la conjugacion al 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB), se define como
reaccion canonica (Wilce, M.C.J. y Parker, MW, 1994). Se distinguen cuatro familias
diferentes, las citosolicas o solubles, las microsomales, también conocidas como MAPEG
(proteinas asociadas a membranas relacionadas en el metabolismo de eicosanoides y
glutation), las mitocondriales y las bacterianas (Torres-Rivera, A. y Landa, A., 2007:
Board, P.G. y Menon, D., 2013).



Las GSTs citosolicas se encuentran de modo ubicuo en todos los organismos
aerobios. Esta familia esta dividida en 7 clases, originalmente establecidas en base al
estudio de las enzimas de mamiferos: Alfa, Pi, Mu, Sigma, Tita, Zeta y Omega (Frova, C.,
2006), aunque actualmente, la clasificacion se basa en la conservacion de aminoacidos y
las inferencias filogenéticas (Board, P.G. y Menon, D., 2013). Suelen presentar un peso
molecular de entre 45-55 kDa, y son activas solamente cuando se encuentran formando
dimeros, ya sea con subunidades iguales o diferentes siempre y cuando pertenezcan a la
misma clase (Frova, C., 2006). Cada una de las subunidades posee dos dominios que
conforman el centro catalitico. EI dominio N-terminal, conteniendo el lugar de unién al
GSH (conocido como sitio G), se encuentra muy conservado mostrando una organizacion
tridimensional similar al de las tiorredoxinas. Por otro lado, la estructura del dominio C-
terminal de la proteina esta compuesta Unicamente por hélices alfa, en numero variable

(entre 4 a 7) y contiene el sitio H, lugar de union al ligando hidrofébico (Frova, C., 2006).

Es de suma importancia la reaccion del grupo tiol del GSH, a un centro electrofilico,
ya que dicho centro esta presente en una amplia variedad de moléculas, tanto endégenas
como exoégenas (Frova, C., 2006; Torres-Rivera, A. y Landa, A., 2007; Harispe, L. et al.,
2010). Los conjugados de glutatién asi formados se vuelven més solubles en agua, lo que
facilita su eliminacion. En este contexto, dicha reaccion es uno de los primeros pasos a lo
largo de la ruta del acido mercapturico en el que xenobidticos hidréfobos se inactivan y se
elimina del organismo por la orina (Wilce, M.C.J. y Parker, M.W, 1994). Sin embargo, la
vision original de las GSTs Unicamente como enzimas detoxificantes ha venido
cambiando con el tiempo. Hoy en dia, se conoce que estas proteinas pueden presentar
otras actividades como peroxidasa, isomerasa Y tiol-transferasa, o incluso pueden actuar
como lingandina independiente de la accion catalitica. En este contexto, por ejemplo, las
GSTs de clase Sigma de vertebrados y de parasitos pluricelulares, pueden realizar
biosintesis de eicosanoides (prostaglandinas). Como conclusién se puede resumir que, en
forma general, las GSTs citosélicas presentan funciones versatiles que incluye la
destoxificacion tanto por conjugacion a GSH como por transporte no catalitico, la
modulacion de sefales, el catabolismo de aminoacidos aromaticos y la regulacion de

canales ionicos (Frova, C., 2006; Torres-Rivera, A. y Landa, A., 2007).

Las GSTs protegen a las células del dafio oxidativo (Hayes J.D. y Pulford D.J.,
1995). En los parésitos, las GSTs son importantes para la sobrevida del mismo dentro de
su hospedero, ya que su papel detoxificante estaria relacionado con su capacidad tanto

de metabolizar productos de la peroxidacion de lipidos (incluidos los generados por los



oxidantes derivados de los mecanismos efectores del sistema inmune del hospedero);
como de metabolizar otros productos téxicos, incluyendo, en teoria agentes
quimioterapéuticos (Torres-Rivera A. y Landa A., 2007).

1.3.Glutation transferasas en Echinococcus granulosus.

Nuestro grupo de trabajo se ha centrado en la identificacion vy tipificacion de las
GSTs de E. granulosus. Al momento hemos identificado tres GST citosélicas parasitarias
(EgGST1, EgGST2 y EgGST3) las cuales hemos secuenciado y confirmado su expresion
en protoescollex asi como en sus productos de excrecion-secrecion (Fernandez, V., et al.,
2000; Iriarte, A., et al.,, 2012, La Rocca, S., 2014, Arbildi, P., 2013). La EgGST]1,
catalogada como de clase Mu, se expresa tanto en el tegumento como en el parénquima
y es la unica encontrada en el liquido hidatico de quistes bovinos hasta el momento (La-
Rocca S., 2014). La EgGST2, clasificada como Sigma, se detecta en el tegumento del
parasito (Arbildi, P., 2013). Finalmente, la EgGST3, que muestra aminoécidos
caracteristicos de clase Omega en su dominio N-terminal y de clase Sigma en su dominio
C-terminal (Iriarte, A., et al., 2012), se distribuye en todo el organismo el parasito, tanto en
el parénquima como en el tegumento y con una alta expresion en las ventosas del mismo
(La-Rocca S., 2014).

La proteina EgGST1 recombinante (EgGST1r) enziméaticamente activa mostré que
podria estar relacionada a las funcion de destoxificacién fisioldgica de lipidos peroxidados
entre otros compuestos (Harispe, L., et al.,, 2010). Si bien las proteinas EQGST2 y
EgGST3 recombinantes (EgGST2r y EgGST3r) no se obtuvieron en forma soluble, se las
expresé en cuerpos de inclusion enziméaticamente inactivas (Arbildi, P., 2013, La-Rocca
S., 2014). Paralelamente, se produjo en forma recombinante y soluble una enzima
heterodimérica activa, compuesta de EgGST2 y EgGST3 (EgGST2-3r). Vale la pena
mencionar que dicha forma heterodimérica (EQGST2-3 nativo) se detecté en extractos de

protoescoélex mediante inmunoprecipitacion (La-Rocca, S., 2014).

1.4.Hipotesis y objetivos.

Los helmintos parasitos suele contener niveles relativamente altos de GSTs. Las
diferentes actividades que pueden exhibir en conjunto dichas GSTs, en particular las
relacionadas con destoxificacion e inmunomodulacién, pueden ser de relevancia para los
helmintos en el contexto de una infeccion. Por lo tanto, se plantea que el desarrollo de

7



estrategias que anulen o afecten su actividad podria desfavorecer la sobrevida del
parasito en su hospedero. En este contexto, la generacién de anticuerpos especificos
contra las GSTs parasitarias podria brindar proteccibn frente a la infeccion,

particularmente a través de la neutralizacion de la actividad GST.

Este trabajo tiene como objetivo general contribuir a la compresion de la relacion
hospedero-parésito en la infeccion por E. granulosus a través de la evaluacion de la
capacidad protectora de las EQGSTs frente a la infeccion secundaria murina y del estudio

del posible rol de los anticuerpos anti-EgGST como inhibidores de su actividad.
En este contexto, nos planteamos dos objetivos especificos:

1. Evaluar in vitro, la capacidad neutralizante de sueros policlonales anti-EgGST

sobre la actividad GST candnica.

2. Evaluar in vivo la capacidad protectora de las EQGSTs frente a la infeccién por E.

granulosus en el modelo de infeccion secundaria murino.



- Capitulo 2 -
Materiales y Métodos.

2.1.Material Parasitario

Los quistes hidaticos de pulmoén fueron obtenidos de bovinos infectados naturalmente
(planta de faena Urexport; Montevideo, Uruguay). Cada quiste se proceso individualmente
de acuerdo a Baz A. et al. (1998) con minimas modificaciones. Se perforaron los quistes
por puncion con material estéril, colectandose el liquido hidatico (LHB) en condiciones
asépticas. Los protoescolex se separaron del LHB por decantacion de los quistes fértiles y
se lavaron con PBS (NaCl 150 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO,4 4.3 mM, KH,PO4 1.4 mM, pH
7.2) conteniendo Gentamicina 40 pg/mL. La viabilidad de los protoescoélex se evalu6 por
la capacidad de excluir Eosina mediante la observacion al microscopio 6ptico (Robinson y
Arme, 1985).

2.2.Bacterias y Medios de cultivos

Para la produccion de las proteinas recombinantes se utilizé la cepa de Escherichia
coli BL21 (DES3) (genotipo FrompT gal dcm lon hsdSg(rg"mg”) A(DE3 [lacl lacUV5™ T7 gene
1 ind1 sam7 nin5]).

Los medios de cultivos empleados en los protocolos fueron LB (triptona 1%, extracto
de levadura 0,5%, NaCl 1%); LB-agar (agar 1,5% en LB); LB-glucosa (glucosa 20 mM en
LB), esterilizados como indica Sambrook y Russel (2001). En caso de ser necesario se
especifica el agregado de antibiotico, Kanamicina y/o Ampicilina a concentracion final 50

pg/mly 200 pg/ml respectivamente.

2.3.Produccidn y cuantificacién de proteinas recombinantes

2.3.1. Preparacion de las células competentes y transformacién por Shock
térmico
Las células de E. coli BL21(DE3) competentes para ser transformadas por shock
térmico, se prepararon por el método descripto por Sambrook y Russel (2001) con
minimas modificaciones. Se sembraron 500 ul de un cultivo bacteriano nocturno (O/N) en
10 mL de LBy se dejaron crecer hasta una DOgoonm= 0,6 (37°C con agitacion 220 rpm).
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Se decantaron las células por centrifugacion a 4000xg y 4°C por 10 minutos, se
resuspendio el pellet en 5 mL de CaCl, 100 mM a 4°C, se cosecharon nuevamente las
células. Nuevamente, el pellet celular se resuspendié en 1 mL de CaCl, 100 mM a 4°C y
se incubaron en hielo durante una hora. A una alicuota de 100 pL de células competentes
se le agrego 2 ug de ADN de la construccion de interés (ver tabla 2.1). Se incubo por 3
minutos en hielo, luego por 5 minutos a 37-42°C, seguido por 2 minutos en hielo. Se
recuperaron las células en 0,5 mL de LB-glucosa a 37 °C 1 hora con agitacién (220 rpm).
Finalmente, se plaquearon 200 pL de la suspension celular en LB-agar conteniendo el o
los antibidticos correspondientes y se dejo crecer a 37°C por 16 horas. Es oportuno
mencionar que para producir la forma heterodimérica recombinante, las células
competentes fueron transformadas con 2 construcciones simultdneamente (pET28-
EgGST2 y pET5-EgGST3) y la suspension celular resultante se plague6 en LB agar

conteniendo ambos antibiéticos (Kanamicina y Ampicilina).

Tabla 2.1: Construcciones de expresion para las proteinas de interés.

Vector Resistencia a Proteina expresada Desarollado
pET28a Kanamicina EgGST1r Arbildi P. 2013
pET5a Ampicilina EgGST2r Arbildi P. 2013
pET28a Kanamicina EgGST3r La Rocca S. 2014

2.3.2. Produccion y purificacion de las GSTs

2.3.2.1. Produccién de proteinas recombinantes

A partir de una colonia aislada, obtenida como se indicé en 2.3.1, se realizé un
cultivo nocturno en 10 mL de LB con el correspondiente antibiético, a 37°C con agitacion
(220 rpm). Dicho cultivo se inoculé en 200 mL de LB conteniendo el correspondiente
antibidtico y se dejo crecer a 37°C con agitacion hasta una DOgoonm= 0.6. Se indujo la
expresion de la proteina con IPTG 1 mM durante 3 horas a 37°C con agitacion. Las
células se cosecharon (a 5000 rpm 10 minutos 4°C) y se resuspendieron en 20 mL de
PBS conteniendo TritonX-100 1% (v/v).

2.3.2.2. Purificacién de EQGST1r soluble.
Se realiz6 la disrupcion celular por ultrasonido (30% pulso y 70% descanso) en

bafio de hielo durante 10 minutos a 40% de la potencia, en Omni-Ruptor 4000. Se
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centrifugo durante 10 minutos 5000xg a 4°C. La proteina recombinante se purifico a partir
de la fraccion soluble por columna Ni-NTA (Invitrogen) siguiendo las especificaciones del
fabricante. Brevemente, se equilibré la columna con amortiguador nativo (NaCl 500 mM,
NaHPO, 50 mM, pH 8) y posteriormente se paso el sobrenadante por decantacion. Se
lavd la columna con 10 volimenes de amortiguador de lavado (imidazol 20 mM en
amortiguador nativo) y se eluyé adicionando de a 1 mL de amortiguador de elucion
(imidazol 500 mM en amortiguador nativo). El proceso de purificacién se siguioé evaluando
los eluidos con el reactivo de Bradford, de forma cualitativa (ver 2.3.4). Se mezclaron las
fracciones que contenian la proteina y se intercambié el amortiguador de elucion por
KH2PO4 10 mM, pH 6.5, en columna PD-10 (Invitrogen). La proteina recombinante
purificada se dosific6 mediante el método de Bradford (ver 2.3.4), se almacend a una
concentracion de 2 pg/pL a -20°C hasta su uso. Se confirmé la pureza de la misma por
SDS-PAGE al 15% visualizando con Azul de Coomassie (Sambrook y Russel, 2001).

2.3.2.3. Purificacién de EQGST2r en cuerpos de inclusion.

Las fracciones de cuerpos de inclusion enriquecidas en la proteina recombinante
se llevé a cabo segun Schmidt A.E. et al. (2005), con modificaciones menores. Las
células bacterianas inducidas cosechadas, se resuspendieron en 40 mL de Nonidet-40
3% (v/v) en Tris-HCI 10 mM (pH 7.5) y EDTA 1 mM y se sonic6 al 50% del poder hasta
obtener una solucion traslicida. Se colectaron los cuerpos de inclusion por centrifugacion
a 20000xg durante 15 minutos. Se lavaron los cuerpos de inclusiéon dos veces con agua
seguido de un sonicado breve y centrifugacion a 20000xg. Se estimé la cantidad de
proteina recombinante insoluble purificada por SDS-PAGE al 15% tifiendo con Azul de
Coomassie (Sambrook y Russel, 2001), empleando una curva estandar con BSA (1, 0.5,
0.1, 0.05, 0.01 pg/mL). Previamente, el grupo de trabajo utilizé la misma metodologia para

la produccién y cuantificacion de EQGST3r.

2.3.2.4. Purificacion de EgGST2-3r.

La proteina recombinante se purificé a partir de la fraccion soluble del extracto
bacteriano soluble, por columna Ni-NTA (Invitrogen) como se describié para EgGST1r
(2.3.2.2). Luego, por gel filtracion en columna de Superdex 75, se cambio de buffer a Tris
20 mM (pH 8) conteniendo NaCl 150 mM, en el equipo AKTA (GE Healthcare, UK). La
proteina recombinante purificada se dosifico mediante el método de Bradford (ver 2.3.4),

se almacend a una concentracién de 1 pg/uL a -20°C hasta su uso. Se confirmé la pureza
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de la misma por SDS-PAGE al 15% visualizando con Azul de Coomassie (Sambrook y
Russel, 2001).

2.3.3. Obtencion del lisado bacteriano de E. coli BL21.

El cultivo de E. coli BL21 (sin transformar) se realiz6 de igual manera que el
descripto para la produccion de proteinas recombinantes (2.3.2.1) pero en LB sin
antibidtico. Para obtener el lisado, las células se rompieron por ultrasonido en las

condiciones mencionadas en 2.3.2.2.

2.3.4. Cuantificacion de proteinas, método de Bradford.

Se emple6 el método de Bradford (Bradford, M., 1976) para la cuantificacion de
proteinas en solucién. Se emple6 una curva estandar de BSA (0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.05,
0.1, 0.2, 0.5 mg/mL). Se incubd6 por 5 min 10 pL de la muestras a cuantificar (a diluciéon
adecuada) o de los estandares con 100 pL del reactivo de Bradford (Coomassie G250
10% (m/v), &cido fosforico 8.5% (v/v), etanol 4.75% (v/v)). Se midi6 la absorbancia a 600
nm y se determind la concentracion de las muestras por interpolacién a la curva estandar.
En el caso de la purificacion de proteinas por columnas de afinidad, el seguimiento del
perfil de elucion se realizé por esta técnica en forma cualitativa, tomando la observacion

del desarrollo de color azul como indicativo de la presencia de proteinas en la fraccion.

2.4. Obtencion de sueros anti-GST

2.4.1. Animales de experimentacion

Se utilizé ratones hembras Balb/c virgenes de 6-8 semanas de edad, obtenidos del
Bioterio de Cria de la Direccidén de Laboratorios Veterinarios “Dr. Miguel Rubino” (DiLaVe)
del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP). Los animales se mantuvieron
en el Bioterio de Experimentacion de la Catedra de Inmunologia (Instituto de Higiene) en
condiciones asépticas con ciclos de luz/oscuridad y temperatura controlada, y se los

alimento con racién y agua ad libitum.

2.4.2. Inmunizacion de ratones con las EgGSTs recombinantes.
Los procedimientos realizados en las inmunizaciones siguieron las normas de

trabajo con animales de experimentacion establecidas por la Comision Honoraria de
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Experimentacion Animal (CHEA) de la Universidad de la Republica (protocolo N° 101900-
000077-13).

2.4.2.1. Protocolo para obtencion de antisueros contra EgGSTSs.

Se trabaj6é con 5 grupos de animales (Tabla 2.2), empleando un esquema de 3
inoculaciones por via subcutanea (en el lomo), espaciadas por 15 dias. A los 15 dias de la
tercera inoculacion se sangro a cero y se sacrificd los animales de los cinco grupos. Se
separ6 el suero de la sangre obtenida de cada animal, dejando coagular a temperatura
ambiente durante 1 hora. Luego de centrifugar, los sueros se guardaron a -20°C hasta su

uso.

Tabla 2.2: Grupos de animales para la obtencién de anti-sueros. Se
inoculo un volumen total de 100ul via sub cutanea.

Grupo NO ratones Inmunizacién
1 7 50 ug EgGST1r en alimina
2 7 50 ug EgGST2r en alimina
3 7 50 ug EgGST3r en alumina
4 8 1:1 alimina en PBS estéril
5 8 PBS esteéril

2.4.2.2. Protocolo para evaluacién de la capacidad protectora de las
EgGSTs frente a la infeccion por E. granulosus.

Se trabajé con 7 grupos de animales (Tabla 2.3), empleando un esquema de 3
inoculaciones para cada grupo experimental, espaciadas por 15 dias. Los animales se
infectaron con 2000 protoescélex en la cavidad peritoneal de los ratones (Mourglia-Ettlin,
G., et al., 2011) a los 4 meses de la ultima inoculacién. Luego de 8 meses de la infeccion,
se sacrifico los animales de los 7 grupos y se evalué individualmente el resultado de la
infeccion, contando el numero de quistes desarrollados y determinando la carga

parasitaria.

Tabla 2.3: Grupos de animales para la obtencion de anti-sueros. Se
inoculo un volumen total de 100ul via sub cutanea.

Grupo | NO ratones Inmunizacion
1 7 50 ug EgGST1r en alimina
2 7 50 ug EgGST2r en alimina
3 7 50 ug EgGST3r en alimina
4 7 50 ug EgGST1+2+3 (1:1:1) en alimina
5 7 50 ug lisado bacteriano en alimina
6 8 1:1 alimina en PBS estéril
7 8 PBS esteéril
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2.4.3. Titulacion de los sueros.

Para valorar el titulo de anticuerpos IgG especificos contra rEgGST1, rEQGST2, y
rEgGST3, se adecud el método de ELISA descrito previamente (Mourglia-Ettlin G., et al.,
2011). Brevemente, se sensibilizaron placas de titulacion (Greiner) con 10 pg/pocillo de
EgGST1r o EgGST2-3r durante toda la noche a 4°C. Luego, se bloquearon con PBS
conteniendo leche descremada al 1% a temperatura ambiente por 1 hora y se lavaron con
PBS-Tween-20 0.05%. Se incubaron las muestras en estudio diluidas 1/1000 en PBS-
Tween-20 0.05%-Leche descremada 0.5%, durante toda la noche a 4°C. Luego de lavar
con PBS-Tween-20, se incubd con el anticuerpo secundario (anti-lgG murina conjugado a
peroxidasa, 1/5000 en PBS-Tween(0.05%)-Leche(1%), Dako), durante 1 hora a 37°C y se
lavd nuevamente. El revelado se realiz6 en buffer acetato 0.1 M, pH 5.5 conteniendo el
sustrato peréxido de hidrégeno 0.004% vy 3,3,5,5'-tetrametil-bencidina 0.1 mg/mL. La
reaccion se detuvo con acido sulfarico 2 N y se midié la absorbancia a 450 nm (MCC/340,
MultiSkan). Se defini6 como titulo al valor de la Absorbancia medida a 450 nm de la
dilucion del suero 1/1000 restandole la absorbancia de la misma dilucion de los
correspondientes sueros del dia cero (SDO0). Se definié el umbral del titulo, cutoff, aquel
valor por el cual el 95% de los titulos obtenidos para los sueros de los grupos control

guedaran por debajo del mismo. Este valor de umbral se calcul6 para cada experimento.

2.5.Electrotransferencia de proteinas e inmunodeteccion

Las EQGSTs recombinantes se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida
15% y se traspasaron a membrana PVDF (polifluoruro de vinilideno) por transferencia
semi-humeda (Sambrook J. y Russel D., 2001). La transferencia se realiz6 utilizando
electrodos de carbono grafito durante 45 minutos, a 0.8 mA por cm?, en solucién de
transferencia (Tris 50 mM, glicina 40 mM y metanol 20%). Las membranas se bloquearon
por 16 h a 4°C en PBS conteniendo Tweeen-20 0.05% (v/v) y leche descremada en polvo
1% (w/v) y se lavaron con PBS-Tween-20 0.05%, previo a incubarlas con los anti-sueros
diluidos por 1h a 37°C en agitacion. Nuevamente, se lavaron las membranas con PBS-
Tweeen-20 0.05% y se incubaron con anticuerpos de cabra anti-lgG murina conjugado a
fosfatasa alcalina (Sigma, 1/5000 en PBS-Tween(0.05%)-Leche(1%)), durante 1 hora a
37°C en agitacion. Luego de lavar con PBS-Tween 20, se reveld utilizando amortiguador
carbonato (NaHCO3 0.1M, MgCl, 1mM, pH9.8) conteniendo fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-

indoilo (1.5 mg/mL) y azul de nitro tetrazolio (3 mg/mL).
21



2.6.Ensayos de inhibicion de la Actividad GST

La actividad GST canonica se realiza utilizando el sustrato universal 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB), siguiendo la formacién de su producto de conjugacion a glutation
(GSH) a 340 nm en buffer fosfato (Habig, W. et al., 1974), adaptado por Harispe L. y
colaboradores 2010. Los ensayos de inhibicion de dicha actividad se realizaron en placas
de microtitulacion a temperatura ambiente durante 20 min, utilizando el lector de
microplacas FLUOstar OPTIMA. Primeramente, cada suero a analizar se incubo con la
enzima recombinante durante 2 horas a 37°C. Luego se determiné la actividad enzimatica
residual. Las condiciones finales para cada reaccién, fueron: buffer fosfato de potasio 100
mM, pH 6.5; suero (dilucion final 1/1000); enzima 0.28 uM; GSH 4 mM; y CDNB 1 mM, en
un volumen de 200 uL. En todos los casos se sustrajo el valor de la reaccién espontanea.

Para el célculo de la actividad residual se consider6 como el 100% de actividad al
promedio de los datos obtenidos en presencia de los sueros del grupo control inoculado

con PBS. Como control de inhibicion se utilizé azul de cibacron (Harispe, L. et al., 2010)

2.7.Analisis estadistico.

Los andlisis estadisticos se realizaron usando el software GraphPad Prism version
6.00 para Windows, (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com)
La significancia estadistica entre grupos comparables fue estimada usando el test no

paramétrico de Mann-Whitney, con nivel de significancia de p< 0.05.
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- Capitulo 3 -
Evaluacion de la capacidad neutralizante de sueros policlonales anti-EQGST sobre

la actividad GST in vitro.

3.1.Antecedentes

Como ya se ha mencionado, las GSTs son un grupo de enzimas presentes en una
amplia variedad de organismos, entre ellos los helmintos. Poseen funciones de
destoxificacion celular asi como de excrecién de sustancias fisiolégicas y xenobidticas.
Han sido catalogadas como responsables de la resistencia a antibidticos, drogas,
pesticidas y herbicidas (Cardona, G.A. y Carmena, D., 2013). Las GSTs son
particularmente importantes en helmintos parasitos, donde hasta ahora, se han reportado
pocas enzimas detoxificantes. Mas aun, a ellas se les atribuye parte de la capacidad de
estos organismos para hacer frente a los mecanismos del sistema inmune del hospedero
y poder sobrevivir dentro del mismo. Por lo que, se cree que la inhibicién de la actividad
GST parasitaria podria ser potencialmente efectiva para limitar la supervivencia del
parasito (Callahan et al., 1988) y por tanto eliminar la infeccion.

En varias parasitosis, la proteccion se la ha relacionado con la participacion de
anticuerpos neutralizantes de algunas actividades enzimaticas. Por ejemplo, Hewitson y
su equipo (2014) utilizando el modelo de infeccibn experimental de Brugia malayi,
mostraron que la administracion de anticuerpos especificos contra una enzima parasitaria,
la triosa fosfato isomerasa, brinda un grado de proteccién frente al desafio. Asimismo, el
grupo de Veerapathran A. (2009) analizando sueros de habitantes de zonas endémicas
para la filiariasis linfatica vinculd la resistencia a dicha infeccién con la presencia de
inmunoglobulinas especificas. En particular, detectaron anticuerpos contra la GST de
Wouchereria bancrofti (WbGST) en individuos sanos y la ausencia de ellos en pacientes
infectados; y ademas, dichos antisueros inhiben la actividad de la GST parasitaria
(Veerapathran A. et al., 2009). Una inhibicion similar se describio para una GST del
platelminto Schistosoma bovis (Grzych J.M. et al., 1998). En estos reportes se sugiere
una posible relacion entre el bloqueo especifico de la actividad de una enzima parasitaria

por anticuerpos y la proteccion adquirida a la infeccion.

En el presente capitulo se describe la produccion y purificacion de las enzimas

recombinantes activas, EQGST1r y EgGST2-3r, asi como la generacion vy titulacion de los
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anti-sueros especificos contra las GSTs parasitarias recombinantes (EQGST1r, EQGST2r
y EgGST3r). Finalmente se analiza la capacidad de los antisueros obtenidos de
neutralizar la actividad glutation transferasa (GST) convencional de las EgGSTs

recombinantes.
3.2.Resultados

3.2.1. Expresion y purificacién de los EQGSTs recombinantes.

Las tres proteinas parasitarias recombinantes (EQGST1r, EQGST2r y EQGST3r) se
obtuvieron con un alto grado de pureza para la produccion de los antisueros
correspondientes. Se utilizaron varios pasos de purificacion para disminuir los
contaminantes con el fin de reducir las interferencias en el momento de generar la
respuesta humoral, es decir, aquellas que puedan enmascarar o entorpecer la generacion
de anticuerpos especificos contra cada EgGST.

EgGST1r se obtuvo soluble y activa (1.93 + 0.03 umol.min*.mg™). La Figura 3.1
muestra una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes en el

cual se exhiben algunos pasos del proceso de purificacion de la misma. Luego de inducir
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Figura 3.1: Seguimiento de la purificacion de EgGST1r. PAGE-SDS 15% vy tinciéon con Azul de
Coomassie. Cada carril corresponde a un paso en la purificacion de la enzima EgGST1r.: fraccion de las
bacterias sin inducir la expresiéon de la proteina (s/i), fraccion total obtenida posterior a la induccion y al
sonicado (T), muestra de la fraccion insoluble resuspendida (R) y fraccion soluble (S), alicuota del
percolado (P), los dos ultimos lavados (L1 y L2), elucidén de la columna con proteina de interés (E) (ver

2.3.2.2). Marcador de peso molecularde 25 KDa (Mw)
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la expresion de la proteina recombinante, el extracto bacteriano crudo (T) exhibe una
banda de aproximadamente 25 kDa, la cual coincide son la masa molecular reportada
para la EQGST1 (Harispe L. et al., 2010), junto con las proteinas bacterianas. La fraccion
soluble del extracto (S) fue cargada en una columna de afinidad de Ni-agarosa, la cual
retuvo dicha proteina. La proteina eluida (EgGST1r) (E) se obtuvo con elevada pureza,
fue almacenada en buffer fosfato 10mM (pH 6.5). El rendimiento fue de 11 mg partiendo

de un cultivo de 200 mL de medio LB.

La proteina EQGST2r, fue producida y purificada en forma insoluble, en cuerpos de
inclusién. La concentracion de la EgGST2r se estimd por electroforesis en gel de
poliacrilamida comparando con soluciones estandar de BSA de concentracion conocida

(Figura. 3.2). La concentracion de la EgGST2r se estimé en 7.5 mg/ml. Para este trabajo,

Parametro BSA EgGST2r
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 3.2: Cuantificacion de EgGST2r. PAGE-SDS 15% vy tincién con azul de
Coomassie. Carriles 1 al 5 concentraciones del estandar BSA: 1.0, 0.5, 0.1, 0.05 y
0.01 mg/ml. Los carriles del 6 al 9 corresponden a diluciones de la proteina de
interés en diluciones 1:1000, 1:100, 1:10 y 1:1 respectivamente. La flecha indica
peso molecular de 25 KDa (Mw)
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se disponia de un lote de EgGST3r previamente preparado con la misma metodologia

donde la concentracion se estimo (por la misma metodologia) en 6 mg/mL.

La EgGST2-3r se obtuvo soluble y activa (0.91 + 0.02 umol.min*.mg™). La Figura
3.3 muestra una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
en la cual se ilustra cada paso del proceso de purificacién de la enzima recombinante.
Luego de inducir la expresion de la proteina recombinante, el extracto bacteriano crudo
(T) muestra una prominente banda de aproximadamente 25 kDa (que esta de acuerdo a
su masa molecular esperada para ambos monomeros), junto con proteinas bacterianas.
La fraccion soluble del extracto (S) fue cargada en una columna de afinidad de Ni-
agarosa, la cual removio la banda de 25 KDa del extracto soluble, que después eluyo (E)
con una alta pureza. Luego de completar el proceso con gel filtracion, se obtuvo un
rendimiento de 4,5 mg de EQGST2-3r a partir de un cultivo de 600 mL. Posteriormente se
verifico utilizando antisueros especificos que la proteina eluida se compone de EQGST2r
y EQGST3r (Figura 3.4 C).

s/i T R S P L E Mw

25KDa

Figura 3.3: Seguimiento de la purificacion del heterodimero EgGST2-3r. Carriles: bacterias sin inducir
la expresioén de las proteinas (s/i), fraccion total obtenida posterior a la induccién y al sonicado (T), fraccion
insoluble resuspendida (R) y fraccién soluble (S), percolado (P) del pasaje por columna de afinidad y el
ultimo lavado (L) de la misma, muestra de la elucién de la columna (E), proteina de interés. Mw

corresponde al peso molecularde 25KDa.
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3.2.2. Obtencion y caracterizacion de antisueros especificos contra las GSTs

parasitarias recombinantes.

Como ya se menciond, uno de los objetivos de este trabajo es evaluar la capacidad
neutralizante de la actividad GST por parte de antisueros especificos contra las EgGSTSs.
Para la obtencion de dichos antisueros, se inmunizaron ratones con la enzima EQGST1r o
las fracciones enriquecidas en cuerpos de inclusion con EQGST2r o EgGST3r, utilizando
alimina como adyuvante. Se evalué la calidad y especificidad de los antisueros,
enfrentando un pool de cada grupo (diluido 1/1000) a las proteinas recombinantes por
Western-blot. Asi, se verificé que los sueros de los grupos inoculados solo con PBS o
PBS/alimina, no reaccionaron con ninguna de las EgGSTs (Figura 3.4, A). Por otro lado,
cada antisuero reconoce la EgGSTr para la cual fue generado y no presenta reactividad

cruzada, a la dilucién de trabajo, con las otras GSTs recombinantes de E. granulosus. La

A Sueros grupos control inoculados con PBS o B Sueros grupos inmunizados con EgGSTs
PBS/adyuvante
controlPBS  control PBS / adyuvante anti-EgGST1r anti-EgGST2r anti-EgGST3r
EgGSTIr EgGST2-3r EqGSTir EgGST2-3r EgGSTir  EgGST2-3r EgGST1r EgGST2-3r EgGSTir  EQGST2-3r
25KDa P
25kDa B> 25kpa b =

* 25KDapp . e

C Sueros grupos inmunizados con EgGST2r o EgGST3r

anti-EgGST2r anti-EgGST3r

EgGST2r EgGST3r EgGST2r EgGST3r

25kDa P
25kpa B> : 4

Proteina separada por
electroforesis en PAGE-SDS y
transferida a membrana

Sueros utilizados como
anticuerpos primarios

Figura 3.4: Reactividad de los anti sueros obtenidos por Western-blot. Se analizaron los sueros de los animales inoculados
(A) con PBS (Control PBS) o con PBS alumina (control PBS/adyuvante ) y (B y C) con cada EgGST recombinante en alumina
(anti-EgGST1r, anti-EgGST2r o anti-EgGST3r). Los sueros se enfrentaron a EgGST1ry a EgGST2-3r (Ay B), o a EgGST2ry a
EgGST3r (C).
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Figura 3.4, B muestra que el pool de sueros de los ratones inoculados con la EgQGST1r
reconocen de exclusivamente a EgGST1r y de igual modo, los sueros de los grupos
inmunizados a con EgGST2r y EgGST3r reconocen diferencialmente al heterodimero
EgGST2-3r. Por ultimo, los sueros anti-EgGST2r detectan exclusivamente a la proteina
EgGST2r asi como los sueros anti-EgGST3r reaccionan uUnicamente con la proteina
EgGST3r (Figura 3.4, C). En este ultimo caso, se observa reactividad contra algunas
bandas secundarias, las cuales podrian corresponder a proteinas bacterianas presentes
en la fraccion de cuerpos de inclusion con la que los animales fueron inmunizados y/o
productos de degradacién de las proteinas recombinantes. Esta hipotesis se basa en que
dichas bandas estan ausentes cuando los antisueros se enfrentan a EQGST2-3r, que

presenta un mayor grado de pureza (Figura 3.4, B).

Una vez confirmada la especificidad de los antisueros, se evaluaron por ELISA, los
niveles de anticuerpos especificos para cada una de las EgGSTs, en las muestras
individuales de los animales inmunizados. Los resultados obtenidos indican que el grupo
inmunizado con EgGST1r desarroll6 un alto titulo de anticuerpos, mientras que la
respuesta fue moderada y pobre, para EQGST3 y a EQGST2 respectivamente (Tabla 3.1).

No se detectaron anticuerpos especificos contra las EQGSTs en los grupos control.

Tabla 3.1: Titulo de anticuerpos de los sueros extraidos a dia 43.

Grupo inoculado Titulo: Mediana y rango (min/max)
P anti-GST1r 2 anti-GST2-3r
EgGST1r 1,801 (1,53/2,053) nd
EgGST2r nd 0,050 (0/0,103)
EgGST3r nd 0,743 (0,242/1,933)

2 valor de corte 0,012
® valor de corte 0,019
nd. No determinado

3.2.3. Evaluacion de la capacidad neutralizante de la actividad GST mediada

por los sueros anti-EgGSTr.
Para evaluar si los anticuerpos especificos generados contra las diferentes GSTs
parasitarias de E. granulosus afectan la actividad GST, se ensay0 la actividad GST en

presencia de los antisueros.
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En primer lugar se determin6 el efecto de la concentracion del suero sobre la
actividad de las enzimas. Para esto se determing la actividad GST (ver 2.6) en presencia
de mezclas (pool) de los sueros de los grupos control a tres diluciones: 1/10, 1/100 y
1/1000 en PBS. Tomando como 100% la actividad obtenida en ausencia de sueros, los
resultados obtenidos mostraron que la actividad GST no se ve modificada en presencia
de los sueros a una dilucién 1/1000 (figura 3.6).

Seguidamente, se evalu6 la capacidad neutralizante de los antisueros
individualmente, sobre la actividad GST las enzimas recombinantes. Se tom6 como 100%
de la actividad a los datos obtenidos utilizando los sueros del grupo de animales control
inoculado con PBS estéril sin adyuvante. Los resultados mostraron que ninguno de los
antisueros logré abolir la actividad GST de las enzimas recombinantes (figura 3.7). Sin
embargo, si se compara con los ensayos donde se utilizaron sueros de animales
inoculados con Alumina en PBS, se observd una tendencia a la disminucion en la
actividad GST remanente para los sueros anti-EgGST1 enfrentados a EQGSTL1r, y una
disminucién significativa (p< 0.005) por parte de los sueros anti-EgGST2 enfrentados a
EgGST2-3r. Los sueros anti-EQGST3 no mostraron diferencias respecto a los sueros

control sobre la actividad GST de EQGST2-3r (figura 3.7).

Efecto concentracion del suero
grupo control inoculado con PBS

Efecto concentracion del suero
grupo control inoculado con alumina en PBS
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Figura 3.6: Efecto de la concentracion del suero en la actividad enzimatica EgGST1r. Se utilizaron pooles de los

sueros procedentes de los grupos control, los cuales se diluyeron en PBS y se incubaron junto con la enzima EgGST1r

a 37°C por dos horas. El control (actividad al 100%) corresponde a la actividad de la enzima con el mismo tratamiento

sin suero.
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Figura 3.7: Porcentajes de actividades remanentes. Cada punto representa el porcentaje de actividad remanente de la actividad
glutation transferasa, de cada antisuero, para las diferentes GSTs parasitarias , EgGST1r (A), EgGST2-3r (B y C), las cuales fueron

previamente incubadas con los sueros especificos generados contra cada subunidad. La barra representa la mediana.

Nota:

PBS, sueros de los animales inoculados con PBS estéril.; Alumina, sueros de animales inoculados con PBS al medio en alumina.;
Anti-EgGSTxr, sueros de animales inmunizados con la proteina especificada en alumina.

(**) Test Mann-Whitney, p valor < 0,005

3.3.Conclusiones

En este capitulo se mostro una inhibicion significativa de la actividad canénica GST
de la enzima recombinante EQGST2-3, por los anti-sueros contra EQGST2r, pero no por
los sueros anti-EgGST3r, ni de la actividad de EQGSTL1r por los antisueros para la misma.
Esto indica que la actividad canénica GST de la enzima EgGST2-3r Unicamente se afecta
por los anticuerpos anti-EQGST2r. A su vez, como éstos se encuentran en muy baja
concentracion, sugiere que los anticuerpos generados por los ratones inmunizados con el

antigeno recombinante EgGST2r son altamente eficientes para esta funcién.
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- Capitulo 4 -
Evaluacion in vivo de la capacidad protectora de las GSTs parasitarias frente a la

infeccion por Echinococcus granulosus.

4.1. Antecedentes

En la busqueda de antigenos con potencial capacidad de proteccion frente a
infecciones helminticas las enzimas detoxificantes glutation transferasas (GST) han
surgido como posibles candidatos vacunales. La neutralizacion del efecto de dichas
moléculas podria afectar la capacidad del parasito de sobrevivir en el hospedero. Se ha
establecido un rol protector de los anticuerpos anti GST frente a la infeccion por helmintos
parasitos como Schistosoma, Fasciola, Wuchereria bancrofti y Seteria cervi (Morrison,
C.A. et al., 1996; Grezel, D., et al., 1993; Sexton, J.L., et al., 1990; Gupta, S., et al., 2005;
Veerapathran, A., et al., 2009).

En el caso de la filariais linfatica, enfermedad causada por el nematodo Wuchereria
bancrofti, se ha comprobado que meriones inoculados con la enzima parasitaria fosfato
isomerasa recombinante (Hewitson, J.P. et al., 2014), asi como meriones tratados con
WDbGSTr (Veerapathran et al., 2009) adquieren cierta proteccion contra el establecimiento
de la infeccion (60-70% y 61% respectivamente). Mas aun, existen estudios relacionados
a platelmintos, especificamente en trematodos. Por ejemplo, se ha descripto un grado de
proteccion tanto contra Fasciola hepatica, en ganado inmunizado con FhGSTr en
QUIIA/SM (69%) (Morrison, C.A. et al., 1996) como en ratones contra F. gigantica al
inocularlos con FgGST26r (77-84%) (Preyavichyapugdee, N. et al., 2008). Asimismo, se
ha reportado la reduccion del numero de gusanos de Schistosoma mansoni al tratar
roedores con FgGST26r (Preyavichyapugdee, N. et al., 2008) o con SmGSTr (Rao K.V.N.
et al., 2003) (55-58% y 30% respectivamente) y en el nimero de parasitos en infecciones
por S. japonica cuando se administra el antigeno Sj23LHD-GST de modo oral (Chen G. et
al., 2011). Los datos obtenidos por Grzych J.M. y su grupo de investigacion (1998),
revelan una reduccion en la cantidad de huevos excretados en ovinos inmunizados con
Sb28GSTr previo al desafio natural con S. bovis. Asimismo, se ha descripto una
reduccion del namero de quistes viables de Taenia multiceps, en ovejas tratadas con dos
diferentes antigenos recombinantes Tm16 y Tm18, los cuales pertenecen a las familias de
proteinas llamadas 16k y 18k respectivamente, descriptas en oncosferas de varias

especies de Taenias (Gauci C. et al., 2008). Como antecedentes en la infeccion por E.
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granulosus, el equipo de Woollard D.J. (2001), obtuvo una proteccion contra primaria del

98,7% en ovejas suministrando el antigeno EG95 de modo subcutaneo.

Entender las implicaciones de las enzimas GSTs parasitarias en los helmintos
contribuye a ampliar el conocimiento de la bilogia de la infeccién. En este capitulo se
describe el efecto de la inmunizacion previa con las diferentes GSTs de E. granulosus, en

la infeccidn por el parasito, utilizando el modelo hidatidosis secundaria murino.

4.2.Resultados.

4.2.1. Inmunizacioén de ratones y desafio contra E. granulosus.

El modelo de infecciébn secundaria ofrece un ambiente complejo, en el cual se
puede estudiar la interaccion hospedero parasito en la infeccion. Por ejemplo, se puede
inferir el efecto de la inmunizacidbn previa al desafio, con las GST parasitarias
recombinantes, en el establecimiento o desarrollo del parasito a través del nimero o

masa parasitaria respectivamente.

Para evaluar la capacidad protectora de la inmunizacion contra las enzimas
parasitarias se realizaron ensayos de inmunizacion/desafio. Se utilizaron siete grupos de
ratones Balb/c hembras virgenes, cuatro de los cuales fueron inmunizadas con los
diferentes GSTs parasitarias en alumina en forma individual: EgGST1r, EgGST2r,
EgGST3r, y con las tres combinadas en la misma preparacion EQGST(1+2+3)r. Como
control se emplearon los grupos inoculados con lisado de E. coli BL21en alimina, con
PBS en alimina y con PBS (ver materiales y métodos). Luego de las dos inmunizaciones
se determiné el titulo de anticuerpos especificos por ELISA. Como en el caso de los
grupos de ratones inmunizados en el capitulo anterior, se observo un alto titulo contra
EgGST1 seguido de un titulo bastante menor para EgGST3 (Tabla 4.1). Frente a EQGST2
se observO una respuesta de anticuerpos especificos muy pobre, donde el titulo de
anticuerpos especificos, dada la definicion de cutoff (ver Materiales y métodos, 2.4.3), se
considera no detectable. En el grupo inmunizado con las tres EgGSTs, se observo
inmuno-dominancia por parte de la EgQGST1 y no detectdndose anticuerpos especificos
contra el heterodimero EgGST2-3 (Tabla 4.1). No se detectd anticuerpos que

reaccionaran contra las EQGSTSs en los sueros de los grupos control.
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Tabla 4.1: Titulo de anticuerpos especificos de los sueros y porcentajes de animales
infectados luego de ser enfrentados a la infeccidon secundaria de E. granulosus de modo

experimental.

Grupo inoculado Titulo: Mediana y rango (min/max) % !nfectados
ANti-GST1r ? ANti-GST23r ° (ratones infectados/total)
PBS * * 88% (7/8)
Adyuvante * * 75% (6/8)

Lisado bacteriano * * 60% (3/5)
EgGST1r 1,668 (1,53/2,053) nd 14% (1/7)
EgGST2r nd ND 57% (4/7)
EgGST3r nd 0,371 (0,091/0,910) 67% (4/6)

EgGST(1+2+3)r | 1,295 (1,024/1,466) ND 86% (6/7)

nd. No determinado

ND. No detectado

*. Valores utilizados para hallar el punto de corte para cada sistema
a. punto de corte 0.152

b. punto de corte 0.294

4.2.2. Andlisis de la capacidad protectora de las EgGSTs recombinantes
contra la infeccion secundaria de E. granulosus.

El desafio con protoescolex de E. granulosus fue realizado a los cuatro meses de

la segunda inmunizacién. Se inocularon 2000 protoescolex por via intraperitoneal. Se

permiti6 que la infeccion se desarrollara por espacio de nueve meses, y luego se

sacrificaron los animales y se recuperaron los quistes desarrollados.

Para evaluar el desarrollo y grado de la infeccién se establecieron los siguientes
parametros a medir: el porcentaje de infeccion (nUmero de ratones infectados y namero
de quistes por individuo) asi como el desarrollo de la misma (tamafio o masa de los

quistes por animal).

Los resultados mostraron que los ratones inoculados con la EQGST1r presentaron
un porcentaje infeccion de 14% (Tabla 4.1), notoriamente inferior al del grupo control

inoculado con PBS/alimina. Los grupos tratados con EgGST2r y EgGST3r si bien
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presentan porcentajes de infeccion menores al del grupo PBS/alumina, la diferencia es
muy pequefia. El porcentaje de infeccion se recupera en el grupo inmunizado con la
combinacion de las tres EQGSTs (EgGST(1+2+3)r) resultando una tasa de infeccion
similar al observado en el grupo PBS, diferenciandose ampliamente de las observados
con el tratamiento individual con las GSTs parasitarias. Se aprecia una disminucion en el
numero de animales infectados en el grupo tratado con un lisado de bacterias E. coli-

BL21, similar al observado para las EQGSTs 2y 3.

En cuanto a la carga parasitaria medida como el volumen total asi como el nimero
de quistes desarrollados, se observa una disminucion significativa en el grupo inmunizado
previamente con EgGST1. Cabe destacar que en este grupo solo se desarrollaron dos
guistes en un unico individuo. Asimismo, si bien no es significativa, se aprecia una
disminucién en la carga parasitaria en el grupo tratado con EgGST2, frente al grupo
control PBS/alimina (figura 4.2).

A B
*
40- —_— 15- —
& 30 ’ ) .
» ® -
2 . S 104
o 204 b ‘;':‘g .
g b ¢ * ] * @3 L]
o 104 . 55 51 . .
L - ° oo .o O O . . o
g 04 %e® oo ee mm osee’ %ee o = P b . o« *
= © 0-;.:; ®ee ’{7 - UU:O ®es o
-10 T L) T T L] L] T T L] T L T T T
(o) S L S (] \ 4 4 3
Q@ § 4\\ (\‘3(\ 6«'\ ‘_9,(], é<5 xn_)\ Q@g g (&\\(\ ‘;\‘b(\ é"\ é\qr é\(b mx".‘)\
& S & S
L2 7L é&\ P L2 7 é&\
® & ¥ &
\->e° < \}9@ &

Figura 4.2: Resultados de los parametros observados para la infeccion secundaria. Cada punto representa por raton

el numero de quistes (A), el volumen (B). La barra representa la mediana de los valores del grupo.

Grupos inoculados: PBS solo (PBS), PBS en alumina (alimina), lisado bacteriano en alumina (lisado bacteriano), antigeno
EgGST1r en alumina (EgGST1r), antigeno EgGST2r en alumina (EgGST2r), antigeno EgGST3r en alumina (EgGST3r),
conjuntamente con los tres antigenos (EgGST1r, EgGST2r y EgGST3r) en alumina (EgGST(1+2+3)r)

(*) Test Mann-Whithey, p valor < 0,05

Al analizar los patrones de distribucién de tamafios de los quistes, clasificando los
mismos segun su volumen en tres categorias: pequefios (< 0.5 mL), medianos (0.5-1 mL)

y grandes (>1 mL) se observa que si bien el numero de quistes analizados para los
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ratones tratados con EgGST2 y EQGST3 es similar (Figura 4.2 A), la distribucion de
tamafios de la misa es diferente. En el caso de los ratones inmunizados con EgQGST3
desarrollaron mas quistes de tamafio medio, siendo que en los inmunizados con EQGST2

el 100% de los quistes fueron pequefios (Figura 4.3). Los controles desarrollaron
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Figura 4.3: Porcentaje total de los quistes obtenidos por grupo en funcién a su
volumen. Quistes pequefios volumen < 0.5 mL, medianos volumen 0.5 — 1.0 mL,
grandes volumen > 1.0 mL.
mayoritariamente quistes pequefios pero en mayor nimero que en los grupos tratados
con las GSTs recombinantes. Vale la pena mencionar que, los grupos inoculados con
EgGST1r, EgGST2r y EgQGST3r desarrollaron menos de 30 quistes cada uno, en cambio
los grupos control desarrollaron 40 o0 mas quistes, donde los pequefios representaron un
95% para los inmunizados con lisado bacteriano y un 82% tanto para inmunizados con

PBS-Aliumina como con PBS solo.

4.3.Conclusiones
Se determino el grado de la capacidad protectora contra infecciones secundarias
por el parasito E. granulosus del antigeno EgGST1r (llegando a un valor del 86%) lo que
lo convierte en un blanco potencial en el desarrollo futuro de vacunas contra dicho
parasito. A su vez, de los datos generados, no se descarta la utilizacion de EgQGST2 y

EgGST3 como posibles antigenos vacunales debido a la tendencia a la disminucion en la
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tasa de infeccion de animales tratados con dichos antigenos y en particular, a que se
aprecia un sesgo a la disminucién en la carga parasitaria y del tamafio de los quistes en el
grupo tratado con EQGST2.
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— Capitulo 5 -

Discusién

Las glutation transferasas han sido extensamente estudiadas como candidatos
vacunales contra diferentes infecciones parasitarias (Grzych, J.M., et al., 1998; Rao,
K.V.N. et al., 2003; Preyavichyapugdee, N. et al., 2008; Zhang, W. y McManus, P., 2008;
Veerapathran, A., et al., 2009). En este trabajo se describe un primer estudio de las GSTs
de E. granulosus como posibles candidatos vacunales en el modelo de infeccion

secundaria murino.

Nuestros resultados muestran que si bien los anticuerpos generados contra
EgGST1 no son neutralizantes de la actividad GST, la inmunizacion con EQGST1 confiere
una proteccion significativa frente a la infeccion secundaria con E. granulosus. Por otro
lado, se observdé que los anticuerpos generados contra EQGST2, aunque en titulos
menores a los desarrollados contra las otras GSTs parasitarias, si fueron capaces de
inhibir la actividad GST. Si bien los mismos no confirieron proteccién significativa frente al
establecimiento del parasito, parecen afectar el desarrollo de los quistes en el raton. En
cuanto a los sueros especificos contra EQGST3, no mostraron inhibir la actividad candnica
ni parece afectar el establecimiento o desarrollo del parasito en el hospedero, a pesar a
gue los titulos de anticuerpos obtenidos fueron intermedios, superiores a los de EgGST2

pero menores a los obtenidos para EQGST1.

Las GSTs parasitarias participan en muchos procesos principalmente los
relacionados con detoxificacion (Torres-Rivera, A. y Landa, A., 2007; Board, P.G. y
Menon, D., 2013). Se las identifica con la catdlisis de la reaccién de union del glutatién
(GSH), presente en las células, con un electrofilo hidrofobico. Los compuestos
conjugados al GSH son mas faciles de excretar ya que aumentan su solubilidad en medio
acuoso y adquieren mayor inocuidad (menor reactividad) (Frova, C., 2006). Este tipo de
reaccion detoxificante incluye la eliminacion de productos toxicos generados en el
metabolismo del propio parasito, asi como de los elementos oxidantes producidos por el
hospedero en respuesta a la infeccion (Wilce, M.C.J y Parker, M.W., 1994). Por otro lado,
se han relacionado a las GSTs parasitarias también con la sintesis de compuestos
inmunomoduladores, mas precisamente prostaglandinas (revisado por Arbildi, P. 2011).
Asimismo, se ha descrito que pueden catalizar reacciones de isomerizacién de
esteroides, y que participan en diversos procesos, por ejemplo, en la via de degradacion

de la tirosina y de la fenilalanina, en la proteccion de proteinas ante el estrés oxidativo
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mediante la glutationiliacion de las mismas, en la regulacidon de las vias de sefializacion
celular y en la formacion y regulacion de canales i6énicos (Board, P.G. y Menon, D.,
2013).

Dada la compleja red de funciones que estas enzimas despliegan, la falta de
inhibicién de la actividad GST evaluada a través de la reaccion candnica de conjugacion
al CDNB como es el caso para EQGST1 sugiere que su importante capacidad protectora
pueda deberse a inhibicion de alguna otra actividad enzimatica. EQGST1 ademas de
catalizar la conjugacion del GSH a componentes electréfilos, reduce hidroperdxidos a
alcoholes y elimina carbonilos reactivos (conjugandolos a GSH) (Harispe, L. et al, 2010).
Seria interesante analizar si alguna de estas funciones enzimaticas esta siendo inhibida
por los anticuerpos especificos generados en el modelo murino. Por otro lado, la falta de
inhibicién de la actividad de EQGSTL1 podria deberse a la forma en que se estructura el
sitio de unién a glutation. En este sentido, se ha descrito que el surco donde se encuentra
la unién al glutation en las enzimas GST-Mu es profundo (Board, P.G., et al, 2000). Esta
caracteristica estructural, podria estar impidiendo que se generen anticuerpos especificos

contra el sitio catalitico de EgGST1, descripta como Mu (Harispe et al 2010).

Por otro lado, EgGST1 es la isoforma mas expresada en protoescélex (Arbildi, P.
2013), y se localiza en su tegumento (La-Rocca S, 2014), el cual al descamarse, puede
permitir que dicha GST se libere en la interface parasito-hospedero (revisado por La-
Rocca S., 2014). En este sentido, EQGST1 se encontr6 en los productos de
excrecion/secrecion de protoescdlex en cultivo y en liquido hidatico (La-Rocca S., 2014).
Esto sugiere que el sistema inmune del hospedero, tiene acceso a dichos antigenos aun
cuando el parasito es viable, por lo que, los anticuerpos anti-GST podrian mediar la
proteccion frente al establecimiento del parasito en forma independiente a la
neutralizacion de cualquier actividad catalitica de dicha enzima. En este contexto,
Veerapathran A. et al (2009), mostraron que los anticuerpos anti-GST de W. bancrofti
median la muerte de larvas de B. malayi en ensayos de ADCC in vitro. El hecho que la
proteina EQGST1 esté en la interfase de contacto entre el parasito y el hospedero (La-
Rocca S., 2014), es decir, que es accesible para la interaccion con los anticuerpos
especificos, podria habilitar los mecanismos de accion de los eosindfilos (con o sin la
participacion de mastocitos) y brindar proteccion frente a la hidatidosis secundaria. Seria
interesante realizar ensayos de ADCC empleando sueros anti-EQGST1, protoescélex y
eosinofilos, asi como los controles necesarios, para determinar la implicancia de este

mecanismo en la proteccion.
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La inmunizacion con EgGST2r no produjo una disminucion significativa de la tasa
de infeccién luego del desafio. Sin embargo, es interesante que el 100% de los quistes
recuperados fueron pequefios (tamafio menor a 0.5 mL) y que los sueros conteniendo
anticuerpos contra EQGST2r fueron capaces de neutralizar parcialmente la actividad GST
a pesar de tener un muy bajo titulo. La proteina EgGST2, se localizo en el tegumento de
protoescolex asi como en sus productos de excrecion/secrecion en cultivo (La-Rocca S.,
2014) y esta filogenéticamente relacionada a las GSTs de clase Sigma de parasitos
helmintos (Iriarte A. et al., 2012). Dicha clase de enzimas clasicamente se han mostrado
pobres en cuanto a las actividades relacionadas a la detoxificacion, y se las posiciona
como catalizadoras de la via de sintesis de prostaglandinas (Flanagan J.U. y Smythe
M.L., 2011). En schistosomiasis se ha mostrado que la GST-Si del helminto se secreta al
medio que rodea al parasito y sintetiza prostaglandina D2 que relacionaron con la
inhibicion de la maduracion de las células de Langerhans del hospedero (Angeli, V. et al
2001). Por otro lado, para Fasciola hepatica se ha descripto que FhGSTsi recombinante
altera la funcién de las células dendriticas (CD) y los macréfagos, concretamente los
diferencia hacia un fenotipo de tipo 2, atenuando el desarrollo de una respuesta tipo Th17
(LaCourse E.J., 2012). Aungue no se ha demostrado que el efecto inmunomodulador es
debido a la actividad prostaglandina sintasa de FhGSTsi, se observo que la GST de clase
Mu del mismo parasito no induce dicho fenotipo supresor de las CD (Dowling D.J. et al,
2010). Tomando en cuenta toda esta informacién se podria pensar que los anticuerpos
anti-EgQGST2 podrian afectar la actividad de dicha enzima parasitaria en el medio que
rodea al parasito durante la infeccién. De este modo, el hospedero generaria una
respuesta inmune contra el parasito diferente a los controles de infeccién, que impediria el

crecimiento de los quistes.

Por altimo, la proteina EQGST3 esta ampliamente expresada en el tegumento y las
ventosas del protoescolex (La Rocca 2014) pero se desconoce sus propiedades. Posee
caracteristicas moleculares similares a las GST de clase Sigma, especialmente en el
dominio C-terminal, lo que se cree que permite que forme el dimero activo con la EQGST2
(La-Rocca S., 2014). Asi como también muestra caracteristicas compartidas con las de
clase Omega, en particular su dominio N-terminal comparte gran similitud con el sitio de
unién a GSH de dichas GSTs (Iriarte A. et al., 2012), por lo que podria presentar las
funciones propias de la clase Omega. El grupo de animales inoculados con la proteina
EgGST3r presento titulos apreciables de anticuerpos especificos, pero no se observo

proteccion significativa en el modelo de hidatidosis secundaria. Por lo que se podria
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pensar que dichos anticuerpos no modificarian la actividad catalitica de dicha enzima,

permitiendo en gran medida, la infeccion.

De los resultados de este trabajo se puede inferir que la capacidad de conferir
proteccion frente al establecimiento del parasito no estaria directamente relacionada a la
capacidad neutralizante de la actividad GST, ni al titulo generado en el hospedero. Queda
por evaluar los isotipos de anticuerpos generados en cada caso asi como dilucidar qué
mecanismos, activados por dichos anticuerpos, podrian estar interfiriendo con el

establecimiento y/o desarrollo del parasito en el hospedero.
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