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Resumen

El estadio larvario del pardsito Echinococcus granulosus sensu lato (hidatide) es el agente
causante de la hidatidosis quistica. Esta infeccion se caracteriza por la formacién de quistes
uniloculares en érganos parenquimatosos, principalmente higado y pulmones, que pueden
alcanzar tamafnos de decenas de milimetros y auln asi, pasar desapercibidos por largos
periodos de tiempo. Esto refleja la capacidad de la hidatide de desplegar mecanismos
sumamente eficaces en controlar la respuesta inmune de su hospedero. En particular, se ha
propuesto que el Antigeno B (AgB), lipoproteina mayoritaria producida por la hidatide, podria
tener un rol en la inmunomodulacién llevada a cabo por el parasito. Este trabajo se centrd en
el estudio del potencial inmunomodulador del AgB sobre los macréfagos, debido al importante
papel de estas células en la eliminacidn de patdgenos y reparacion de tejidos. El AgB es una
lipoproteina compleja (230kDa) perteneciente a la familia de proteinas de unién de ligandos
hidrofébicos (HLBP del inglés Hydrophobic Ligand Binding Protein). Su componente proteico
estad codificado por varios genes polimérficos (apolipoproteinas AgB8/1-5), mientras que su
porcion lipidica se compone de varias clases de lipidos tanto neutros como polares. Se trata de
una molécula que es altamente inmunogénica pero a la vez podria estar involucrada en la
modulacién de la respuesta inmune del hospedero. De hecho, estudios in vitro sugieren que el
AgB es capaz de interferir con diferenciacion y maduracion/activacion de células dendriticas
humanas, la quimiotaxis en neutréfilos y favorecer la generacién de respuestas de tipo Th2. Sin
embargo, estos estudios fueron llevados a cabo utilizando AgB desnaturalizado por lo que es
cuestionable su relevancia en la situacidn fisioldgica. Para avanzar en la comprensién del papel
del AgB en la inmunobiologia de la infeccién hidatica, nuestro grupo desarrollé6 metodologias
para purificar el AgB preservando sus propiedades fisicoquimicas, basadas en la cromatografia
de inmunoafinidad (AgB inmunopurificado) o en la ultracentrifugacion en gradiente de
densidad. Asi, se determind que el AgB nativo se une a macrdfagos inhibiendo la produccion
de citoquinas proinflamatorias inducida por LPS, aunque este ultimo hecho sélo se observd
con el AgB inmunopurificado, ya que las preparaciones obtenidas por ultracentrifugacion
indujeron per se la produccién de citoquinas proinflamatorias en macréfagos. En el presente
trabajo buscamos explorar las razones de estas diferencias entre las preparaciones de AgB,
ajustando el protocolo de purificacion basado en la ultracentrifugacion, sobre el cual se
hicieron modificaciones. Las modificaciones incluyeron un paso de filtrado del liquido hidatico
(LH), para eliminar posibles agregados del AgB con actividad proinflamatoria, y la adicién de
antibidtico/antimicético (AbAm) durante la purificacion para evitar el crecimiento de
microorganismos. El paso de filtrado no cambié el tamafio de las particulas lipoproteicas ni
modificd la capacidad de las preparaciones de AgB de inducir la produccion de las citoquinas
IL-1B e IL-6. El uso de AbAm, en particular adicionandolo al LH, produjo una notable
disminucién de los niveles de IL-1B e IL-6 secretados por macrdéfagos incubados con el AgB,
sugiriendo la presencia de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs del inglés
Pathogen Associated Molecular Patterns) bacterianos en las preparaciones de AgB preparadas
a partir del LH. Esta modificacion mejoré la calidad de las preparaciones aunque no elimind
completamente la actividad proinflamatoria. A continuacién, se demostré que a pesar de la
posible contaminacidn con PAMPs, la presencia del AgB durante la estimulacién de macréfagos
con diversos estimulos inflamatorios (LPS, LPS+ATP y zymosan) disminuyd la produccién de IL-



1B e IL-6, confirmando un efecto regulador sobre la produccidon de mediadores inflamatorios
por macrofagos activados.



Listado de abreviaturas

AbAm: solucién antibidtica y antimicdtica

AgB: antigeno B

AgB,1: antigeno B con agregado de antibiético/antimicético 1

AgB,,: antigeno B con agregado de antibiético/antimicético 2

AgBg: antigeno B filtrado

AgBs¢: antigeno B sin filtrar

APCs: células presentadoras de antigeno

BHT: 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytolueno

BSA: albumina sérica bovina

DAMPs: patrones moleculares asociados al dafio tisular (del inglés Damage Associated
Molecular Patterns)

DCs: células dendriticas

DLS: dispersién dinamica de la luz (del inglés Dynamic Light Scattering)

DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

FCe: porcion Fc del isotipo IgE

Hd;: fraccidon de alta densidad

HDL: lipoproteina de alta densidad

HLBP: proteina de union a ligandos hidrofébicos (del inglés Hydrophobic Ligand Binding
Protein)

iNOS: éxido nitrico sintetasa inducible (del inglés Inducible Nitric Oxide Synthetase)

LAL: lisado de amebocitos de Limulus (del inglés Limulus Amebocyte Lysate)

Ld;: fraccion de baja densidad

LDL: lipoproteina de baja densidad

LH: liquido hidatico

LH;: liquido hidatico fértil

LPS: lipopolisacarido de Escherichia coli

LRR: repetidos ricos en leucina (del inglés leucine reach repeats)

mAb: anticuerpo monoclonal

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol thiazolyl

NOS2: 6xido nitrico sintetasa-2

PAF: factor activador de plaquetas

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdégenos (del inglés Pathogen Associated
Molecular Patterns)

PBMCs: células mononuclares de sangre periférica (del inglés Peripheral Blood Mononuclear
Cells)

PBS: tampon fosfato salino (del inglés Phosphate-Buffered Saline)

PBSgs: tampodn fosfato salino conteniendo 5 mM EDTA y 20 uM BHT

PD-L1: ligando de muerte programada 1 (del inglés Programmed Death-Ligand 1)



PD-L2: ligando de muerte programada 2 (del inglés Programmed Death-Ligand 2)
PE: protoscélices

PEC: células de exudado del peritoneo

pLL: material particulado de capa laminar (del inglés Particles from Laminated Layer)
PMA: ésteres de forbol

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones (del inglés Pattern Recognition Receptor)
QH: quiste hidatico

QS-: Q-Sefarosa negativa

QS+: Q-Sefarosa positiva

rAgB8/1: apolipoproteina recombinante de la subunidad 1 del AgB

ROS: especies reactivas del oxigeno (del inglés Reactive Oxygen Species)

Ry: radio hidrodinamico

s.l.: sensu lato

s.S.: sensu stricto

SFB: suero fetal bovino

TAGs: triacilglicéridos

TLRs: receptores de tipo Toll (del inglés Toll-Like Receptors)

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

UE: unidad de endotoxina
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1. Introduccion

1.1. El cestodo Echinococcus granulosus sensu lato

1.1.1. Generalidades del ciclo de vida

La hidatidosis o echinococcosis quistica es la infeccion provocada por las larvas de parasitos
platelmintos pertenecientes al género Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.), que afectan a
animales ungulados domésticos asi como también al ser humano®. Las especies incluidas en
este género son E. sensu strico (s.s.), E. equinus, E. ortleppi, E. canadensis, E. shiquicus y E.
felidis®. Este conjunto de especies divergen en la dindmica de transmision, ritmo de desarrollo,
antigenicidad, sensibilidad a drogas y en su infectividad y patogenicidad en humanos. Dentro
de las especies de E. granulosus s.l. que afectan a humanos se ha reportado, segin estudios
epidemioldgicos, que las mas importantes son E. granulosus s.s. y E. granulosus canadensis,
ambas con una extensa distribucién geografica y causantes del 73% y 12% de los casos de
echinococcosis humana, respectivamente3.

La echinococcosis quistica se caracteriza por la formacién de quistes uniloculares
principalmente en drganos parenquimatosos. Aun cuando los quistes pueden alcanzar un
tamafio de decenas de centimetros, la infeccidn suele pasar desapercibida y establecerse de
forma crénica”. Esto es debido al lento crecimiento (de milimetros a decenas de milimetros por
afio) de la larva y principalmente a la excelente adaptacion del pardsito a su hospedero
reflejada en la minima respuesta inflamatoria producida®. Los sintomas, que a veces se
presentan en pacientes hidaticos, son producto de la compresidon de drganos generada por el
crecimiento de la larva o por ruptura de los quistes hidaticos. Por este motivo, la
sintomatologia es variable dependiendo del érgano en el cual se establece el parasito.

E. granulosus s.l. posee un ciclo de vida complejo que involucra hospederos intermediarios y
hospederos definitivos™®’. En la Figura 1 se esquematiza este ciclo para E. granulosus s.s.. El
estadio adulto del parasito es un gusano que habita el intestino delgado del perro, su
hospedero definitivo. El perro libera, a través de la materia fecal, huevos embrionados que son
ingeridos por el hospedero intermediario. Estos ultimos son animales ungulados domésticos,
siendo los ovinos los hospederos intermediarios a los cuales el pardsito esta mejor adaptado.
Sin embargo, es posible también la infeccidon parasitaria en bovinos, constituyendo una
situacién comun en nuestro medio, aunque en este caso existe una menor adaptacién del
pardsito al hospedero. Una vez alcanzado el intestino del hospedero intermediario se produce
la eclosiéon del huevo que libera al embridon u oncdsfera, la cual atraviesa las paredes
intestinales y viaja, via sanguinea y/o linfatica, hacia los érganos en los cuales se establece y
desarrolla al estadio larvario. ComuUnmente la oncdsfera se instala en higado y pulmones
aunque no son excluyentes otras localizaciones. La oncdsfera se desarrolla formando quistes
uniloculares de contenido liquido (hiddtide), que aumentan de tamafo progresivamente.
Cuando el quiste alcanza madurez genera protoscolices (PE) que son liberados en su interior,
transformandose en fértil. La generacion de quistes fértiles se relaciona con la adaptacion que
posee el pardsito a su hospedero intermediario; asi en los ovinos los quistes suelen ser fértiles
mientras que en los bovinos existe una mayor proporcion de quistes no fértiles (observacion



que proviene del procesamiento de visceras infectadas en la Catedra de Inmunologia de la
Facultad de Quimica y Ciencias a lo largo de varias décadas). El ciclo de vida del parasito se
completa cuando los perros ingieren visceras de los hospederos intermediarios que estdn
infectadas con quistes fértiles (contienen PE). En el tracto digestivo del perro, los PE se
evaginan y se adhieren a la mucosa intestinal continuando su desarrollo al estadio de gusano
adulto. El hombre representa un hospedero intermediario accidental ya que interrumpe el
ciclo de vida del parasito. La infeccién en humanos estd asociada a malas practicas sanitarias y
se produce cuando se ingiere en forma accidental agua y/o vegetales contaminados con
huevos de E. granulosus.

Protoescédlex
evaginado

Protoescélex
mvagmado

Ingestion de Hospedﬁ \

Hidatide Definitivo ,,

Hospedero Ingestién Huevo
Intermediario de Huevo
AO «

A\ Estadio Infectivo
A Estadio Diagnostico

Hldatlde Oncésfera

Figura 1: Ciclo de vida de E. granulosus s.s.. Tomado y adaptado del sitio web de Centers for Disease Control and
Prevention de Estados Unidos https://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html.

Como fue previamente mencionado, la larva o hidatide se establece en dérganos
parenquimatosos comunmente higado y pulmones; es una estructura subesférica de
contenido liquido (liquido hidatico, LH). El LH contiene productos de excrecidn-secrecion del
pardsito asi como también moléculas derivadas del hospedero, principalmente albumina e
inmunoglobulinas®®. La pared de la hidatide (ver Figura 2) estd formada por dos capas: una
capa interna, celular, denominada capa germinativa y una capa externa, acelular, llamada
laminar. Esta Ultima es permeable, rica en carbohidratos y puede alcanzar varios milimetros de
grosor'®. La capa germinativa constituye la estructura viva de la larva a partir de la cual se
generan los PE por brotamiento (reproduccion asexuada). En ocasiones los PE quedan
recubiertos por una capa germinativa dentro de la cavidad de la hidatide, formando lo que se
denomina vesicula hija. Ademds, se pueden formar hidatides hijas cuando la vesicula hija
adquiere una capa laminar, sintetizada por las células de la capa germinativa. La infeccion
temprana con E. granulosus genera una reaccion inflamatoria local con infiltrado de leucocitos.



Esta respuesta inflamatoria inicial es controlada en los hospederos intermediarios a los cuales
el pardsito muestra mejor adaptacion y una vez resuelta la inflamacion, las hidatides quedan
rodeadas por una capa fibrosa, denominada adventicia, proveniente del hospedero™'’. La
hidatide en conjunto con la capa adventicia conforman lo que se conoce como quiste hidatico
(QH) (ver Figura 2). En contraste, cuando el parasito no esta bien adaptado a su hospedero se
forma un granuloma, es decir una reaccidn inflamatoria que presenta gran infiltrado de células
entre ellas se destacan eosindfilos y células mononucleares®. Asi, en los ovinos suele hallarse
una capa de colageno recubriendo la hidatide mientras que los bovinos, hospederos a los
cuales E. granulosos s.s. no se encuentra dOptimamente adaptado, se suelen observar
infiltrados inflamatorios de tipo granulomatoso.
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derivada del laminar
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— Hidatide
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Figura 2: Esquema de un quiste hidatico. Se representan las principales estructuras de la hidatide. Tomado y
adaptado de 13

La infeccién por este parasito no presenta una alta mortalidad pero si constituye un problema
de salud publica ya que los indices de morbilidad son altos, sobretodo en paises con gran
actividad ganadera. La larva se establece en un hospedero inmunocompetente, por lo tanto se
genera una respuesta inmune contra el parasito. De hecho, se ha reportado la presencia de
anticuerpos especificos', unién de componentes del complemento a la capa laminar®™ e
infiltrados inflamatorios tempranos en modelos experimentales'®'’. Aln asi, esta respuesta no
logra eliminar al pardsito y se establecen infecciones crénicas lo que refleja una gran

adaptacion del parasito a sus hospederos intermediarios.

1.1.2. Caracteristicas de la respuesta inmune del hospedero

Para comprender la gran adaptacion de E. granulosus a sus hospederos intermediarios es
necesario conocer la respuesta inmune que es montada contra los parasitos helmintos. La
respuesta de tipo 2 ha sido evolutivamente seleccionada para lidiar contra este tipo de
parasitos'®. El fin de esta respuesta es la eliminacién del patégeno (a través del dafio o
expulsién fuera del organismo), aungue en caso de no ser posible se busca contener al parasito
mediante su encapsulacién. La respuesta de tipo 2 se caracteriza por la activacidn celular de
eosinodfilos, basofilos y mastocitos, y por la proliferacion de células T secretoras de IL-4, IL-5, IL-
9, IL-10 e IL-13". La respuesta de anticuerpos involucra altos niveles de IgE, IgG1l e 1gG4
especificas contra el parasito. Los eosindfilos, baséfilos y mastocitos presentan en su superficie
receptores que reconocen la porcion Fc del isotipo IgE (Fce). Asi, utilizando estos receptores



estas células pueden reconocer especificamente componentes del parasito y activarse,
liberando mediadores inflamatorios y granulos con propiedades citotdxicas. En el caso de los
eosindfilos, ademas de poseer receptores para la porciéon Fc de la IgE, también poseen
receptores para IgG que les permiten llevar a cabo la citotoxicidad mediada por anticuerpos.
Las citoquinas que son secretadas por las células T median diversas funciones efectoras y
particularmente Utiles para parasitos que habitan en el tracto digestivo (intestino delgado). La
IL-13 aumenta la produccion de mucus en células de Globet, activa las células musculares lisas
en tejidos mucosos para producir hipermotilidad y aumenta el recambio de células en la
mucosa. La IL-3 e IL-9 producen en la mucosa el reclutamiento, expansion y activacion de la
poblacién especializada de mastocitos de mucosa. Estas células liberan grandes cantidades de
mediadores inflamatorios como prostaglandinas, leucotrienos y proteasas. La IL-5 producida
por las células Th2 recluta y activa los eosindfilos, que liberan moléculas citotdxicas
almacenadas en sus granulos, como la proteina bdsica mayor. Por otro lado, otras citoquinas
como la IL-4 e IL-13 se encuentran asociadas a las funciones de reparacidn tisular y contencidn
del parasito a través de su encapsulamiento. Esto es porque, entre otras acciones, estas
citoquinas inducen la diferenciacion de los macrdéfagos a un fenotipo de activacion
denominado alternativo o M2. Los macréfagos alternativamente activados producen ornitina
a partir de arginina a través de la actividad de la enzima arginasa-1. La ornitina aumenta la
contractilidad del musculo liso de las mucosas y promueve la reparacion y remodelacion
tisular. Asociado también a sus funciones de reparacidn tisular, los macréfagos M2 estimulan
la produccién de colageno cuya formacion requiere del aminoacido prolina que es generado a
partir de la ornitina sintetizada.

Es asi que, acorde a la tipica respuesta de tipo 2 producida por los parasitos helmintos, los
pacientes infectados con E. granulosus s.l. presentan anticuerpos especificos contra el pardsito
de los isotipos IgE, 1gG1 e IgG4™. Aln asi, ha sido determinado que la respuesta inmune contra
E. granulosus s.l. no es exclusivamente del tipo 2, existe también un componente Thl y
fundamentalmente un componente regulador®™. La existencia del componente Thl se ha
documentado en un modelo murino de infeccidn secundaria con E. granulosus s.l., en donde
se observd en el peritoneo durante la fase temprana de la infeccién (hasta el dia 5 post-
infeccién) la expresién a nivel de ARNm de citoquinas del perfil Thl (IFN-y e IL-2) con un
posterior cambio hacia el perfil Th2 (expresion de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13). Vale la pena
destacar que el modelo murino no es un modelo de infeccidon natural y ademas reproduce la
infeccién secundaria con E. granulosus (que deriva de la ruptura del quiste en su hospedero
intermediario) pero no la infeccidn primaria. Respecto al componente regulador observado en
la respuesta inmune de las infecciones con pardsitos helmintos, su presencia ha llevado a la
descripcion de la respuesta de tipo 2 modificada'®. Se ha planteado que el componente
regulador/antiinflamatorio representa una adaptacién de los parasitos para evadir la respuesta
inmune del tipo 2. Es asi que algunos trabajos demostraron la presencia del componente
regulador/antiinflamatorio y su importancia en la infeccién con Echinococcus. Un estudio en el
cual se analizaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)* revelé que los
pacientes infectados con E. granulosus mostraron un porcentaje menor de células T CD4’IL-
17°, asociadas al perfil Th17, en comparacién con los individuos sanos (control). Ademas,
encontraron que el porcentaje de células T CD4'CD25" (el marcador CD25 se asocia a las
células T reguladoras) fue mayor en pacientes con hidatidosis recurrente. Por otra parte, los



niveles de expresién de factor RORyt, clave en dirigir la diferenciacién hacia el perfil Th17, fue
menor en los grupos de pacientes con hidatidosis o hidatidosis recurrente respecto al grupo de
individuos sanos (control). Similarmente, los niveles séricos de IL-17 e IL-23 mostraron una
tendencia a ser menores en los grupos de pacientes con hidatidosis e hidatidosis recurrente
(sin alcanzar una diferencia significativa) respecto a los niveles en individuos sanos. A pesar de
gue no encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion de Foxp3, factor de
transcripcién expresado en células T reguladoras Foxp3®, la relacion RORyt/Foxp3 fue
significativamente menor en los pacientes con hidatidosis y los niveles de las citoquinas
reguladoras IL-10 y TGF-B1 fueron mayores en los pacientes que presentaban hidatidosis o
hidatidosis recurrente.

Por otra parte, existen evidencias de inmunorregulacién en la infeccién con Echinococcus
multilocularis. Si bien provoca una infeccién con caracteristicas diferentes a la hidatidosis, por
su cercania filogenética resulta importante mencionar que en un modelo murino se determiné
la relevancia de las células T reguladoras Foxp3® para la regulacién llevada a cabo por este
parasito™. En primer lugar, hallaron que la infeccion aumenté la frecuencia de células T
CD4'Foxp3™ y T CD4'IL-10" en los exudados de células del peritoneo (PEC) y células de bazo.
Ademas, para evaluar el rol de las células T CD4'Foxp3*, se tomd ventaja de un modelo murino
en el cual se indujo la deplecién de esta poblacion celular (ratones DEREG). Utilizando este
modelo, encontraron que la carga parasitaria fue significativamente menor en el grupo de
ratones DEREG respecto al grupo control. Por otra parte, al examinar el rol de las células T
reguladoras sobre las células presentadoras de antigeno (APCs), hallaron que la depleciéon de T
reguladoras aumentd la expresion de la molécula presentadora MHC-Il y de la molécula CD40
en las células CD11b" del bazo y de la molécula coestimuladora CD86 en las células CD11b" y
CD11c" del PEC. Ademas, esta deplecidn condujo a un aumento en la expresion de CD86 en las
células CD11b" y CD11c" del bazo. La evaluacidn del perfil de respuesta Th desencadenado por
la infeccidn, sugirid que las células T Foxp3 reguladoras contribuyen a suprimir los perfiles de
respuesta del tipo Thl y Th17 asi como también a disminuir las propiedades coestimuladoras
en APCs. El uso de mecanismo reguladores por parte de E. granulosus también quedd
evidenciado en un modelo murino de asma®’. En este modelo se observé que la inflamacién
local del tejido pulmonar (principalmente mediada por eosinéfilos) y el nimero de eosinoéfilos
en el fluido broncoalveolar de los ratones con asma infectados con E. granulosus fueron
significativamente menores que en los ratones asmaticos no infectados. En concordancia con
esto, el andlisis de la presencia de proteinas en el tejido pulmonar mostré que la infeccion en
los ratones con asma produjo una reduccion en los niveles de la proteina bdsica mayor de los
eosinodfilos y de IL-5, citoquina fundamental para la infiltracidn y activacidon de eosinofilos, en
comparacién con los ratones asmaticos control. Ademads, la infeccién con E. granulosus
disminuyd el nimero de células de Globet inducidas por el asma. Al evaluar los efectos de Ia
infeccidn con el parasito sobre la inmunidad sistémica, determinaron que la infeccion se asocio
con niveles menores de la citoquina proinflamatoria IL-17A tanto en el suero como producidos
por la activacién in vitro de esplenocitos, y aumentd el nivel de IL-10 en el sobrenadante de
esplenocitos. Finalmente, al observar los perfiles de las células T CD4" en células del bazo
hallaron que existia un porcentaje mayor de células T CD4°CD25"Foxp3* reguladoras y menor
de T CD4'IL-17A" Th17 en los ratones asmaticos infectados en comparacion con sus controles
(asmaticos no infectados). Este conjunto de evidencia demuestra la fuerte regulacion llevada a



cabo por el parasito Echinococcus sobre el desarrollo y los mecanismos efectores de la
respuesta mediada por linfocitos T. En este sentido, es importante considerar que la
generacidn de circuitos de regulacion y/o antiinflamatorios depende de la activacién de las
células presentadoras y por esto la relevancia de comprender cdmo los componentes del
pardsito logran condicionar a las APCs, principalmente células dendriticas (DCs) y macréfagos.
Existen pocos trabajos que documentan este condicionamiento de las células innatas por
componentes de E. granulosus, ya sea durante la infeccién o por componentes parasitarios (en
estudios in vitro o in vivo). En la infeccion murina con PE de E. granulosus se describié un
incremento en el porcentaje de células mieloides supresoras, definidas como CD11b"GR-1,
tanto en las PBMCs como en las células del bazo de los ratones infectados®. Estas células
constituyen una poblacién heterogénea que abarca a los progenitores y precursores mieloides
de DCs, macrdéfagos, granulocitos y células mieloides, con un rol en la induccién de células T
reguladoras. Por otra parte, un material particulado derivado de la capa laminar de E.
granulosus (pLL del inglés, Particles from Laminated Layer) mostré capacidad para inducir, en
presencia de LPS, la diferenciacién de DCs hacia un fenotipo semi-maduro®. Este fenotipo se
caracterizd por una expresion alta de CD86 y de la citoquina IL-10 y una baja expresion de
CD40 y de IL-12 y se propuso su asociacion con la induccién de células T reguladoras Foxp3'IL-
10". Con respecto al condicionamiento de macréfagos, la informacién también es escasa.
Estudios realizados por nuestro grupo mostraron que durante las primeras semanas de la
infeccion secundaria en ratdn, se detectan en el peritoneo células adherentes con alta
expresion de arginasa-1, compatibles con la presencia de macréfagos M2 (Ana Lia Ramos,
Catedra de Inmunologia, datos no publicados). Por otra parte, estudios de interaccidén entre
pLL y macrdfagos mostraron que estas particulas son capaces de inhibir la proliferacion de
macrofagos residentes y reclutados inducida por IL-4 y M-CSF a través de un mecanismo que
posiblemente implique la inhibicidn de la via de PI3K/Akt*. Otro componente parasitario con
potencial para modular la activacién de monocitos/macréfagos y la diferenciacién de DCs es
una lipoproteina conocida como antigeno B", sobre la cual nos extenderemos en la siguiente
seccion por ser centro de estudio de esta tesina. Apoyando el concepto de la fuerte
interferencia ejercida a nivel de las APCs y la activacidn de las células T, también vale la pena
mencionar que en la infeccidn con el helminto T. crassiceps, se ha observado la induccién de
macréfagos M2, capaces de suprimir in vitro las respuestas proliferativas de células T virgenes
provocadas por la estimulacién con un anticuerpo anti CD3/CD28 a través de un mecanismo
dependiente de los PD-L1 y PD-L2 (del inglés Programmed Death-Ligands 1y 2)*°. Es mas, la
presencia de estos macréfagos M2 inhibié la proliferacién de linfocitos T CD4* en un ensayo de
cultivo mixto linfocitario con DCs. En suma, los antecedentes demuestran la relevancia del
condicionamiento de las células innatas por componentes de parasitarios helmintos,
incluyendo a E. granulosus, dada su repercusiéon sobre la respuesta inmune global que monta
el hospedero.

1.2. El Antigeno B de E. granulosus

El antigeno B (AgB) es la principal lipoproteina de origen parasitario presente en el LH’. Es una
macromolécula de 230 kDa relevante por su valor para el diagnéstico de la enfermedad®’. El
componente proteico del AgB (apolipoproteina) es codificado por una familia multigénica y
polimérfica, que agrupa a los genes EgAgB1-5%%. Con la reciente secuenciacidon del genoma de



Echinococcus granulosus s.s., se ha observado la presencia de un cluster con 7 genes del AgB
que incluyen tres copias similares del EgAgB3 y una de cada uno de los restantes. Se ha
visualizado una expresién diferencial de los genes EgAgB1-5 en los diferentes estadios del
pardsito. En particular, se ha estudiado su expresion a nivel del ARNm en los estadios de
oncésfera, hidatide, PE, gusano adulto inmaduro y gusano adulto maduro®. Mientras que los
genes EgAgBl1, EgAgB2, EgAgB3 y EgAgB5 fueron expresados en todos los estadios; la
expresion de EgAgB4 fue restringida a los estadios de hidatide, gusano adulto inmaduro y
maduro. Ademas, fueron observadas diferencias cuantitativas en los niveles de expresién, por
ejemplo la expresidon del gen EgAgB3 fue entre tres a diez veces mayor en el gusano adulto
maduro respecto a los otros estadios . Los productos proteicos maduros que derivan de estos
genes tienen ~ 8 kDa (AgB8/1-5) y pueden formar oligdmeros de mayor peso molecular. Esta
capacidad se evidencia en el perfil caracteristico -en escalera- que muestra el AgB analizado
por electroforesis (SDS-PAGE) y que es resistente a las condiciones desnaturalizantes
aplicadas®. Por otro lado, se ha visto que estas apolipoproteinas pertenecen a una familia de
proteinas especifica de los cestodos con capacidad de unir ligandos hidrofébicos, conocidas
como HLBPs (del inglés, Hydrophobic Ligand Binding Proteins) de funcién desconocida®'. Con
respecto a la porcién lipidica del AgB, ha sido determinado mediante gravimetria que los
componentes lipidicos constituirian entre un 40-50% de la masa total del AgB*. En relacién a
la composicién de los lipidos que conforman a la lipoproteina, se reportd un contenido
heterogéneo con lipidos polares asi como también lipidos neutros. Se identificaron entre los
lipidos polares fosfolipidos como ser fosfatidilcolina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina vy
fosfatidiletanolamina, glucolipidos y trazas de cardiolipina, siendo la fosfatidilcolina el
componente lipidico polar mayoritario. Respecto a los lipidos neutros, fueron identificados
esteroles libres, colesterol, ésteres de esterol, acidos grasos libres y triacilglicéridos (TAGs)
siendo estos ultimos el componente mas abundante dentro de los lipidos neutros. Acorde a
estos hallazgos y a otros datos previamente descritos sobre las propiedades fisicoquimicas del
AgB se propuso que éste podria adoptar una estructura similar a la lipoproteina plasmatica de
alta densidad (HDL) mas pequefa (HDL;). Esto es porque que ambas lipoproteinas presentarian
una relacién lipido:proteina cercana a 1** y un volumen especifico parcial®’, tamafio® vy
composicion lipidica similares®. En consecuencia, para poder acomodar una cantidad de
lipidos tan grande en una particula es necesario que el AgB adopte una organizacion compleja
mediante la cual los lipidos hidrofébicos queden resguardados de la superficie y los lipidos
hidrofilicos sean los expuestos al solvente acuoso, de forma similar a la organizacion que
toman las lipoproteinas plasmaticas. De esta forma, los lipidos hidrofdbicos del AgB como los
TAGs y ésteres de colesterol se dispondrian en un nucleo central rodeados de una capa
externa hidrofilica compuesta por las apolipoproteinas del AgB en conjunto con lipidos
anfipaticos como los fosfolipidos y el colesterol libre (ver Figura 3).
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Figura 3: Modelado de la organizaciéon estructural del AgB. En el panel A se muestra la representacion
tridimensional de la organizacion estructural propuesta para el AgB. En B se muestra un corte transversal de la
particula de AgB. Tomado y adaptado de B

El AgB es un componente parasitario muy estudiado por su valor diagndstico, pero no se
conoce su funcidn bioldgica. Se ha propuesto que cumple un papel en el metabolismo lipidico
del parésito®. Esto es porque E. granulosus s.l. carece de algunas enzimas necesarias para la
sintesis de novo de colesterol y acidos grasos™, e interesantemente, estos componentes
lipidicos han sido encontrados en la fraccién lipidica del AgB>?. Asi, seria posible que esta
lipoproteina actuara como un transportador, capturando lipidos del hospedero vy
entregdndolos a la hidatide. Por otra parte, se ha propuesto un rol inmunomodulador para el
AgB'*>. Como ya se mencioné el uso de mecanismos inmunomoduladores por E. granulosus
es indudable ya que si bien el hospedero monta una respuesta inmune ésta no logra eliminar
al parasito, estableciéndose una infeccidon crénica y en la mayoria de los casos asintomatica (al
menos por largos periodos)'®. Un papel inmunomodulador del AgB requeriria que tome
contacto con las células inmunes del hospedero. Estudios mediante inmunohistoquimica
buscando localizar el AgB en la pared de la hidatide mostraron que se encuentra en una region
desorganizada que bordea los cuerpos celulares tegumentarios de la capa germinativa, pero
fue dudosa su presencia en la capa externa laminar®®. Aunque no existe evidencia de un
mecanismo de transporte del AgB fuera de la hidatide, el hecho que los hospederos generen
una respuesta de anticuerpos especifica contra este antigeno demuestra que esta lipoproteina
efectivamente logra interactuar con células inmunes, al menos en la interfaz hospedero-
pardsito. Por otro lado, la idea de que el AgB contribuya a la inmunomodulaciéon encuentra
cierto apoyo en evidencias experimentales ya que se han descripto actividades

inmunomoduladores sobre diferentes tipos celulares in vitro®”°

. Es importante sefialar que
estas evidencias provienen de ensayos que utilizaron preparaciones de AgB que dificiimente
reflejen su estado fisioldgico por involucrar pasos desnaturalizantes (calentamiento del LH a
100°C o elucion de la lipoproteina a partir de un gel de poliacrilamida desnaturalizante)
durante su purificacion. Es asi que Rigano y colaboradores® han descripto que el AgB (eluido
de un gel de poliacrilamida con SDS) inhibié la quimiotaxis de neutrdfilos inducida por
componentes bacterianos y promovid la secrecién por PBMCs de pacientes hidaticos de
citoquinas caracteristicas de una respuesta inmune tipo Th2 (principalmente IL-13 e IL-4).
También se han estudiado los efectos del AgB sobre DCs¥, observandose un efecto sobre la
diferenciacion y maduracién de dichas células. EI AgB (posiblemente desnaturalizado por un
paso de calentamiento a 100°C) no logré producir la maduracién/activacién completa de DCs
humanas. Si bien indujo un aumento del porcentaje de células CD83+ (marcador de

maduracién) y la expresidn de la molécula coestimuladora CD40, no aumento la expresion de
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otras moléculas coestimuladoras como CD86, CD80 y HLA-DR, marcadores caracteristicos del
fenotipo maduro activado. Ademas, el patrén de citoquinas producido por DCs condicionadas
por el AgB (aumento de TNF-q, IL-10, IL-6 pero no de IL-12p70 en comparacién con las células
control) sugiere que el AgB no favoreceria un perfil de activacién Thl. Por otro lado, los
mismos autores mostraron que la presencia de AgB durante la diferenciacion de DCs alteré la
respuesta frente a la estimulacién con LPS, disminuyendo la expresion de moléculas esenciales
para cumplir su funcidn presentadora (HLA-DR) e inmunoestimuladora (CD80, CD86) y
modulando la produccién de citoquinas que afectan el tipo de respuesta Th que se establece
(TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-12p70). Una modulacién similar fue observada sobre Ia
maduracidn/activacion de las DCs cuando el AgB fue adicionado conjuntamente con LPS. Estos
efectos del AgB estan de acuerdo con su capacidad para inhibir la proliferacidn de linfocitos Ty
promover un perfil de activacién Th2 (relacién IL-4/ IFN-y mayor en comparacién con el perfil
inducido por el LPS) en ensayos de cultivo mixto linfocitario. En adicién a estos estudios existen
escasos trabajos que documentan una actividad inmunomoduladora del AgB utilizando la
lipoproteina en su forma nativa. Por un lado, Virginio y colaboradores estudiaron los efectos
del AgB nativo sobre neutréfilos humanos. Observaron que el AgB nativo no indujo per se la
secrecion de la quimioquina IL-8 ni la expresidn del receptor de superficie CD11b, asociado a la
activacion de estas células. Ademas, al evaluar el estallido respiratorio, observaron que el AgB
no estimuld la produccién de H,0, en neutrofilos pre-estimulados con el factor activador de
plaguetas (PAF) o IFN-y e inhibié la produccién de H,0, en neutréfilos pre-estimuladas con PAF
frente al estimulo de ésteres de forbol. Nuestro grupo, por su parte, también ha encontrado
evidencia a favor del posible rol inmunomodulador del AgB*. Fue prioridad para el grupo el
desarrollo de metodologias de purificacién que preservaran a la lipoproteina en su estado
nativo buscando estudiar la interaccion entre el AgB y las células inmunes en una forma mas
fisiolégica y representativa del contexto de la infeccién. La metodologia desarrollada para
purificar AgB nativo se basd en una cromatografia de intercambio anidnico sobre Q-Sefarosa
seguida de un paso de cromatografia de inmunoafinidad, utilizando el anticuerpo monoclonal
(mAb) EB7 especifico para la subunidad AgB8/1*. Dicha preparacién (AgB inmunopurificado)
fue capaz de interactuar especificamente con monocitos y macréfagos in vitro®. Asimismo, el
AgB inmunopurificado inhibié la secrecion de IL-1B y TNF-a inducida por LPS en macréfagos
derivados de la linea celular THP-1%, revelando de esta forma una actividad moduladora de la
inflamacidn mediada por macrdéfagos.

Desafortunadamente la pérdida de la clona del mAb EB7, llevd al grupo a optimizar una nueva
metodologia de purificacion del AgB**** que permitiera continuar los estudios, al menos,
mientras no se lograra preparar nuevamente reactivos para realizar la cromatografia de
inmunoafinidad. La metodologia desarrollada acoplé al paso inicial de fraccionamiento por
cromatografia de intercambio anidnico sobre Q-Sefarosa, un segundo paso de
ultracentrifugacion en un gradiente de KBr. La ultracentrifugacién en gradiente de KBr
constituye una metodologia ampliamente utilizada para la purificacién de lipoproteinas
plasmaticas, razén por la cual el grupo opté por emplearla para purificar AgB. El analisis por
SDS-PAGE de la fraccidn obtenida luego de una ultracentrifugacién reveld la presencia de otras
proteinas. Por tal motivo, se realizaron ultracentrifugaciones sucesivas para purificar el AgB,
obteniendo de esta forma, fracciones altamente enriquecidas con la lipoproteina parasitaria®.

Estas preparaciones de AgB no lograron reproducir los efectos del AgB inmunopurificado sobre



macréfagos THP-1; indujeron una alta produccién de IL-1B y TNF-a, a diferencia del AgB
inmunopurificado y no lograron inhibir la produccién de citoquinas proinflamatorias inducida
por LPS. Esta diferencia en los efectos biolégicos del AgB podria deberse a varios factores. En
primer lugar a diferencias en la composicién proteica del AgB obtenido debido a la variabilidad
bioldgica producto del trabajo con LH proveniente de diferentes quistes. Ademas la
purificacién con el mAb EB7 produce un sesgo ya que dicho anticuerpo reconoce la subunidad
AgB8/1, pero no la AgB8/2 ni AgB8/3. En segundo lugar podrian existir diferencias en el
tamanfio de las particulas obtenidas por implicar la inmunopurificacidon un paso de filtrado del
LH. Finalmente, las diferencias en los efectos biolégicos observados podrian derivar de la
presencia de motivos moleculares conservados en patégenos (PAMPs del inglés Pathogen
Associated Molecular Patterns) en las preparaciones. Respecto a esta ultima posibilidad, en
ensayos preliminares se intentd remover el LPS de las preparaciones utilizando polimixina B,
resultando un método ineficaz para dicho fin.

1.3. Macréfagos como células claves del desarrollo y resoluciéon de la inflamacién

Este trabajo de tesis se centrd en el estudio de las interacciones del AgB con macrdéfagos. Por
esa razon, en esta seccién revisamos los aspectos mas importantes de las propiedades de estas
células referidas a su papel en la respuesta inflamatoria, sobre todo innata.

Los macréfagos son células del sistema inmune innato fundamentales para las funciones de
destruccién de patdgenos y homeostasis del tejido. Constituyen una poblacidn de células

heterogénea tanto ontogénica como funcionalmente®™

Los macrdfagos residentes de tejidos,
suelen tener funciones altamente especializadas asociadas al tejido que pueblan, y en su
mayoria tienen un origen embrionario y capacidad de autorenovacién. Una propiedad que
caracteriza a estas células es su capacidad para internalizar componentes via macropinocitosis
y/o fagocitosis. La macropinocitosis es un mecanismo que permite internalizar fluido o
particulas en vesiculas citoplasmaticas y esta asociada a la formacién de grandes extensiones
de membrana plasmatica (ruffing) pero no requiere del reconocimiento por receptores. En
contraste, la fagocitosis es un mecanismo mediante el cual la célula captura una particula o
microorganismo a través de la emisién de pseuddépodos de membrana, produciendo su
internalizacién para su posterior destruccidon en fagolisosomas. La fagocitosis, a diferencia de
la macropinocitosis, implica un reconocimiento especifico mediado por la interaccidon de
receptores. Asi, es que los macréfagos presentan en su superficie una diversidad de receptores
que inducen a la fagocitosis, como por ejemplo los receptores pertenecientes a la familia tipo
lectina de tipo C que reconocen estructuras glucidicas conservadas en organismos
patdgenos™.

Ademas de su actividad fagocitica, los macréfagos llevan a cabo otras funciones que derivan de
su capacidad de reconocimiento de diferentes moléculas en el tejido. Asi es que los
macrofagos presentan en su superficie receptores de reconocimiento de patrones (PRRs).
Estos receptores reconocen PAMPs asi como también motivos moleculares asociados al dafio
tisular (DAMPs, del inglés Damage Associated Molecular Patterns). Segun las propiedades que
adquieren los macréfagos por la estimulacion de los diferentes PRRs es que han sido descritos
dos fenotipos principales de macrdéfagos: el clasico y el alternativo. El fenotipo clasico se
genera en respuesta a la estimulacidon por agonistas de receptores tipo Toll (TLRs) e IFN-y, y
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estd asociado a una potente actividad microbicida (alta capacidad fagocitica) relevante en la
defensa contra bacterias extracelulares. Ademas, mediante la produccion de citoquinas como
la IL-1B, IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), este fenotipo sostiene una fuerte
respuesta inflamatoria que recluta y activa células efectoras. Como fue previamente
mencionado, el fenotipo denominado alternativo es producto de la diferenciacién inducida por
otro tipo de sefiales que incluyen a las citoquinas asociadas a las respuestas de tipo 2 IL-4 y/o
IL-13 y, en contraste con lo descripto para el fenotipo cldsico, juega un papel

antiinflamatorio® ™.

Este fenotipo estd especializado en controlar la diseminacidon de
patégenos no fagocitables®® y persistentes asi como también de limitar el desarrollo de
respuestas exacerbadas asociadas a este tipo de agentes que tiene como consecuencia el dafo
tisular. Asi, los macréfagos M2 son capaces de sintetizar citoquinas antiinflamatorias (IL-10),
moléculas involucradas en la reparacion del tejido (RELMa, Ym1, Ym2) y la enzima arginasa-1.
Esta enzima comparte con la enzima éxido nitrico sintetasa-2 (NOS2) el sustrato arginina, a
partir del cual cataliza la formacién de urea y ornitina, y de esta manera es capaz de limitar la
sintesis de 6xido nitrico y los efectos téxicos del mismo>". Ademas el gran consumo de arginina
por esta enzima es capaz de causar una deplecidn de la misma en el medio, inhibiendo asi la
proliferacién de linfocitos T°2. Por otro lado, la ornitina producida es metabolizada por la
enzima ornitina descarboxilasa, catalizando su conversiéon en poliaminas, que estimulan la
proliferacién celular. La ornitina también es sustrato de la ornitina aminotransferasa, la primer
enzima de la via de sintesis de la prolina, un aminoéacido esencial en la sintesis de coldgeno™.

En cuanto a los receptores y sefiales que producen la activacion de los macroéfagos, la via de
activacion que genera el fenotipo cldsico es la que se encuentra mejor caracterizada. La
interaccion a través de los TLRs es uno de los mecanismos que produce este tipo de activacion.
Estos receptores adoptaron su nombre por su homologia con el receptor de la proteina Toll
encontrado en D. melanogaster* y ha sido reportado que en humanos existen diez TLRs
(enumerados del uno al diez TLR1-TLR10) con la capacidad de reconocer diferentes ligandos.
Los TLRs son proteinas transmembrana que atraviesan una Unica vez la bicapa lipidica de la
célula. Estructuralmente, cuentan con una regidn extracelular que posee entre 18 a 25 copias
de un dominio de repetidos ricos en leucina (LRR del inglés, Leucine Rich Reapets) y una
porcion citoplasmatica con un dominio TIR (Toll-IL-1 receptor). El conjunto de dominios LRR en
el exterior, se disponen en forma de herradura, que se adapta al reconocimiento y unién del
ligando especifico. La unién del ligando a los diferentes TLRs provoca la dimerizacion de los
receptores o el cambio conformacional en los dimeros pre-formados, desencadenando asi una
cascada de seiializacidn intracelular. Esto es asi porque la dimerizacion de receptores provoca
el acercamiento de los dominios TIR, permitiendo asi su interaccién con los dominios TIR de
moléculas adaptadoras que contintan la sefalizacién intracelular. Existen cuatro moléculas
adaptadoras: Myd88, TIRAP, TRIF y TRAM, que interactian con diferentes TLRs. Las vias de
sefializacion desencadenadas generan la activacion de diferentes factores de transcripcion (ver
Figura 4). Mientras que algunos receptores provocan la activacién del factor IRF-3 que induce
la expresidon de interferones del tipo |, esenciales para la respuesta antiviral, otros activan
NFkB que induce la expresidon de citoquinas proinflamatorias. En particular, la activacién del

factor NFkB implica la degradacion de un complejo inhibidor IKK (del inglés Inhibitor of nuclear
factor kb Kinase complex) que lo retiene en el citosol. Asi, en su forma libre del inhibidor, NFxB

se transloca al nucleo y activa la transcripcion de genes involucrados en la respuesta
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inflamatoria, como las citoquinas IL-1B, TNF-a e IL-6 y la enzima NOS2, también conocida como
iNOS (del inglés, Inducible Nitric Oxide Synthetase). Las citoquinas mencionadas son potentes
mediadores inflamatorios ya que actian a nivel endotelial incrementando la permeabilidad,
generan vasodilatacidn e inducen a las células del endotelio a sintetizar moléculas de adhesion
celular. Estos efectos favorecen el reclutamiento de leucocitos de la sangre al tejido,
promoviendo la inflamacién.

«
TLRVTS ILR16 nR2 Cch14 TR 1 85<)
MD2

Figura 4: Vias de seiializacidon por TLRs. Se esquematizan los receptores TLRs y su interaccién con las diferentes
moléculas adaptadoras que dan lugar a la activacion de factores de trascripcion. Tomado de >,

Aun cuando la sefializacion por TLRs induce la transcripcion de genes de las citoquinas
proinflamatorias, no todas las citoquinas sintetizadas son secretadas. En particular, la
liberacion de IL-1B fuera de la célula requiere del ensamblaje de una estructura denominada
inflamasoma®. Como se menciond, la sefializacidn por TLRs induce la expresién del ARNm del
gen de la IL-1B y su posterior traduccién generando un producto inactivo denominado pro-IL-
1B que carece de un péptido sefial en la secuencia aminoacidica que dirija su transporte. De
esta forma es que, una vez sintetizada, la pro-IL-1B permanece en el citosol y no puede ser
secretada por la célula. Asi, la estimulacién por los TLRs es un estimulo insuficiente para la
o “priming”. La sintesis

III

maduracién y secrecion de IL-1B y es considerada una “primera sefia
de la citoquina madura requiere de un paso posterior asociado a la formacion del
inflamasoma, un complejo multiproteico constituido por las proteinas de la familia NLRP, la
proteina adaptadora ASC y la pro-caspasa 1 (ver Figura 5). Los mecanismos por los cuales se
genera el inflamasoma no estan perfectamente dilucidados. Se ha propuesto que podria
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generarse en respuesta a una disminucién del K" intracelular, que seria inducida por ejemplo
por la interaccidn de ATP extracelular con el receptor P2X7. El receptor es un canal de K* que
se activa por el ATP conduciendo a un eflujo de este catién®’. En este modelo, el ATP seria el
. Se ha postulado que el
descenso de los niveles de K* intracelular provocaria la oligomerizacién de la proteina NLRP3
como consecuencia de su disociacidn de las chaperona HSP90 y co-chaperona SGTI. Las
proteinas NLRP3 oligomerizan a través de sus dominios LRR y esto provoca la interaccién entre

I"

estimulo que constituiria entonces la denominada “segunda sefia

los dominios pirina de estas proteinas con los dominios pirina de la proteina ASC, formando
polimeros filamentosos de ASC. La proteina ASC, ademads de su dominio pirina, posee un
dominio CARD el cual interacciona con el dominio CARD de la pro-caspasa 1, iniciando asi la
polimerizacidon de la pro-caspasa 1. Esta agregacion desencadena el autoclivaje de la pro-
caspasa 1 a su forma activa caspasa 1. Finalmente esta proteasa realiza el corte proteolitico en
la pro-IL-1B, necesario para la activacion y secrecidn de la citoquina activa (IL-1B).

Existen, ademas del ATP, otros estimulos que han sido propuestos como mediadores de la

I”

“segunda sefial”. Uno de ellos son las especies reactivas del oxigeno (ROS del inglés Reactive
Oxygen Species) que oxidan blancos moleculares asociados a la regulacion del inflamasoma. Se
postula que la oxidacidn de tiorredoxinas llevaria a la disociacién de las moléculas asociadas a
estas enzimas que son capaces de desplazar a HSP-90 y SGT1 de las proteinas NLRP3>®. Este
desplazamiento permitiria la consecuente oligomerizacion de NLRP3 y la activacién del
inflamasoma. Por otra parte, se ha propuesto que la fagocitosis de materiales particulados
como la alumina provocaria la disrupcidn de lisosomas con la liberacién de la catepsina B que

activaria e inflamasoma’®

TNF-a /-\ATP

PAMPs . ATP efflux

—
P2X7 -~ Sublytic
MAC
Lysosomo
+ DAMPs ?
ROS K* efflux
Ca?* influx
Lysosomal damage
cathepsin B release
Signal 1: Signal 2:
Priming Inflammasome assembly

NF-xB l
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Pro- . 4
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Figura 5: Mecanismos de sintesis y secrecion de la IL-1B. Se esquematizan las sefiales necesarias para la sintesis y

.. . 59
secrecion de la IL-1B al medio extracelular. Tomado de

En suma, los macrofagos son células que presentan en su superficie una diversidad de
receptores que les permiten censar el tejido y desencadenar respuestas apropiadas para
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mantener la homeostasis. Durante un proceso infeccioso son capaces de participar en la fase
temprana o de inicio de la respuesta, conduciendo a la eliminacién directa de los patdgenos,
pero también participan en las etapas ligadas a la resolucién de la inflamacién y la reparacion
de tejidos®. Dado que, como ya se menciond, E. granulosus realiza un control eficiente de la
respuesta inflamatoria de su hospedero, los macréfagos representan una poblacién relevante
a ser considerada en el estudio de la inmunobiologia de la infeccidn hidatica.
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2. Hipotesis de trabajo y objetivos

El pardsito E. granulosus se encuentra excelentemente adaptado a sus hospederos, razén por
la cual las infecciones con este pardsito suelen establecerse de forma crdnica y pasar
desapercibidas por la ausencia de sintomas. Para sobrevivir en sus hospederos intermediarios,
E. granulosus despliega mecanismos de modulacién del sistema inmune que son llevados a
cabo por diversos componentes del parasito’®. Como ya se introdujo, uno de los componentes
gue ha sido asociado con la modulaciéon inmune es el AgB, lipoproteina mayoritaria producida
por la hidatide. Diversos estudios con esta lipoproteina han revelado su potencial
inmunomodulador, aunque la mayoria de los estudios fueron llevados a cabo con
preparaciones de AgB desnaturalizado. Nuestro grupo de investigacion ha planteado la
hipdtesis que el AgB podria actuar como transportador de lipidos esenciales para el parasito
pero a la vez imprimir sefiales en células del hospedero que favorezcan la diferenciacidn de

Lipoproteinas ‘¥ y % &
del hospedero L()!fe, [4 B o= :
s % : Adquisicion de
lipidos?

i\ g8
-'. ..I'. »

lipidos?

Transferencia de lipidos del
AgB con propiedades anti-
inflamatorias?

/'l' & \ Y.
& oy, Adquisicien de & X Sefializacion a través de vias que
P lipidos? , ’ regulan la inflamacion y el
y 259302 s : ~ . metabolismo?
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de lipidos de lipidos 4 3 H
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Fenotipo

anti-inflamatorio
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Tejidos del +% % 4 anti-inflamatorios
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Figura 6: Hipdtesis planteada para el rol del AgB en la biologia del parasito. Dado que existe evidencia que
demuestra la presencia de algunas apolipoproteinas del hospedero en el LH, el AgB podria adquirir lipidos de las
lipoproteinas del hospedero dentro de la hidatide y transferir lipidos esenciales para el parasito a la capa
germinativa a través de receptores similares a los receptores de mamiferos para lipoproteinas (marcado en violeta).
En paralelo, las lipoproteinas plasmaticas podrian transferir directamente los lipidos a la hidatide a través de
receptores (marcado en naranja). Por otra parte, la presencia de anticuerpos anti-AgB demuestra que el AgB es
capaz de alcanzar la interfaz hospedero-parasito. Alli podria interactuar con lipoproteinas del hospedero o con APCs
de forma de intercambiar lipidos. La interaccidon con las APCs podria dar lugar a la generacidon de fenotipos
antiinflamatorios por la transferencia de lipidos del AgB capaces de modular la inflamacién o por el contacto con
receptores que transduzcan sefiales antiinflamatorias a la vez que medien el eflujo de lipidos desde las células al
AgB. La transferencia de los lipidos adquiridos a la hidatide requeriria un transporte reverso del AgB, aunque este
hecho no ha sido evidenciado.
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fenotipos antiinflamatorios. Tal como se muestra en la Figura 6, la toma de lipidos requeriria la
interaccion del AgB con las lipoproteinas o con células del hospedero en la interfaz parasito-
hospedero. Entre otros tipos celulares, seria posible la interaccidn del AgB con células inmunes
del hospedero, particularmente APCs, ya que durante la infeccidn se generan anticuerpos anti-
AgB. La interaccidn del AgB con estas células conduciria a un intercambio de lipidos que podria
incluir: liberacién de lipidos capaces de modular la inflamacidén o secuestro de lipidos de lipid
rafts (balsas lipidicas), principalmente colesterol que modifique la sefializacién celular. Por otra
parte, también seria posible el contacto del AgB con receptores capaces de transducir sefiales
antiinflamatorias a la vez que medien el eflujo de lipidos desde la célula hacia la lipoproteina
parasitaria, tal como sucede con la HDL®.

Para poder explorar esta hipétesis es fundamental obtener AgB en cantidad y calidad
adecuada para los estudios celulares. La pérdida del mAb Eb7 condiciond estos estudios y
condujo al planteo de métodos de purificacién alternativos. En este sentido, nuestro grupo
desarrollé6 una metodologia de purificaciéon que preserva a la lipoproteina en su forma nativa
basada en la ultracentrifugacién en gradiente de densidad. El estudio de la lipoproteina nativa
es fundamental para confirmar si los efectos del AgB previamente estudiados serian factibles
de ocurrir durante la infeccién hidatica. Las preparaciones de AgB nativos asi obtenidas
mostraron capacidad de interactuar de forma especifica con macréfagos, células de la
inmunidad innata que constituyen la primera barrera de defensa celular, fundamentales en los
procesos de eliminacién de patdgenos y reparacién tisular. Sin embargo no reprodujeron las
actividades del AgB inmunopurificado. Frente a estos resultados contrastantes y en base a los
factores que podrian explicarlos (tamafio de las particulas y presencia de PAMPs) nos
planteamos los siguientes objetivos general y especificos.

2.1. Objetivo general

Estudiar la capacidad del AgB nativo de E. granulosus de modular la inflamacién mediada por
macréfagos

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Optimizar la metodologia de purificacion del AgB nativo para obtener
preparaciones aptas para realizar ensayos funcionales con macréfagos,
incluyendo pasos que permitan seleccionar las particulas por su tamafio y/o
evitar contaminacion por productos bacterianos. Este objetivo implicé Ila
caracterizacién de las particulas lipoproteicas en término de su tamafio y
composicion de la fraccion proteica, asi como también el andlisis de la capacidad
del AgB nativo de inducir per se la expresién de citoquinas inflamatorias en
macréfagos. Ademads, se busco evidencia de la presencia de LPS.

2.2.2. Analizar la capacidad del AgB nativo de modular la expresién de IL-1B e IL-6
inducida por agonistas de PRRs (LPS, ATP y zymosan) en macréfagos.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Reactivos quimicos y bioquimicos

Los siguientes reactivos se adquirieron de Sigma Chemicals (USA): solucién
antibidtica/antimicética (AbAm, conteniendo penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 ug/mLy
anfotericina B 250 ng/mL), 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytolueno (BHT), sulféxido de dimetilo
(DMSO0), sales inorganicas, lipopolisacdrido de Escherichia coli 0111.B4 (LPS), marcador de
peso molecular de amplio rango (rango 6.5 a 200 kDa), forbol-12-miristato-13-acetato (PMA),
zymosan A de Saccharomyces cerevisiae, L-glutamina, 3,3’,5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB),
sulfanilamida, N-(1-Naftil) etilenamina diclorhidrato (NED), bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol thiazolyl (MTT) y adenosin trifosfato (ATP). Se adquirieron de Applichem
(Alemania) el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), medio de cultivo RPMI 1640, bromuro
de potasio (KBr), bicarbonato de sodio, HEPES, piruvato de sodio, glucosa y ditiotreitol (DTT).
Se adquirié de ThermoFisher el marcador de peso molecular pre-tefiido (rango 10 a 180 kDa),
mientras que el suero fetal bovino (SFB) se obtuvo de Biowest (USA).

3.2. Material parasitario

Se obtuvieron quistes hidaticos fértiles de Echinococcus granulosus s.l. de bovinos infectados
naturalmente, sacrificados en mataderos de nuestro pais. El LH fértil (LH;) se extrajo mediante
puncién aséptica de quistes localizados en higado o pulmdn. Una vez extraido el LH, los PE
fueron separados por decantacidon. Se agregé EDTA 5 mM y BHT 20 uM al LH y se almacené a -
20 °C hasta su uso.

3.3. Purificacion del AgB

Para esta tesina se realizaron tres purificaciones de AgB siguiendo la metodologia descripta por
Folle et al.*?, con leves modificaciones. Se partié de un pool de LH; (entre 1000 y 1700 mL) el
cual fue centrifugado a 10.000 g por 20 minutos a 4°C para separar restos celulares
provenientes de PE y/o de la pared de los QHs. El sobrenadante se aplicé en una columna de
intercambio aniénico Q-Sefarosa (GE Healthcare), equilibrada previamente en tampodn
conteniendo Na,HPO, 0.02 M, NaCl 0.2 M, EDTA 5 mM y BHT 20 uM, a una velocidad de 1
mL/min. Se lavd la columna con el mismo tampdn hasta que la absorbancia a 280 nm a la
salida de la columna fuera menor a 0.05 UA y se procedid a la elucién aumentando la fuerza
idnica a 500 mM de NaCl. Se colecté el pico de elucidn -fraccion Q-Sefarosa postiva (QS+, 36
mL totales)- y se dializé contra PBS conteniendo EDTA 5 mM y BHT 20 uM (tampdn PBSg;),
diluido 10 veces. Luego se concentrd (aproximadamente 10 veces) la fraccién QS+ en un
rotavapor a 65°C (Speedvac Savant) y el concentrado obtenido fue sometido a tres rondas de
ultracentrifugacion en gradiente de KBr. Para ello se disolvieron 2 g de KBr en 4 mL de la
fraccion QS+ concentrada, y posteriormente se colocd la muestra en tubos de ultracentrifuga
de 5 mL y se cubrié con una soluciéon conteniendo NaCl 0.15 M y KBr 0.42 M. Los tubos se
ultracentrifugaron a 332.000 g y 4°C por 5 horas. Como resultado de este procedimiento se
obtuvo una banda de color amarillo/naranja en la zona de baja densidad (fraccion de baja
densidad, Ld;) que contiene el AgB, mientras que el resto de las proteinas en la fraccién QS+ se
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recuperaron en la fraccion de alta densidad (Hd; correspondiente al fondo del tubo). Se
recuperd la Ld; luego de las sucesivas ultracentrifugaciones y se le realiz6 un cambio de
tampodn utilizando una columna PD-10 equilibrada en PBSg; para eliminar el KBr y adicionar
AbAm (1% v/v) con el fin de conservar adecuadamente la muestra. La fraccion obtenida,
conteniendo el AgB nativo, se almacend en frascos de vidrios a 4°C bajo atmdsfera de N, hasta
su uso. Todos los tampones utilizados durante la purificacion fueron preparados con agua
apirégena y filtrados por 0,22 micras para evitar cualquier tipo de contaminacién con PAMPs.

Como ya se mencioné el método previamente descripto fue seguido para purificar el AgB en
tres ocasiones. Sin embargo, en cada purificacidn se realizaron algunas modificaciones con el
fin de obtener preparaciones de AgB compatibles con el trabajo con células inmunes. A
continuacién se detallan dichas modificaciones:

3.3.1. Purificacion 1. Luego del paso inicial de centrifugacion y como paso previo a la
cromatografia sobre Q-Sefarosa, el LH; se dividid en dos fracciones. Una de ellas
fue filtrada por filtros de 2 y 0.45 um y la otra no se filtré. Luego se continud con
la purificacién de ambas fracciones tal como se describié arriba. El AgB obtenido
a partir de la fraccion de LH; filtrada se denominé AgB filtrado (AgBg) vy el
obtenido a partir de la fraccién que no fue filtrada se denomind AgB sin filtrar
(AgBse).

3.3.2. Purificacion 2. No se realizé el paso de filtrado del LH. Se buscd reducir la
contaminacion bacteriana mediante el agregado de AbAm a la fraccion QS+ (en
una concentracion de 1% v/v) y al tampon de didlisis (concentracion 0.1% v/v). El
AgB obtenido de esta purificacién se denomind AgBa,

3.3.3. Purificacion 3. No se realizé el paso de filtrado del LH. Se agregdé AbAm
directamente en el pool de LH de partida (concentracidon 1% v/v) y ademas se
repitié el agregado del AbAm a la fraccion QS+ y al tampdn de didlisis. El AgB
obtenido de esta purificacion se denomind AgBa,

3.4. Determinacion de proteinas

Para determinar la concentracién de proteina en muestra del AgB se utilizé el kit de ensayo de
proteinas por BCA (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
se dispuso 150 ul de diferentes diluciones del AgB (1/40, 1/80 y 1/300) o de las diluciones del
estandar (albumina sérica bovina -BSA- rango de 2 a 40 pg/mL) en placa de microtitulacion y se
le agregd 150 ul de la mezcla de reactivos A, By C en la relacidn 50:48:2. Se incubé la placa en
bafio himedo a 37°C por 2 horas y posteriormente se midid la absorbancia a 560 nm en un
espectofotdmetro de placas. La concentracién de proteina del AgB se determind por
interpolacién en la curva de la calibraciéon generada con los datos del estandar (Abssgonm VS
concentracién).

Por otro lado, la determinacidn de la concentracidn proteica para las muestras de LH, fraccion
QS+, fraccion Q-Sefarosa negativa (QS-), Ld; y Hd; fue realizada mediante la medida de la
absorbancia a 280 nm en el equipo NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

18



3.5. Analisis de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (condiciones desnaturalizantes) se realizd
segun lo descrito en Laemmli et al.®>. Se prepararon un gel concentrador al 3% (m/v) y un gel
separador al 15% (m/v), ambos de 1.5 mm de espesor. Las muestras conteniendo entre 25y 30
pg (masa proteica) se disolvieron en Tris-HCl 0.35 M, SDS 10% (m/v), DTT 6mM, glicerol 30%
(v/v), azul de bromofenol 0.12 mg/mL a una relacion 5:1 (v/v), y las soluciones obtenidas se
calentaron a 100°C en baiio de agua por 5 minutos. Se sembraron en el gel las muestras y un
marcador de peso molecular en un volumen maximo de 30 pl. La electroforesis se realizd a una
intensidad constante de 30 mA y a temperatura ambiente utilizando el sistema Mini Protean 3
(Bio-Rad, USA). Culminada la electroforesis, se fijé el gel con una solucién de etanol 40% (v/v),
acido acético 10% (v/v) en agua destilada por 30 minutos y se dejé tifiendo con Coomassie
coloidal toda la noche. Finalmente, se destifid el gel con agua destilada bajo agitacion.

3.6. Determinacion del radio hidrodinamico por analisis de dispersion dinamica
de la luz (DLS)

El andlisis por DLS (del inglés, Dynamic Light Scattering) se realizé en la Unidad de Biofisica de
Proteinas del Instituto Pasteur de Montevideo en colaboraciéon con el Lic. Federico Carridn. Se
colocaron 70 ul de AgB 1 mg/mL en cubeta descartable UVette y se realizaron tres medidas
consecutivas a 25 °C en el equipo Zetasizer NanoS (MALVERN, Espafia). El equipo determina la
dispersion de la luz dinamica; mide la difusién de particulas en movimiento browniano, y
convierte estos valores a una distribucién de tamafios utilizando la relacién de Stokes-Einstein.
Ademas, mediante diferentes algoritmos se obtienen datos de la distribucidon de tamafios de la
muestra tomando en cuenta sélo la intensidad de dispersion de la luz o corrigiendo esta
intensidad por el volumen (ya que las particulas grandes dispersan luz con una intensidad
mucho mayor).

3.7. Deteccidn de endotoxinas bacterianas mediante el ensayo del lisado de
amebocitos de Limulus polyphemus (LAL)

El ensayo del LAL fue realizado por el laboratorio Beltran Zunino (Montevideo, Uruguay). Para
esta determinacidn se considerd que el LPS afectaria las propiedades de los macréfagos si se
encontrara a una concentracion igual o superior a 0.01 ng/mL. Como el ensayo disponible sélo
determina presencia o ausencia en base a un valor umbral correspondiente a 0.03 unidades de
endotoxina (UE)/mL, se facilitd una muestra de AgB (fraccidn Ld;) de forma de conocer si las
endotoxinas presentes en la preparacion de AgB, superarian el limite de 0.01 ng/mL cuando el
AgB se utilizé a una concentracién final de 10 pg/mL en el cultivo celular.

3.8. Linea celular THP-1 y su diferenciaciéon a macréfagos

Se utilizé la linea celular premonocitica humana THP-1 (ATCC, Cédigo TIB-202). La linea fue
mantenida en medio RPMI 1640 suplementado con glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM,
HEPES 10 mM, bicarbonato de sodio 1.5 g/L y la mezcla de AbAm 1% (medio completo)
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suplementado con SFB 10% (v/v), a 37 °C y bajo atmosfera de CO, (5%). Se realizaron
subcultivos partiendo de cultivos a 0.2x10° cel/mL hasta alcanzar una concentracién cercana
pero no superior a 1x10° cels/mL, dptima para realizar los ensayos. Todos los ensayos fueron
realizados con macrofagos THP-1. Para ello, los premonocitos THP-1 fueron diferenciados a
macrdfagos con PMA. Se plaquearon 0.2x10° células/pozo en placas de 96 pozos (Eppendorf)
con PMA 50 ng/mL en 200 uL de medio completo suplementado con SFB 5%. A las 48 hs se
retird el medio y se dejo a los macrdéfagos por 24 hs en medio completo conteniendo SFB 5%. A
las 24 hs se retird el medio y se estimularon las células segun se detalla en cada ensayo.

3.9. Preparaciones de agonistas de receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs) para estimulacion de los macréfagos

3.9.1. Zymosdn

Se resuspendieron 15 mg de zymosan en 1.5 mL de medio completo. Para su activacion la
suspension se calentd en bafo de agua a 100°C por 30 minutos. Luego, se realizaron 3 lavados,
utilizando 1.5 mL de medio completo en cada uno (bajo cdmara de flujo laminar) vy
centrifugando cada vez a 600 g, descartando el sobrenadante. Luego del ultimo lavado se
agregaron 1.5 mL de medio completo y se almacend a -20°C hasta su uso.

3.9.2. LPS

Se prepard una soluciéon stock de LPS a una concentracion de 1 mg/mL en medio completo
bajo cdmara de flujo laminar. Esta solucidn se almacené en alicuotas a -20°C hasta su uso.

3.9.3. ATP

Se prepard una solucion stock de ATP 50 mM en medio completo bajo cdmara de flujo laminar.
Esta solucién se almacend a -20°C hasta su uso.

3.10. Estimulacion de macréfagos THP-1 con AgB y/o agonistas de PRRs

Para estudiar la capacidad de las preparaciones de AgB de inducir per se la secrecidon de
citoquinas proinflamatorias, los macréfagos THP-1 (0.2x10° células/pozo en un volumen final
de 200 pl) fueron estimulados con AgB en el rango de concentraciones de 0.01 a 20 pg/mL
(masa proteica) o con PBSgz 0 medio (M) como controles. Para estudiar la capacidad del AgB de
modular la respuesta de citoquinas inducidas por agonistas de PRRs, los macréfagos THP-1
fueron estimulados con i) LPS 10 ng/mL en ausencia o presencia del AgB (1, 10 y 20 pug/mL), o
ii) zymosan 0.1 mg/mL en ausencia o presencia del AgB (1, 10 y 20 pug/mL). Luego de 24 hs se
retird el sobrenadante de cultivo. También se utilizd6 como estimulo LPS 250 ng/mL y ATP 5
mM, pero en este uUltimo caso, el LPS se adiciond 4 horas antes del agregado del ATP, y se
colectd el sobrenadante 1 h luego de esta ultima estimulacién. En este ensayo, el AgB fue
agregado a dos concentraciones (1 y 10 pg/mL) junto al estimulo del LPS o junto al ATP En
todos los ensayos, al final de las estimulaciones se colectd el sobrenadante de cultivo en el cual
se analizaron los niveles de citoquinas inflamatorias y nitritos seglin se describe a
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continuacién. Ademas, para controlar la posible toxicidad del AgB se determind la viabilidad
celular al tiempo final de los ensayos.

3.11. Evaluacion de la viabilidad celular por ensayo MTT

Se evalud la viabilidad de los macréfagos THP-1 luego de transcurridas las 24 hs de incubacién
con los diferentes estimulos mediante el ensayo de MTT®. Una vez retirados los
sobrenadantes de cultivo, las células se lavaron con PBS estéril, e incubaron con 200 uL de PBS
conteniendo glucosa 0.1% (p/v) y MTT 0.4 mg/mL por 3 hs a 37°C y bajo atmdsfera de CO,
(5%). Al finalizar la incubacidn se retiré el sobrenadante, se lavéd con PBS para eliminar el
exceso de MTT, y se adicionaron 200 pL de DMSO, pipeteando continuamente hasta disolver el
precipitado violeta formado. Los sobrenadantes coloreados fueron pasados a una placa de
microtitulacién para determinar la absorbancia a 560 nm utilizando un espectrofotémetro de
placas (Labsystems Multiskan MS). Las absorbancias obtenidas para las distintas muestras
fueron comparadas con la condicién control (células cultivadas en medio completo) para
evaluar si el agregado de los estimulos modificd la viabilidad celular.

3.12. Determinacion de nitritos por el método de Greiss

Para evaluar la produccidn de 6xido nitrico por parte de los macréfagos se determiné el nivel
de nitritos en el sobrenadante de cultivo inmediatamente luego de su obtencidon. El método de
determinacidn se basa en la reaccion de diazotizacion de Greiss, que utiliza sulfanilamida y N-
(1-Naftil) etilenamina diclorhidrato (NED) bajo condiciones &cidas®. Brevemente, se
dispusieron 50 pL de muestra en placas de microtitulacién de 96 pozos y se les adiciond 50 uL
de sulfanilamida 1% (m/v) en acido fosférico 5% (v/v). La placa se incubd a temperatura
ambiente por 5-10 minutos en oscuridad y luego se le agregé a cada pozo 50 uL de NED 1%
(m/v). Luego de 10 minutos de incubacién en oscuridad se midié la absorbancia a 560 nm en
un espectofotémetro de placas (Labsystems Multiskan MS). En paralelo se realizd una curva
estandar a partir de diluciones de una solucién de nitrito de sodio de concentracién conocida
en el rango de 0 a 100 pM. La concentracidn de nitrito en los sobrenadantes de cultivo se
determind por interpolacién en la curva de la calibracién generada con los datos del estandar
(Abssgonm VS concentracion).

3.13. Cuantificacion de citoquinas por ELISA

La concentracién de las citoquinas IL-1B e IL-6 se determiné mediante ensayos de ELISA de
captura o sandwich utilizando kits comerciales de BD OptEIA (BD Biosciences) y siguiendo las
condiciones recomendadas por el fabricante. Brevemente, se sensibilizaron placas de 96 pozos
con alta capacidad de unién (Maxisorp, Nunc) con el anticuerpo de captura anti-IL-1B o anti-IL-
6 toda la noche a 4°C. El bloqueo se realizé con PBS conteniendo SFB 10%. Luego, se incubaron
las correspondientes muestras a distintas diluciones en paralelo a un estandar. Finalmente, se
agrego el anticuerpo de deteccidn conjugado a peroxidasa. Para el revelado se utilizé tampdn
fosfato-citrato conteniendo TMB 0.1 mg/mL y H,0, 0.006% (v/v) y se detuvo la reaccidon
mediante el agregado de H,SO, 1 M. Se midid la absorbancia a 450 nm en un
espectofotometro de placas (Labsystems Multiskan MS). Los niveles de las citoquinas en los
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sobrenadantes de cultivo se determinaron por interpolacién en la curva de la calibracion
generada con los datos del estandar (Abssso.m VS concentracién).

22



4. Resultados

Este trabajo pretendid aportar al estudio de la capacidad del AgB nativo de modular las
propiedades de las células de la inmunidad innata, particularmente macréfagos. Como primer
objetivo se buscdé optimizar la obtencion de AgB a partir de LH; realizando modificaciones en el
protocolo de purificacién ya empleado en el laboratorio, de forma que las preparaciones
fueran aptas para realizar ensayos funcionales con células. En conjunto se prepararon tres
lotes de AgB en los cuales se caracterizé el componente proteico y el tamafio de las particulas
lipoproteicas. Ademads, se evalud si las preparaciones de AgB obtenidas fueron capaces de
inducir la secrecién de citoquinas proinflamatorias en macréfagos. El segundo objetivo apuntd
al estudio del potencial inmunomodulador del AgB nativo; esto reviste importancia ya que
como se comentd anteriormente gran parte de los efectos inmunomoduladores descriptos
para el AgB sobre células de la inmunidad innata se basan en el empleo de preparaciones de
AgB cuya purificaciéon incluyé tratamientos que no conservan la estructura nativa de las
lipoproteinas (calentamiento a 100°C*¥, electroelucién de geles desnaturalizantes®). De
acuerdo con esto, se realizaron estudios utilizando la lipoproteina en su estado nativo, y como
modelo inflamatorio la activacién por diferentes agonistas de PRRs de macréfagos derivados
de la linea celular humana THP-1.

A continuacidn se describen los resultados obtenidos durante este trabajo.

4.1. Modificaciones en el protocolo de purificaciéon del AgB nativo para su uso en
ensayos funcionales

4.1.1. Obtencion y caracterizacion de preparaciones de AgB obtenidas utilizando un
paso de filtracion del LH;

Como ya se comentd en la introduccidn nuestro grupo de investigacion ha trabajado en la
puesta a punto de una metodologia para obtener preparaciones de AgB a partir de LH, en
condiciones que preserven la estructura nativa de la lipoproteina. El método convencional de
preparacion consistia en un paso de cromatografia de intercambio anidnico sobre Q-Sefarosa
seguido de un paso de cromatografia por inmunoafinidad*. La pérdida del mAb EB7, utilizado
en la cromatografia de inmunoafinidad, condujo a poner a punto una nueva metodologia
donde se sustituyd este paso por un paso de ultracentrifugacion en gradiente de KBr. Sin
embargo, las preparaciones obtenidas no reprodujeron los efectos moduladores observados
con el AgB inmunopurificado sobre macréfagos estimulados con LPS. La principal diferencia
observada fue que la preparacién de AgB obtenida mostré una alta capacidad de inducir la
produccién de IL-1B y TNF-a. Por esta razdén en este trabajo nos planteamos realizar
modificaciones en el protocolo de purificacion buscando mejorar la calidad de las
preparaciones para realizar ensayos funcionales con células y dilucidar qué factores explican
las diferencias obtenidas en los resultados con las diferentes preparaciones del AgB nativo.
Una primer modificacién fue introducir un paso de filtracidon del LH por membranas de 2 y 0.45
pum, posterior a la centrifugacion y previo a la cromatografia de intercambio anidnico. Este
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paso contribuiria a eliminar posibles agregados en la muestra, incluyendo agregados del AgB
de alto peso molecular que podrian generarse como consecuencia de su naturaleza
lipoproteica y su tendencia a oligomerizar. Se considerd que estos agregados podrian mostrar
propiedades bioldgicas diferentes al AgB nativo, incluyendo una actividad proinflamatoria. Se
partié de un pool de LH; representativo de 20 QHs, que se dividié en dos alicuotas, una se filtré
y otra no. Ambas alicuotas se procesaron siguiendo el método de purificacién descripto por
nuestro grupo. Brevemente, primero se realizd una cromatografia de intercambio anidnico
sobre Q-Sefarosa, obteniendo la fraccion Q-Sefarosa negativa (QS-), que contiene la mayoria
de las proteinas del hospedero, y la fraccion QS+ enriquecida en el AgB. Luego se
ultracentrifugd la fraccién QS+, se separd la fraccidon obtenida en la zona de baja densidad del
gradiente (Ld;) y se repitid el procedimiento 2 veces sucesivas con la fraccién Ld;, para obtener
una fraccién de AgB con un alto grado de pureza. Siguiendo esta metodolgia se obtuvieron 4.5
mg de AgBs/ry AgB; que representan un rendimiento de 2.7 mg/L de LH.

Con el fin de evaluar la pureza de las preparaciones, se realizd el seguimiento del proceso de
purificacién por SDS-PAGE (Figura 7). Para ello, se tomaron muestras del pool de LH; de partida
y de las diferentes fracciones provenientes de los dos pasos de la purificacién. Las mismas
fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones reductoras. En la
Figura 7, se muestra un resultado representativo de todo el proceso de fraccionamiento del
LH;. El LH¢ presenta varias bandas entre las cuales se destacan por su abundancia dos
componentes del hospedero: la albimina (banda de peso molecular aparente 65 kDa, sefialada
con una cabeza de flecha grande) e inmunoglobulinas (bandas de peso molecular aparentes 50
y 25 kDa correspondiente a las cadenas pesadas y livianas de IgG que se obtienen en
condiciones reductoras, sefialadas con flechas simples). Tal como se esperaba, la fraccion QS-
(que no es retenida en la columna de intercambio aniénico) mostré varias bandas incluyendo
la albumina e inmunoglobulinas del hospedero. El AgB quedd retenido en las perlas de Q-
Sefarosa, ya que la fraccion QS+ mostrd una banda de alrededor de 8 kDa que es compatible
con la presencia de las subunidades monoméricas del AgB (AgB8) mientras que esta banda no
aparece en la fraccion QS-. Ademas, en la fraccion QS+ se observaron bandas regularmente
espaciadas, como en una escalera, que resultan compatibles con la presencia del monémero
del AgB vy sus oligdmeros de mayor peso molecular (marcados con cabezas de flecha
pequefias). Como fue previamente mencionado, la fraccion QS+ fue sometida a tres rondas
sucesivas de ultracentrifugacion en un gradiente de KBr; en la Figura 7A se muestra que el AgB
(mondémero y en sus formas oligoméricas) se recupero en la Ld; luego de la ultracentrifugacion
y que la mayoria de las proteinas presentes en la fraccién QS+ quedaron en la fraccién de alta
densidad (Hd;). En la Figura 7B, se muestra que si bien luego de una ronda de
ultracentrifugacion la proteina mayoritaria en la Ld; es el AgB, al realizar dos
ultracentrifugaciones consecutivas se logré eliminar trazas de otras proteinas, aumentado asi
la pureza del AgB en esta fraccion. En el panel 7C se muestra el patréon tipico en escalera
correspondiente a las muestras de AgB; y AgBs; analizadas por SDS-PAGE. Tal como se
esperaba, en condiciones desnaturalizantes, ambas preparaciones mostraron similares niveles
de oligomerizacion y no se observaron cambios notorios en el contenido de componentes de
alto peso molecular.
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Figura 7: Seguimiento del proceso de purificacidon por electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).
A) Andlisis mediante SDS-PAGE de las fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio anidnico sobre Q-
Sefarosa de LH¢ y ultracentrifugacion posterior en un gradiente de KBr. Se separaron entre 25 y 30 ug de cada
fraccion en un gel de acrilamida al 15% en condiciones reductoras (DTT 6 mM). Se sefiala la albumina (banda de
peso molecular aparente de 65 kDa) con una cabeza de flecha grande e inmunoglobulinas del hospedero (bandas
con un peso molecular aparente de 50 y 25 kDa correspondientes a las cadenas pesadas y livianas de IgG,
respectivamente) indicadas con flechas simples. Ademas, se indican en QS+ y en Ld; con cabezas de flecha pequeiias
la banda de 8 kDa y las bandas regularmente espaciadas correspondientes al ménomero y oligémeros del AgB,
respectivamente. B) Analisis de SDS-PAGE de la Ld; obtenida mediante dos rondas de ultracentrifugacion
consecutivas (indicadas como 1% UCy 2% UC). Las flechas dobles indican las formas monoméricas y oligoméricas
del AgB. C) Andlisis por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de AgB; y AgBs,. Se muestran con flechas dobles las
formas monoméricas y oligoméricas del AgB. PM: Marcador de peso molecular, LH: Liquido hidatico, QS-: Fraccion
Q-Sefarosa negativa, QS+: Fraccion Q-Sefarosa positiva, Hd; : Fraccion de alta densidad, Ld; : Fraccion de baja
densidad.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la incorporacion del paso de filtracion sobre el tamario
de las particulas lipoproteicas del AgB obtenido, se determiné el radio hidrodinamico (R;;) de
las muestras de AgBs/r y AgBr mediante medidas de la dispersiéon dindmica de la luz (DLS). Los
resultados son presentados en la Figuras 8 y 9. Tanto el AgBsr como el AgB: mostraron un
perfil polidisperso al ser analizados por DLS. Cuando se analizaron las muestras en funcién de
la intensidad de la luz dispersada se observaron en ambas preparaciones de AgB dos
poblaciones mayoritarias (ver Figura 8), con valores promedio de Ry=6.56+0.31 nm vy
Ry=142.4+16.82 nm para el AgBs, y valores promedio de R;=6.08+0.13 nm y R;=151.06+10.33
nm para el AgB:.
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Figura 8: Analisis por DLS del tamafio de las particulas lipoproteicas presentes en el AgBs;:y AgB;. En el grafico se
muestra la distribucién de las poblaciones de particulas presentes en el AgBs/ (A) y AgB: (B) de acuerdo con el
tamafio estimado segun la medida de la intensidad (%) de la luz dispersada obtenida por DLS. Los graficos
corresponden al promedio de tres determinaciones de cada muestra realizadas en forma consecutiva.

Sin embargo, al analizar el Ry ajustado por el porcentaje de volumen (Figura 9) se observo un
pico ampliamente mayoritario con valores promedio de Ry=5.77£0.25 nm para el AgBs; y
Ry=5.7310.20 nm para el AgB;.
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Figura 9: Analisis por DLS del tamafio de las particulas lipoproteicas presentes en el AgBsy AgB;. En el gréfico se
muestra la distribucién de las poblaciones de particulas presentes en el AgBs/ (A) y AgB¢ (B) de acuerdo con el
tamafio estimado segun la medida de la luz dispersada ajustada por el volumen (%). Los graficos corresponden al
promedio de tres determinaciones de cada muestra realizadas en forma consecutiva.

A partir de las Figuras 8 y 9, se puede sefialar que existe cierto grado de agregacidn en las
preparaciones de AgB ya que el DLS arrojo la presencia de particulas en las muestras con un
Ry=142.4+16.82 nm para el AgBs; y Ry=151.06+10.33 para el AgB;. Sin embargo, se reportd
que mas del 98 % del volumen de las muestras analizadas presentd un pico mayoritario de 5.7
nm, siendo practicamente insignificante y similar la proporcién de particulas agregadas en las
dos muestras obtenidas. Esto indicé que el paso de filtracién no influyd en el tamafio de las
particulas lipoproteicas obtenidas, ya que ambos preparados presentaron particulas de
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diversos tamafios con una poblacion mayoritaria de particulas con similar Ry (valor promedio
para las preparaciones de 5.75 + 0.03 nm).

Por otro lado, se procedid a evaluar el efecto de la filtracién sobre la capacidad de las
preparaciones del AgB nativo de inducir per se seiales inflamatorias en macroéfagos. Para ello,
se incubaron macrofagos THP-1 con AgBsr y AgB a diferentes concentraciones y se midié por
ELISA los niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-1B e IL-6 en el sobrenadante de cultivo.
En la Figura 10A se muestra que tanto a concentraciones de 10 y 20 pg/mL el AgBs;y el AgB:
indujeron la secrecién de niveles significativos de IL-1B de acuerdo a la comparacién con el
control de PBSg. Para el caso de la IL-6 (Figura 10B), no se hallaron diferencias significativas
segun el analisis estadistico cuando se compard con el control de PBSg. Sin embargo, en
concordancia con lo visto para IL-1B, concentraciones de AgB de 10 y 20 pug/mL mostraron una
tendencia a inducir la produccién de IL-6.

A B
40001 * 40001
* %
i
3000 3000+
E ¥ B
uo )
— 2000+ ﬁ 2000+
= ©
= E
' 1000 ~ 1000
0- 04
@QQ"_,@ 09\ °\ K] ‘1«0 °°\ °\ K] 19 \§Q$‘7& 00\ °\ EIKS) wg op\ 0\ N ‘\9
AgBg AgBg pg/ml AgBsr AgBg pg/ml

Figura 10: Capacidad de las preparaciones de AgBs;: y AgB; de inducir per se la produccién de IL-1B e IL-6 en
macréfagos THP-1. Se incubaron 0.2x10° macréfagos con AgB a diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 1, 10 y 20
pg/mL) o con medio (M) o PBSgz como controles. A las 24 hs de estimulacidn se colecté el sobrenadante y se midié
la concentracién de IL-1B (A) e IL-6 (B) por ELISA. Se muestra el resultado de tres experimentos independientes
expresado como el promedio + SEM. El andlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA, utilizando el post test de
Dunnett. Los asteriscos sefialan diferencias significativas respecto al control ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001.

Visto que no se encontraron diferencias significativas en el tamafio de las particulas de las
preparaciones de AgBs; y Agr vy que la respuesta a nivel de las citoquinas proinflamatorias no
vario por la introduccion del paso de filtracién, optamos por descartar el paso de filtracion del
protocolo de purificacion.

4.1.2. Caracterizacion de preparaciones de AgB obtenidas con el adicionado de
antibidtico y antimicético durante su purificacion a partir de LH;

40
1™, el AgB
inmunopurificado no mostraba actividad proinflamatoria, al menos no a nivel de la induccién

Es importante recordar que, segin lo reportado por Silva-Alvarez et a

de IL-1B y TNF-a en macréfagos THP-1. Visto que el agregado del paso de filtracién -el cual
planteamos podria contribuir a la eliminacién de particulas lipoproteicas de mayor tamafio con
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posible actividad inflamatoria- no modificd el tamano ni la actividad inflamatoria de las
particulas de AgB, pensamos en otros factores que pudieran dar cuenta de los efectos
observados. En este sentido, la presencia de productos derivados de contaminacion bacteriana
podria explicar la actividad proinflamatoria de las preparaciones de AgBs; y AgB:. Esta idea
surge ademads por la calidad del material parasitario (las visceras provenientes de los
frigorificos no son procesadas en forma inmediata a la muerte del animal) y por el hecho que
el protocolo de purificacién, involucra multiples pasos con riesgo de contaminacion
(incluyendo el manejo de grandes volumenes de LH en los primeros pasos que hacen
engorroso un procesamiento rapido de este material). Por esta razdn, se intenté mejorar la
calidad de las preparaciones de AgB obtenidas mediante el agregado de AbAm. Como fue
explicado en la seccidon materiales y métodos 3.3., en la purificacion 2 se agregd AbAm en
todas las soluciones utilizadas a partir del paso de elucién de la cromatografia de intercambio
idnico, obteniéndose una preparacion que llamamos AgB,;. En el caso de la purificacién 3 todo
el procedimiento se realizd en presencia del AbAm ya que se adiciond AbAm al pool inicial de
LH y se mantuvo en todos los pasos posteriores del protocolo, obteniendo de esta forma el
AgB,,. Siguiendo esta metodologia en estas purificaciones se obtuvieron 9.2 y 6.4 mg de AgBa;
y AgBa, que representaron entre 5.4y 6.1 mg/L de LH.

El andlisis del AgBa; por DLS se muestra en la Figura 11, en el panel 11A se observa que existen
en la preparacion dos poblaciones con valores promedio de Ry=5.93+0.62 nm vy
Ry=78.18%43.05 nm segun el tamafo determinado por la intensidad de dispersion de la luz. En
el panel 11B se presenta el Ry, corregido por el volumen (%) de cada poblacién de particulas y
se observa un Unico pico (99% del volumen) con un valor de Ry=5.75+0.62 nm, valor similar al
obtenido con las preparaciones de AgBs; y AgBr. En cuanto a la preparacidn de AgBy,, el
analisis por DLS mostré nuevamente la existencia de dos poblaciones, siendo predominante en
la muestra aquella poblaciéon de tamafio similar a las obtenidas en las purificaciones previas
(Tabla 1)
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Figura 11: Andlisis por DLS del tamaiio de las particulas lipoproteicas presentes en el AgB,,. En el grafico se
muestra la distribucién de las poblaciones de particulas presentes en el AgB,; de acuerdo con el tamafo estimado
segin la medida de la luz dispersada por intensidad (A) y su valor ajustado por volumen (B). Los graficos
corresponden al promedio de tres determinaciones de la muestra realizadas en forma consecutiva.
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Como fue mencionado, la naturaleza lipoproteica del AgB favorece que se formen agregados.
Si bien todas las preparaciones se conservaron a 4°C y en condiciones que previenen su
oxidacion (atmdsfera de N, y presencia de BHT), resulté importante controlar en qué medida
podria existir agregacion luego de transcurridas varias semanas de su preparacién. Por esta
razon se analizd por DLS el AgB,; luego de transcurridos 55 dias del primer analisis. En la Tabla
1 se muestra el valor de Ry promedio (ajustado por el volumen) para todas las muestras de
AgB obtenidas. Se observd una tendencia al aumento en el valor del Ry, promedio del AgBa;
luego de transcurridos 75 dias de su obtencién, aunque esta tendencia no alcanzé a ser
significativa segun la aplicacion del test estadistico de comparaciones multiples Holm-Sidak's.
Por otro lado, tampoco se observaron diferencias significativas en el tamafio del AgB obtenido
en las tres purificaciones realizadas.

Tabla 1: Radio hidrodindmico de las particulas lipoproteicas de AgB determinado por DLS

Muestra Dia post- Ry promedio (nm)
purificacion t desvio estandar
AgBs/; 9 5.7740.25
AgB¢ 9 5.7310.20
AgBa; 20 5.75%0.62
AgBa; 75 5.98+0.63
AgBa, 20 5.75+0.21

Nota: Ry corresponde al valor obtenido cuando se corrigié la intensidad de
dispersion de la luz por el volumen de la muestra.

A continuacion se evalud el efecto de las preparaciones AgBa, y AgBa, sobre los macréfagos
THP-1 humanos. Como se observa en la Figura 12 el AgB,y, al igual que el AgBs;y AgBg, indujo
la secrecion de IL-1B pero sélo a la concentracidon de 20 pg/ml para esta preparacidon (Figura
12A). Para el caso de la IL-6 (Figura 12B), el AgB,; indujo produccién de esta citoquina en
macréfagos THP-1 sdlo a la concentracidon de AgB de 20 pg/ml. En el panel 12C se muestra el
nivel de IL-1B generado por el AgB,,, observdndose una tendencia a la induccién de la
produccién de IL-1B con el AgB a 10 pug/mL, mayor concentracion en que fue analizado. En las
mismas condiciones, no se detectd por ELISA produccién de IL-6 en respuesta a la estimulacion
de los macréfagos THP-1 con el AgB,,.

Las variaciones en los niveles de citoquinas inducidos por diferentes preparaciones de AgB
examinadas a las mismas concentraciones, sumado a que el uso del AbAm parecié reducir la
produccién de citoquinas inducida por las preparaciones de AgB per se, apoyan la hipdtesis de
que estos efectos podrian deberse a contaminacidon bacteriana de la muestra del LH; de
partida. Para evaluar la presencia de LPS, se realizé el test de endotoxina LAL para el AgBa,, ya
que fue la muestra que provocd menor induccidon de las citoquinas proinflamatorias a la
concentracion de 10 ug/mL. Este ensayo fue realizado por el laboratorio Beltrdn Zunino, ya
qgue en nuestro laboratorio no disponemos de los reactivos. El test da un resultado positivo o
negativo segln un valor de corte que corresponde a 0.03 UE/mL (1 UE equivale 0.1 ng
endotoxina/mL). En funcién de esto, se analizaron las muestras a una concentracion que nos
permitiera conocer si una solucion de AgB 10 pug/mL contenia una concentracion de LPS mayor
a 0.01 ng/mL, valor que se considera aceptable para el estudio de la funcionalidad de
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macroéfagos. El resultado fue positivo, lo que indicé que la muestra analizada contenia niveles
de endotoxina que pueden interferir en los estudios funcionales con los macroéfagos.
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Figura 12: Capacidad de las preparaciones de AgB,, y AgB,, de inducir per se la produccion de IL-1B e IL-6 en
macréfagos THP-1. Se incubaron 0.2x10° macréfagos por 24 hs con las preparaciones de AgB a diferentes
concentraciones (1, 10 y 20 pg/mL) o con medio (M) o PBSg como controles. Finalizada la estimulacién se
determinaron los niveles de citoquinas en el sobrenadante de cultivo por ELISA. Se muestran los niveles de IL-1 B
(A) e IL-6 (B) correspondientes al promedio + SEM de tres experimentos independientes de estimulacion con el
AgB,;, donde cada muestra fue analizada por triplicado. En C se muestra los niveles de IL-1B inducidos por el AgB,,
como promedio + SEM de un Unico experimento, en el cual cada muestra fue analizada por triplicado. En el caso del
AgBa, no se detectd produccién de IL-6 inducida por el AgB,, para las concentraciones de 1y 10 pg/mL. El analisis
estadistico se realizdé mediante ANOVA, utilizando el post test de Dunnett, y los asteriscos sefialan diferencia
respecto al PBS (control) siendo *P<0.05, **** P<0.0001.
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4.2. Analisis del efecto del AgB sobre la activacion de macrofagos frente a la
estimulacidn con agonistas de PRRs

De los estudios realizados surge que ninguna de las preparaciones obtenidas resultdé éptima
para el trabajo con células dada la sospecha de la presencia de PAMPs (en particular LPS) en
las mismas. De todas maneras, intentamos establecer si aun en estas condiciones las
preparaciones mostraban efectos inmunomoduladores sobre macréfagos THP-1, de forma
similar a lo reportado previamente para otras células mieloides. Con este fin evaluamos
aquellas preparaciones que obtuvimos en cada purificacion con excepcion de la
correspondiente al AgB: que mostrd una tendencia a una mayor capacidad de inducir per se la
produccién de citoquinas en comparacién con el AgBss. En primer lugar, es importante
mencionar que a ninguna de las concentraciones ensayadas de las diferentes preparaciones de
AgB (1, 10 y 20 pg/mL), asi como tampoco a la Unica concentracidn de los diferentes agonistas
de PRRs (LPS+ATP, zymosdan) en presencia o ausencia del AgB se evidencié un efecto téxico
sobre los macréfagos THP-1. En todos los ensayos, una vez finalizado el tiempo de
estimulacién de las células, las mismas fueron observadas al microscopio dptico sin encontrar
cambios en su morfologia ni en su propiedad de adherencia a la placa de cultivo. También se
realizé el ensayo de MTT, el cual es una medida indirecta de la viabilidad celular, ya que mide
la actividad mitocondrial de las células. Acorde a la observacidn microscépica, este ensayo no
mostré una disminucion en la actividad mitocondrial de los macréfagos incubados con los
diferentes estimulos (AgB, LPS+ATP y zymosan) respecto a las células control incubadas con
medio (ver Figura 13).
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Figura 13: Analisis de la viabilidad de los macréfagos THP-1. Se incubaron 0.2x10° macrdéfagos por 24 hs con i) AgB
(1, 10 y 20 pg/mL) y ii) zymosan 0.1 mg/mL en ausencia o presencia de AgB (1, 10 y 20 ug/mL). Por otra parte, se
incubaron 0.2x10° macrofagos por 5 hs con LPS 250 ng/mL en presencia o ausencia de ATP 5 mM y AgB (1, 10y 20
ug/mL) segun lo detallado en la seccién de materiales 3.10.. Se muestra, a modo de ejemplo, el resultado del
agregado de AgB en conjunto con ATP, obteniendo un resultado similar cuando el AgB se agregd en conjunto con el
LPS. La determinacion de la viabilidad de los macréfagos se realizé mediante el ensayo de MTT en el cual se
determind la actividad mitocondrial a través de la medida de la absorbancia a 560 nm del formazan, producto
derivado de la reduccion del MTT. Se consideré como 100% la absorbancia a 560 nm de la condicién control
(macrofagos incubados con medio -M-) y se calculd el porcentaje relativo a dicha condicion para los triplicados
intraexperimento graficando el promedio + SEM.
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4.2.1. Ensayos utilizando LPS como agonista

En primer lugar se analizd el efecto del AgB sobre la respuesta de los macrofagos frente a un
estimulo inflamatorio como es el LPS. Para ello, los macréfagos THP-1 fueron incubados con
LPS 10 ng/mL en ausencia o presencia de AgB a diferentes concentraciones (1, 10, 20 ug/mL) y
se determinaron los niveles de las citoquinas IL-1B (Figura 14) e IL-6 (Figura 15) por ELISA en el
sobrenadante de cultivo.

En el panel 14A se muestra, a modo de ejemplo, el resultado del efecto del AgBs; sobre la
produccién de IL-1B en un experimento representativo de tres experimentos independientes
donde se ensayaron las muestras por triplicado. En primer lugar, se observa que el LPS a una
concentracion de 10 ng/mL, indujo un incremento en los niveles de la citoquina respecto a su
control (medio). Cuando se estimularon las células con LPS en presencia de AgB, se observo
una disminucidn en la secrecién de IL-1B con respecto a los niveles inducidos por LPS. Vale la
pena destacar que este efecto inhibidor se observo a pesar de que el AgBs/r a 20 pg/mL indujo
per se la secrecion de IL-1B, tal como se habia observado en los estudios anteriores (Figura 10).
En el panel 14B se presenta un experimento similar correspondiente al analisis del AgBa,,
donde también se observé que la incubacion de los macrdéfagos con LPS generd una respuesta
de IL-1B y en presencia AgBa; esa respuesta mostré una tendencia a disminuir, alcanzando a
ser significativa sélo cuando se utilizé el AgBs; a 10 pg/mL. Dado que no se observaron
diferencias en el tamafo de las particulas lipoproteicas entre el AgBs; y el AgBa; vy las dos
muestras de AgB mostraron efectos similares sobre los macréfagos (paneles 14A y 14B), se
realizd6 también el analisis del conjunto de los datos hallados con el AgBs: (tres experimentos)
y AgB41 (un experimento) con el fin de evaluar la reproducibilidad de los efectos observados en
experimentos independientes. En el grafico del panel 14C se muestra que la presencia del AgB
marcé una tendencia a una menor secreciéon de IL-1B inducida por LPS, en una forma
dependiente de la dosis, pero no llegd a ser significativa hecho que podria atribuirse a que
hubo una gran variacién en los valores absolutos de concentracion de IL-1B secretada entre
experimentos independientes. Esta variacion podria deberse a diferencias en la respuesta de
las células, por ejemplo por cambios a lo largo del subcultivo y/o errores inherentes a la
manipulacion incluyendo posibles diferencias en el nimero de células plagueadas por pozo.
Debido a esta variabilidad interexperimento los valores se normalizaron dentro de cada
experimento segun la respuesta del LPS. Considerando la respuesta de LPS como el 100%, se
calculd el nivel relativo a dicha respuesta para las muestras incubadas en conjunto con el AgBy
se graficd el promedio de los cuatro experimentos (panel 14D). Al realizar esta normalizacién,
se observo que el AgB a 10 y 20 pg/mL provocé una disminucion significativa en el nivel de IL-
1B inducido por el LPS.
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Figura 14: Efecto del AgB sobre la produccion de IL-1B inducida por LPS en macréfagos THP-1. Se incubaron
0.2x10° macrofagos por 24 hs con LPS 10 ng/mL en ausencia o presencia de AgB (1, 10 y 20 pug/mL) o con medio (M)
0 PBSgz como controles. Al finalizar la estimulacién, se midid la concentracién de IL-1B en el sobrenadante de cultivo
por ELISA. En A se muestra el resultado de los niveles de IL-1B (promedio + SEM de triplicados) obtenidos en un
experimento representativo de 3 experimentos independientes donde se analizé el efecto del AgBs;. En B se
muestran los niveles de IL-1B (promedio + SEM de triplicados) obtenidos en un Unico experimento utilizando el
AgB,;. En C se muestra el promedio + SEM de los niveles de IL-1B obtenidos a partir de cuatro experimentos
independientes utilizando el AgBg (tres experimentos) y el AgB,; (un experimento). En D se muestra el nivel de IL-
1B, relativo a la concentracién inducida por LPS (100%) para cada experimento, expresado como el promedio + SEM
de los cuatro experimentos independientes. El andlisis estadistico para A, B y C se realiz6 mediante ANOVA,
utilizando el post test de Tukey. Los asteriscos sefialan diferencia significativa del AgB a 20 ug/mL y del LPS a 10
ng/mL con sus controles (PBSgz y M respectivamente) mientras que los # sefialan diferencia significativa con el LPS.
En D se realizé la estadistica de la columna utilizando One sample T test y los asteriscos en este caso sefialan
diferencia respecto al valor hipotético de 100%. *(#) P<0.05, ** (##) P<0.01, *** (###f) P<0.001, **** (H###)
P<0.0001.
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Ademas, se analizd la produccion de IL-6 en los mismos sobrenadantes de cultivo (Figura 15).
En el panel 15A, al igual que en la Figura 14, se muestra el resultado de un Unico experimento
donde cada condicién fue analizada por triplicado utilizando el AgBs. En dicho experimento, el
LPS indujo la produccion de IL-6 y se observa que la presencia del AgBs durante el estimulo de
LPS disminuyd la produccidn de esta citoquina. En el panel 15B, se muestra el resultado del
mismo ensayo pero con el AgB,;, exponiendo una tendencia similar en la cual el AgBa;
disminuyd la secrecion de IL-6 inducida por LPS. Al igual que para el caso de IL-1B, al observar
tendencias similares, en el panel 15C, se graficd el resultado conjunto de cinco experimentos
independientes; tres con el AgBs/s y los restantes con el AgB,;, para poder realizar un analisis
estadistico. En el mencionado panel, se observa que a pesar de la produccién de IL-6 generada
por el AgB per se sobre macréfagos, la lipoproteina a las concentraciones de 1, 10 y 20 pg/mL
interfiere con la secreciéon de IL-6 inducida por el LPS, disminuyendo significativamente los
niveles de la citoquina en el sobrenadante. En el panel 15D se presenta el grafico de IL-6
relativa (%) a la respuesta al LPS, en donde se mantuvieron los efectos observados en 15C.
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Figura 15: Efecto del AgB sobre la produccidon de IL-6 inducida por LPS en macréfagos THP-1. Se incubaron 0.2x10°
macrofagos por 24 hs con LPS 10 ng/mL en ausencia o presencia de AgB (1, 10 y 20 ug/mL) o con medio (M) o PBSgg
como controles. Al finalizar la estimulacidn, se midié la concentracidon de IL-6 en el sobrenadante de cultivo por
ELISA. En A se muestran los niveles de IL-6 (promedio + SEM de triplicados) obtenidos en un experimento
representativo de 3 experimentos independientes donde se analiz6 el efecto del AgBss. En B se muestra los niveles
de IL-6 (promedio + SEM de triplicados) correspondientes al analisis de un Unico experimento con el AgB,;. En C se
muestra el promedio + SEM de los niveles de IL-6 obtenidos a partir de cuatro experimentos independientes
utilizando el AgBg (tres experimentos) y el AgB,; (un experimento). En D se muestra el nivel de IL-6, relativo a la
concentracién inducida por LPS (100%) para cada experimento, expresado como el promedio + SEM de los cuatro
experimentos independientes. El analisis estadistico para A, By C se realizé mediante ANOVA, utilizando el post test
de Tukey. Los asteriscos sefialan diferencia significativa del AgB a 20 pg/mL y del LPS a 10 ng/mL con sus controles
(PBSgg Yy M respectivamente) mientras que los # sefialan diferencia significativa con el LPS. En D se realizé la
estadistica de la columna utilizando One sample T test y los asteriscos en este caso sefalan diferencia respecto al
valor hipotético de 100%., ** (##) P<0.01, *** (###) P<0.001, **** (####) P<0.0001

En adicién a la cuantificacion de los niveles de citoquinas en los sobrenadantes, se
determinaron los niveles de nitrito por el método de Griess con el fin de evaluar si el AgB es
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capaz de modular la producciéon de nitrito (NO,.) inducida por LPS. Sin embargo, los
macréfagos THP-1 no indujeron niveles significativos de NO,.en respuesta a la concentracion
de LPS utilizada; los niveles de NO,. fueron 1.09+1.88 [NO,.] uM y 3.21+0.83 [NO,.] uM en los
macréfagos THP-1 incubados con el control (medio) y con LPS, respectivamente. Por lo tanto,
en estas condiciones no resultd posible el andlisis de un efecto modulador por parte del AgB.
En estos ensayos, las preparaciones de AgB no indujeron per se la produccién de nitrito, ya que
los niveles de nitrito en las células incubadas con la lipoproteina a la concentracién de 20
pg/mL no fueron significativamente diferentes del control a pesar de mostrar cierta tendencia
a ser mayores (4.7212.61 [NO,.] uM).

4.2.2. Ensayo utilizando LPS + ATP como agonista

Dado que el AgB disminuyé la produccién de IL-1B inducida por el LPS (Figura 14),
consideramos pertinente realizar un ensayo con LPS y ATP de modo de intentar profundizar en
las sefiales intracelulares que el AgB podria afectar durante la sintesis de esta citoquina en los
macroéfagos. En particular, buscamos aportar informacién analizando si los efectos inhibitorios
sobre la produccion observada involucraron un efecto del AgB sobre las vias implicadas en el
“priming” inducido por el LPS o sobre la activacidon del inflamasoma. Para el ensayo, se
estimularon macréfagos THP-1 con LPS 250 ng/mL por 4 horas de forma de permitir la
transcripcién del gen de IL-1B. Finalizado este tiempo de estimulaciéon, se agregd ATP para
inducir la activacién del inflamasoma necesaria para la secrecion de la IL-1B al sobrenadante
de cultivo. El AgBa;, se agregd a dos concentraciones (1 y 10 pg/mL) en conjunto con el
estimulo de LPS o de ATP. El resultado de este experimento se muestra en la Figura 16.
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Figura 16: Efecto del AgB sobre la produccion de IL-1B inducida por LPS y ATP en macréfagos THP-1. Para inducir la
secrecion de IL-1B, se incubaron 0.2x10° macrdéfagos con LPS 250 ng/mL por 4 hs y posteriormente se adicioné ATP
5 mM. Como controles las células se incubaron con medio (M) o con PBSg. Luego de una hora, se recogid el
sobrenadante de cultivo y se determinaron los niveles de IL-1B por ELISA. Para evaluar el efecto del AgB, éste se
adiciond conjuntamente con el LPS o con el ATP tal como se esquematiza en la tabla. El grafico muestra el
promedio £ SEM de los niveles de IL-1B obtenidos a partir de tres experimentos independientes utilizando el AgB,;.
El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA, utilizando el post test de Tukey. Los asteriscos sefialan diferencia
significativa del LPS y LPS+ATP respecto a su control (M), mientras que los # sefialan diferencia significativa respecto
al LPS+ATP. * (#) P<0.05, ** (##) P<0.01, **** (####) P<0.0001.

Nuevamente se observd que LPS indujo una respuesta de IL-1B, pero al agregar ATP se observd
una tendencia a incrementar la producciéon de IL-1B respecto a la estimulacién con LPS
solamente. En relacion a los efectos del AgB, en forma similar a los resultados descriptos
anteriormente, la adicion del AgBa; junto con el LPS, mostré un efecto inhibitorio sobre la
produccién IL-1B que fue significativo solamente cuando se utilizd una concentraciéon de AgB
de 10 pg/mL. Por otro lado, cuando se agregd el AgB,; en conjunto con el ATP, a cualquiera de
las dos concentraciones ensayadas, los niveles de IL-1B se mantuvieron iguales, sugiriendo que
la actividad inhibitoria del AgB se observa sélo cuando se administra junto con el LPS y no
implicaria un efecto sobre las sefiales asociadas a la formacidn/actividad del inflamasoma.
Este resultado indica que el efecto del AgB sobre la produccién de la IL-1B por macréfagos
estaria ligado a una modulacidn de la primera sefial (priming).

4.2.3. Ensayos utilizando zymosdn como agonista

Al observar la modulacién generada por el AgB sobre la produccidn de citoquinas inducidas por
el LPS, realizamos ensayos similares con otro agonista de PRRs, con el fin de aportar a la

37



comprension de los mecanismos de accion del AgB sobre las células. El agonista de PRRs
utilizado fue el zymosan, material que contiene principalmente B-glucanos derivados de la
levadura Saccharomyces cerevisiae, y que es reconocido por receptores diferentes a los
involucrados en el reconocimiento de LPS por parte de la célula. Para determinar la
concentracién dptima de zymosan, que nos permitiera estudiar la posible modulacién mediada
por el AgB, se estimularon macréfagos THP-1 con diferentes concentraciones de zymosdan
(0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 1 mg/mL) por 24 horas y luego se midié la concentracién de las
citoquinas IL-1B e IL-6 en el sobrenadante de cultivo. El resultado de este ensayo se muestra
en la Figura 17, donde se observa que el zymosdn indujo la secrecion de forma dosis
dependiente de IL-1 (panel 17A) e IL-6 (panel 17B) por los macréfagos THP-1, observandose
saturacidon de las respuestas a una concentracién de 0.1 mg/mL. Tomando en cuenta este
resultado se eligid la concentracion 0.1 mg/mL de zymosan para realizar los ensayos con el
AgB, ya que ésta produjo una respuesta en los macréfagos de buena magnitud, en un rango
fuera de la saturacion, que nos permitiria evaluar los efectos reguladores del AgB.
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Figura 17: Efecto del zymosan sobre la produccion de IL-1B e IL-6 en macréfagos THP-1. Se incubaron 0.2x10°

macrdéfagos por 24 hs con diferentes concentraciones de zymosan (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 1 mg/mL) o con medio (M)
como control. Finalizada la estimulacion se recogio el sobrenadante de cultivo y se determinaron los niveles de IL-
1B (A) e IL-6 (B) por ELISA. Se muestra el promedio + SEM de los niveles de IL-1B e IL-6 obtenidos a partir de un
Unico experimento donde las muestras se analizaron por duplicado. El analisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA, utilizando el post test de Tukey, los asteriscos sefialan diferencia respecto al control (M). * P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001.

Asi, se incubaron los macréfagos THP-1 con zymosan 0.1 mg/mL en ausencia o presencia de
AgB,; a diferentes concentraciones (1, 10 y 20 ug/mL) y se midieron los niveles de citoquinas
IL-1B e IL-6 en el sobrenadante de cultivo. En las Figuras 18 y 19 se expone el resultado de
dicho ensayo. En el panel 18A se muestran los niveles de IL-1p secretados por macréfagos THP-
1y se observa que el zymosan a 0.1 mg/mL indujo un aumento significativo en la secrecién de
esta citoquina en comparacién con el medio (control). Por otra parte, cuando se agregé el
AgBa; en conjunto con el zymosdan se observd una tendencia a la baja en los niveles de IL-1B
secretados, pero esta tendencia sélo llegd a ser significativa cuando se utilizé AgB a 20 pg/mL.
Del mismo modo que para los ensayos con LPS, los valores obtenidos entre experimento y
experimento fueron variables, posiblemente debido a diferencias en la respuesta celular y/o
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errores inherentes a la manipulacion (incluyendo en este caso que el estimulo es una
suspension y es probable un mayor error durante su administracion). Por tal motivo, también
se realizd la normalizacion segun el nivel de IL-1B inducido por el zymosan (100%) para cada
experimento y se graficd en B el valor promedio de IL-1f relativo a la concentracién inducida
por zymosan de los tres experimentos. Con esta normalizacidn se observa que el AgB a 10
pg/mL, produjo una reduccidn significativa en la secrecion de IL-1B inducida por zymosan.
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Figura 18: Efecto del AgB sobre la produccion de IL-1B inducida por zymosan en macréfagos THP-1. Se incubaron
0.2x10° macréfagos por 24 hs con zymosan 0.1 mg/mL en ausencia o presencia de AgB,; (1, 10 y 20 pg/mL) o con
medio (M) o PBSgz como controles. La concentracion de IL-1B se midié en el sobrenadante de cultivo por ELISA. En A
se muestra el promedio = SEM de los niveles de IL-1B obtenidos a partir de tres experimentos independientes. En B
se calculd el nivel de IL-1B relativo a la concentracién inducida por zymosan (100%) para cada experimento y se
muestra el promedio * SEM de los tres experimentos. El andlisis estadistico en A se realizé mediante ANOVA,
utilizando el post test de Dunnett; los asteriscos sefialan diferencia significativa del zymosan respecto al control de
My los # sefialan diferencia significativa con el zymosan. En B se realizé la estadistica de la columna utilizando One
sample T test y los asteriscos en este caso sefialan diferencia respecto al valor hipotético de 100%. * (#) P<0.05,
FREE (Hit) P<0.0001.

Al evaluar los efectos del AgB sobre la produccién de IL-6 inducida por el zymosan (Figura 19),
se observa en el panel 19A que el zymosan indujo la secrecion de IL-6 y que la presencia de
AgB pareceria disminuir los niveles de IL-6 inducidos por zymosan de forma dependiente de la
dosis. En 19B se muestra el grafico de los niveles de IL-6 secretados por los macréfagos,
expresados en forma relativa al valor de concentracién inducido por el zymosan (100%). En
este ultimo grafico se observa que el AgB inhibié significativamente la produccién de IL-6 con
cualquiera de las concentraciones ensayadas.
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Figura 19: Efecto del AgB sobre la producciéon de IL-6 inducida por zymosan en macréfagos THP-1. Se incubaron
0.2x10° células por 24 hs con zymosan 0.1 mg/mL en ausencia o presencia de AgB (1, 10 y 20 ug/mL) o con medio
(M) o PBSggz como controles. La concentracion de IL-6 fue medida en el sobrenadante de cultivo por ELISA. En A se
muestra el promedio + SEM de los niveles de IL-6 obtenidos a partir de tres experimentos independientes. En B se
calculé el nivel de IL-6 relativo a la concentracion inducida por zymosan (100%) para cada experimento y se muestra
el promedio = SEM de los tres experimentos. El analisis estadistico en A se realiz6 mediante ANOVA, utilizando el
post test de Dunnett, los asteriscos sefialan diferencia significativa del zymosan respecto al control (M). No se
encontrd diferencia significativa entre el AgB a 20 pg/mL y su control (PBSgg) ni entre los niveles inducidos por el
zymosan en presencia y ausencia del AgB. En B se realizé la estadistica de la columna utilizando el One sample T test
y los asteriscos en este caso sefalan diferencia respecto al valor hipotético de 100%. * P<0.05, ** P<0.01, ***
P<0.001, **** p<0.0001.

Finalmente, también se determinaron los niveles de nitrito por el método de Griess para
valorar si en estas condiciones el zymosan generd una respuesta de oxido nitrico. No se
detectaron niveles de nitrito en el sobrenadante por lo que con este agonista tampoco fue
factible analizar efectos del sobre esta respuesta.
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5. Discusion

Esta tesina de grado buscd ahondar en las funciones moduladoras del AgB del parasito
Echinococcus granulosus sobre células de la inmunidad innata. En particular se enfocé en el
trabajo con macroéfagos, células que consideramos importantes porque residen en los tejidos y
son claves en el inicio de la inmunidad innata y el desarrollo de la inflamacidn que contribuye a
la eliminacidn de patdgenos. Ademas los macrdéfagos participan en los mecanismos de
reparacion tisular desencadenados luego de la eliminacidn del patdégeno, mecanismos
fundamentales que garantizan la homeostasis del tejido.

El primer objetivo especifico de esta tesina fue obtener preparaciones del AgB en su forma
nativa optimizando la metodologia de purificacidn disefiada en nuestro laboratorio, para que
permita el analisis de los efectos de esta lipoproteina sobre células inmunes. Es importante
destacar la dificultad que conlleva este objetivo. En primer lugar, el material parasitario es
seleccionado y colectado en mataderos del Uruguay, por lo que no podemos controlar con
rigurosidad el tiempo y la temperatura a la que quedan expuestas las visceras durante todo su
procesamiento. En segundo lugar, si bien el AgB es la lipoproteina del LH que el parasito
produce en forma mayoritaria, su abundancia relativa es baja al considerar la albimina e
inmunoglobulinas del hospedero que estdn presentes en el LH; esto se verifica en el analisis
por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas durante la purificacion del AgB (Figura 7). Por tal
motivo se deben emplear grandes volimenes de LH (minimo 1L) para cada ronda de
purificacién lo cual dificulta el trabajo practico considerando que no es posible realizar pasos
sencillos de concentracion de la muestra, por ejemplo por precipitacion, ya que contribuirian a
la agregacién de las lipoproteinas. A su vez, la metodologia de purificacidon del AgB se realiza
en varias etapas, que se extienden a lo largo de varios dias de trabajo, lo que aumenta las
posibles pérdidas de la lipoproteina en cada paso, asi como también el riesgo de
contaminacion, en particular durante los primeros pasos en los que se procesa el LH crudo. En
las purificaciones realizadas durante este trabajo se obtuvieron entre 2.7 y 6.1 mg de AgB por
litro de LH, cantidades que resultaron suficientes para poder realizar los estudios propuestos
en esta tesis. En adicién a las dificultades inherentes a la purificacién del AgB a partir de LH, la
vida util del AgB es limitada debido a su naturaleza lipoproteica que favorece su oxidacién y
consecuente agregacion®. Asi, su almacenamiento debe hacerse en frascos de vidrio y en
condiciones que inhiban la oxidacion incluyendo atmodsfera de N, y la presencia de
antioxidantes como el EDTA y el BHT. Auln llevando a cabo estos cuidados se observa que con
el tiempo (entre dos y tres meses en nuestra experiencia) las preparaciones de AgB muestran
la formaciéon de agregados. A diferencia del trabajo con proteinas, en este caso no es
recomendable congelar las lipoproteinas ya que esto produce alteraciones en la organizacion
de la particula y se puede perder su estructura nativa. Todos los motivos que se describieron
dan cuenta del desafio que representa abordar un estudio funcional del AgB, que implica
obtenerlo en su forma nativa. Vale destacar entonces la importancia de este objetivo ya que si
bien este componente del pardsito se ha caracterizado en forma extensiva en relacién con su
uso para el inmunodiagndstico, no se conoce cudl es la funcion de esta lipoproteina en la
biologia de E. granulosus.
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Uno de los objetivos de este trabajo fue la optimizacién de la metodologia de purificacion del
AgB nativo para obtener preparaciones aptas para realizar ensayos funcionales con
macrofagos. Esto fue necesario dada la imposibilidad de obtener actualmente el AgB en base a
la cromatografia de inmunoafinidad con el mAb EB7 (AgB inmunopurificado). Por tal motivo,
en este trabajo se buscé introducir modificaciones en el proceso de purificacién alternativo
desarrollado por nuestro grupo que mejoraran la calidad de las preparaciones (disminuir la
presencia de agregados o contaminantes), ya que éstas no reprodujeron los resultados
anteriores obtenidos con el AgB inmunopurificado. El método basico de purificacién del AgB
consistio en realizar una cromatografia de intercambio anidnico sobre Q-Sefarosa seguida de
tres rondas de ultracentrifugacién bajo un gradiente de densidad (KBr). Mediante la
cromatografia de intercambio anidnico sobre Q-Sefarosa se logra remover la mayoria de la
albumina e inmunoglobulinas derivadas del hospedero y concentrar el AgB, purificdndolo
parcialmente, tal como lo describe Gonzalez et al.* y como logramos reproducir en este
trabajo (Figura 7). La ultracentrifugacidn en gradiente de KBr se utilizé6 como segundo paso en
la purificacidon del AgB ya que es un método ampliamente utilizado para la purificacién de
lipoproteinas®. Luego de la ultracentrifugacion, el AgB aparece en la fraccién Ld;, mientras que
el resto de las proteinas de la fraccion QS+ se encuentran en la Hd;. Tal como se muestra en los
resultados (Figura 7B), luego de varias ultracentrifugaciones sucesivas se logré obtener
preparaciones de AgB de alta pureza (teniendo en cuenta el contenido proteico) y, como ya se
menciond, en cantidades adecuadas para los estudios propuestos.

Se plantearon varias hipétesis para explicar las diferencias observadas entre los efectos
biolégicos del AgB obtenido por distintos métodos. En primer lugar, el uso del mAb EB7 podria
sesgar la purificacion hacia la obtencién de preparados de AgB enriquecidos en la
apoliproteina AgB8/1. Sin embargo, el andlisis de la composicidn proteica del AgB obtenido por
el método alternativo mostré una abundancia de AgB8-1 del 92.2%" lo cual sugiere que
independientemente de la metodologia de purificacion utilizada, el AgB8/1 es la
apolipoproteina predominante. En segundo lugar, se planted que podrian existir diferencias en
el tamafio de las particulas lipoproteicas obtenidas por los diferentes métodos dado que para
la obtencidon del AgB inmunopurificado se realizaron pasos de filtracion por 0,45 um que
fueron omitidos en el protocolo de purificacion basado en la ultracentrifugacién para evitar
eventuales pérdidas del AgB por adsorcidn a los filtros. Esta hipdtesis parecid razonable
porque conocemos que dada la naturaleza lipoproteica, el AgB incluye particulas de tamafios
diversos (entre 200 y 400 kDa segun la caracterizacion del AgB inmunopurificado®). En este
sentido, las diferencias en los tamafios de las particulas reflejan probablemente una diferencia
en la composicién de la lipoproteina. Asi, las particulas de mayor tamafio podrian presentar
una mayor abundancia de los componentes tanto proteicos como los lipidicos, exponiendo
diferente cantidad y/o calidad de moléculas en su superficie que llevaran a desencadenar
diferentes sefiales sobre células de la inmunidad innata. En particular, una mayor cantidad de
las apolipoproteinas expuestas en su superficie podrian favorecer interacciones de mayor
avidez con las células, influenciando el tipo de respuesta celular inducida. Por otro lado, el
mayor tamafio podria reflejar fendmenos de agregacidn secundarios a modificaciones
oxidativas de los lipidos y/o apolipoproteinas que tendrian influencia sobre los tipos de
interacciones lipoproteina-célula que se establecerian. Siguiendo este razonamiento fue que se
purificé el AgBs/y el AgBs, reintroduciendo en la metodologia de purificacidn de éste ultimo el
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filtrado del LH por filtros de 0.45 um, como paso previo a la cromatografia de intercambio
anidnico. El anadlisis por DLS (Figuras 8 y 9) revelé que no existen diferencias significativas en
los tamafios del Ry de las particulas entre el AgBs y el AgBe. Tomando como parametro la
intensidad de la luz dispersada (ver Figura 8) se observd que ambas preparaciones tenian un
perfil polidisperso similar con dos poblaciones mayoritarias, una de 5.75+0.03 nm que
corresponde al tamafio esperado de acuerdo al tamafio molecular® y la densidad®® reportadas
y otra mucho mayor de Ry=142.4+16.82 nm para el AgBs;y de Ry=151.06+£10.33 para el AgB;.
Ademads, como fue mostrado en la Figura 9, se observé que la mayoria de las particulas en
ambas muestras (98% del volumen) poseian un Ry de 5.7 nm, siendo practicamente
insignificante la proporcidn de particulas de mayor tamafio. Los tamafios hallados en ambas
preparaciones de AgB coinciden con los datos obtenidos previamente para el AgB
inmunopurificado® siendo el perfil polidisperso una caracteristica atribuible a las lipoproteinas
dado que es posible que las particulas difieran en el contenido de lipidos y/o que exista cierto
grado de agregacion. En cualquiera de los casos el paso de filtrado no cambié
significativamente el tamafio de las particulas de AgB obtenidas. En paralelo al andlisis por DLS,
se estudié la capacidad de las preparaciones de AgB de inducir per se la produccién de IL-1B e
IL-6 en macréfagos THP-1. Como fue mostrado en la Figura 10, tanto el AgBs;s como el AgB;
indujeron la produccion de IL-18 en macréfagos. Para el caso de IL-6, el analisis estadistico no
llegd a mostrar una diferencia significativa respecto al control de PBSg, aunque para ambas
preparaciones de AgB a 10 y 20 pg/mL se visualizé una tendencia a un aumento. En resumen,
los resultados mostraron que los tamafios encontrados en las preparaciones de AgBs;: y AgBs
fueron similares entre si y a los previamente hallados con el AgB inmunopurificado, y ademas
ambas preparaciones de AgBs, y AgBg indujeron la produccién de citoquinas proinflamatorias
en igual medida. Por lo tanto, el conjunto de datos obtenidos mostré que no resulté ser cierta
la idea que el tamafio de las lipoproteinas podria explicar las diferencias en los efectos
bioldgicos del AgB purificado por distintos métodos (inmunoafinidad versus
ultracentrifugacion).

Al no encontrar diferencias significativas en el tamafio de las particulas entre el AgBs/ y AgB;ry
dado que la respuesta inducida para las citoquinas proinflamatorias no fue distinta entre las
preparaciones, se optd por eliminar el paso de filtracidn. La filtraciéon del LH fue un proceso
lento y dificultoso al verse tapados los filtros continuamente, constituyendo un paso adicional
que podria contribuir a las pérdidas de AgB por adsorcion a los filtros. Ademads, este paso
podria propiciar el crecimiento bacteriano (si existieran bacterias en el LH) ya que a pesar de
que fue realizado bajo flujo laminar, es un procedimiento que llevd varias horas de
manipulacién a temperatura ambiente consecuencia del gran volumen de LH; de partida.

La segunda hipdtesis que nos planteamos al observar los niveles de citoquinas
proinflamatorias inducidas por el AgB purificado por ultracentrifugacién, fue que las muestras
contenian PAMPs derivados de contaminacidon bacteriana, como ser LPS. Apuntando a
disminuir el desarrollo bacteriano y en consecuencia el nivel de PAMPs derivados de éste, se
adiciond AbAm. En una primera instancia se adicioné en el proceso de purificacion a partir de
la fraccion QS+ (purificacidon del AgBa1) y luego desde el comienzo del proceso de purificacion
(purificacion del AgB,,). El andlisis por DLS para el AgB,; y AgBa, mostrd tamarios de particulas
similares a los obtenidos previamente, con la mayoria del volumen de la muestra presentando
un Ry de 5.75 nm para ambas muestras (ver tabla 1). El estudio de la induccién de la
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produccién de las citoquinas IL-1B e IL-6 por el AgB,; y AgBa, en macrofagos reveld una
respuesta dependiente de la dosis de AgB para ambas preparaciones, pero esta parecid ser
menor en el caso del AgB,, ya que esta preparacidn no indujo la secrecidon de IL-6. Es
importante destacar que la capacidad de las diferentes preparaciones de AgB de inducir la
secrecién de citoquinas proinflamatorias por los macréfagos no pudo ser analizada en un
mismo experimento debido a que, como fue previamente mencionado, el AgB tiende a
oxidarse y agregarse con el tiempo vy las diferentes preparaciones se obtuvieron a lo largo de
varios meses de trabajo con un desfasaje significativo considerando la vida util del AgB. Por
tanto, para comparar las distintas preparaciones de AgB en términos de su capacidad para
inducir la secrecién de citoquinas, independizdndonos de la variacién en la respuesta de los
macréfagos entre un experimento y otro, se normalizd la respuesta celular tomando como
referencia al LPS. En la Tabla 2 se muestra la concentracién de IL-1f e IL-6 inducida por todas
las preparaciones de AgB obtenidas a 10 pg/mL o por el LPS a 10 ng/ml, asi como también el
valor del cociente entre esas dos respuestas que se tomé como un indice de la actividad
normalizada.

Tabla 2. Respuesta de citoquinas inducida por las preparaciones del AgB y por el LPS

AgBg/¢ AgBa1 AgBa,
AgB 10 pg/mL 2314.1 874.2 93.3
(1L-1B] pg/mL LPS 10 ng/mL 2235,4 1528.1 1368,9
indice 3 AgB/LPS 0.659 0.572 0.068
AgB 10 pg/mL 1320.8 249.5 0
[1L-6] pg/mL LPS 10 ng/mL 6008,3 9885.9 2638,6
indice ¢ AgB/LPS 0.220 0.025 0

Como se observa en la Tabla 2, los cocientes de AgB/LPS disminuyen notablemente en las
preparaciones donde se adiciondé AbAm durante el proceso de purificacién, con una
disminucién auin mayor en el AgB,,, sugiriendo que la adicidon del AbAm durante el protocolo
de purificacidn contribuyé a disminuir la carga bacteriana y por ende la presencia de PAMPs
(posiblemente endotoxina) en las diferentes muestras. De acuerdo con este resultado se
realizd el analisis de presencia de endotoxinas por LAL al AgBa, (a la concentracion de 10
pg/mL) obteniendo un resultado positivo, lo que quiere decir que en la muestra analizada
existe un nivel de LPS mayor al aceptable para el trabajo con macréfagos (<0.01 ng/mL).
Considerando que el resultado fue positivo para esta muestra de AgB que fue la que indujo
menores niveles de citoquinas proinflamatorias, es altamente probable que el AgB obtenido en
las purificaciones previas AgBs;, AgB: y AgBa; también diera un resultado positivo (no fue
posible/razonable practicar este analisis a todas muestras de AgB obtenidas por el costo del
ensayo). Vale la pena mencionar que la remocidn del LPS mediante el uso de polimixina B® no
es un método practicable en este caso, ya que en nuestro grupo se ha observado que el AgB se
une fuertemente a la polimixina B, siendo muy dificil su elucién aidn a valores de pH muy bajos
(Maite Folle, Catedra de Inmunologia, comunicacién personal). Esta observacién indica una
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posible similitud estructural entre motivos moleculares presentes en el AgB y el lipido A del
LPS, con el cual interacciona la polimixina B®, razén por la cual podriamos cuestionarnos si el
resultado positivo obtenido en el ensayo del LAL se debe a la presencia de LPS o a una
actividad que pueda estar imitando el AgB dada su similitud estructural con el LPS. En este
sentido es importante destacar que el ensayo del LAL detecta la presencia de LPS a través de
su uniodn al factor C presente en la superficie de los hematocitos de Limulus amebocyte, con la
consecuente activacidon de una cascada de coagulacidén que produce la transformacién de la
proteina soluble coaguldgeno a su forma insoluble coagulina, producto final detectado en el
ensayo®. Existe evidencia que muestra que la activacién de la cascada de la coagulacion

requiere de la unién del factor C al lipido A del LPS por lo que el AgB podria imitar esta
interaccion produciendo un resultado falso positivo. Si bien ésta seria una posibilidad, es un
hecho que el agregado de AbAm disminuyé la actividad inmunoestimuladora de las
preparaciones de AgB, especialmente en el AgB,, que fue obtenido cuando se adiciond el
AbAm en el primer paso de la purificacion. Por tanto, estos resultados hacen mas probable la
hipdtesis de que el material parasitario de partida (LH) contiene niveles significativos de
bacterias que son la fuente principal de contaminacion. Asi el agregado de AbAm en el primer
paso de la purificacién favorece la eliminacion de la posible carga bacteriana, pero es posible
que exista cierta retencion de componentes bacterianos en la muestra (incluyendo las

endotoxinas) que podrian ser responsables de la actividad LAL detectada.

A pesar de la actividad proinflamatoria inducida por el AgB en macréfagos igualmente se
analizaron los efectos de la lipoproteina sobre la respuesta de citoquinas de estas células
estimuladas con agonistas de PRRs. El primer agonista ensayado fue el LPS de E. coli. Este
ligando interacciona con el TLR-4 y desencadena una via de sefializacion intracelular con
cascadas de fosforilacion que culminan en la degradaciéon del inhibidor del factor NFkB,
conduciendo por tanto a la liberacién de este factor de transcripcion, su translocacion al
nucleo y la activacion de la expresion de los genes que codifican un conjunto de mediadores
inflamatorios incluyendo las citoquinas IL-1B e IL-6%. Como se describié en los resultados
(Figuras 14 y 15), el AgB inhibid la secrecidn de IL-1B e IL-6 inducidas por LPS en macréfagos,
indicando que su presencia interfirié con la produccion de dichas citoquinas proinflamatorias,
y esto se observd a pesar de la actividad estimuladora mostrada por las preparaciones. Vale la
pena mencionar que esta actividad estimuladora podria explicar que la inhibicién provocada
por el AgB no siempre mostrara un efecto dependiente de la dosis.

Un hecho a tener en cuenta al intentar comprender el mecanismo de accidon del AgB, es el
mecanismo de secrecién de las citoquinas estudiadas. Mientras que la IL-6 es secretada por el
mecanismo celular convencional que involucra el transporte a través del aparato de Golgi y
finaliza en exocitosis”®, la secrecion de IL-1B depende de la activacién de un complejo
macromolecular llamado inflamasoma. Tal como se introdujo en la seccién 1.3., la secrecién de
la IL-1B requiere de dos sefiales. En primer lugar el priming mediado por la sefializacién via un
TLR (en nuestros experimentos el TLR4 que reconoce especificamente el LPS), que induce la
transcripcién del ARNm de la IL-1B y del NLRP3 asi como también modificaciones post-
traduccionales en este receptor y en la proteina ASC asociada a la formacién del
inflamasoma®®. Esta primera sefial termina con la generacién de un producto inactivo
denominado pro-IL-1B que carece de un péptido sefial en la secuencia aminoacidica que dirija
su secrecion, por lo que permanece en el citosol. En segundo lugar, el reconocimiento de una
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“sefal de alerta o dafio™ que active el inflamasoma y conduzca a la activacién de la caspasa-1
la cual realiza el corte proteolitico necesario para la maduracién de la IL-1B y su secrecidn. Es
importante aclarar que si bien estas dos sefales son necesarias para la secrecién de IL-1B, se
ha descrito que en los macréfagos THP-1, la primera sefial derivaria en la generacién de
productos que actian como segunda sefial, por lo cual hay activaciéon del inflamasoma vy

87172 De todas formas, en esta linea

secrecién de IL-1B ante el estimulo de LPS solamente
celular, la estimulacién por una segunda sefial (por ejemplo ATP) amplifica la produccién de IL-
1B”%. Asi, buscando comprender si el efecto del AgB sobre la secrecién de IL-1B inducida por
LPS en los macrofagos involucra interferencia a nivel de la primera o segunda seial, realizamos
ensayos con LPS y ATP. En estos ensayos se realizd el priming con LPS para inducir la expresion
del gen de IL-1B y luego se agregd ATP para activar mas eficientemente el inflamasoma. Tal
como se mostré en los resultados (Figura 16), el AgB moduld la secrecion de IL-1B cuando se
adiciond junto con el LPS, pero no cuando se agregd junto con el ATP, sugiriendo que el
mecanismo de modulacidn de la secrecién de IL-1B por el AgB involucraria una interferencia a
nivel del priming con LPS y no involucraria una inhibicién en el ensamblado y/o actividad del
inflamasoma. Considerando que el AgB también inhibid la secrecidn de IL-6 inducida por LPS,
seria factible que el AgB interfiera a nivel de la cascada de sefializacién inducida por el LPS. De
todas maneras no es posible descartar que el AgB afecte mecanismos celulares mas generales,
gue repercutan sobre la estabilidad y/o traduccidn de los ARNm de estas citoquinas o sobre la

estabilidad y degradacién de las propias citoquinas.

Otra alternativa para explicar los efectos modulatorios del AgB es que actue inhibiendo la
secreciéon de citoquinas inducidas por LPS a través de la captura de la endotoxina por su
porcién lipidica. Diversos autores han reportado que las lipoproteinas plasmaticas unen LPS,

7373 Esta unién del LPS a las

siendo la HDL la lipoproteina a la cual se une en forma mayoritaria
lipoproteinas se ha relacionado con una modulacidén de la respuesta al LPS en diversos
modelos. Por un lado se reportd que la incubacién del LPS con suero normal de conejo produjo
una disminucion de la densidad del LPS (que se atribuyd a una interaccién con las
lipoproteinas), y que la inyeccién intravenosa de este LPS de menor densidad en conejos
provocé menor actividad pirogénica, neutropenia y letalidad, respecto al LPS nativo’®. También
se ha observado que el LPS unido a lipoproteinas es de 20 a 1000 veces menos eficiente en
inducir la respuesta de IL-1 e IL-6 en monocitos/macréfagos con respecto al LPS libre™.
Ademas, en un modelo in vitro, la produccién de IL-1 inducida por LPS en monocitos humanos
se inhibié en presencia de lipoproteinas plasmaticas’’. Mas aun, utilizando la linea celular
HEK293 transfectada con un pldsmido reportero de TLR4 se observd una disminucidn en la
actividad proinflamatoria mediada por TLR-4 al preincubar el LPS con las lipoproteinas
plasmaticas’®. Por tanto, si el AgB también fuera capaz de unir el LPS, este mecanismo podria
explicar la disminucidn en la produccidn de citoquinas inducida por LPS.

Una forma de aportar datos para dilucidar el mecanismo de accién del AgB fue examinar si
tiene capacidad de modular la respuesta de citoquinas inducida por otro agonista de los
receptores TLRs en macréfagos; esto apoyaria la idea de que los efectos moduladores del AgB
son producto de una accidn directa sobre la sefializacidn via TLRs en los macréfagos. Con este
propdsito se eligié como agonista de PRRs el zymosan, (particulas derivadas de la pared de
Saccharomyces cerevisiae), que es reconocido por el dimero de receptores TLR-2/TLR-6 y por el

79,80
1

receptor tipo lectina llamado Dectina- . Ademas, se eligio el zymosan porque es un
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material particulado de tamafio aproximadamente 1000 veces mayor que el AgB, y rico en
motivos hidrofilicos como ser B-1-3 glucanos (polimeros de glucosa), por lo cual en este caso
no resultaria factible que el AgB pudiera secuestrar el zymosan evitando su interaccién con los
macrofagos. Tal como se mostrd en las Figuras 18 y 19, se observd que el AgB inhibid Ila
produccién de las citoquinas IL-1f e IL-6 por macrdfagos estimulados con zymosan. De acuerdo
con este resultado es razonable plantear que el AgB tiene capacidad para interferir con la
activacion de los macréfagos inducida por algunos PRRs, que incluirian al menos receptores
TLRs de membrana plasmatica (TLR4 y posiblemente el TLR-2/TLR-6).

Los resultados obtenidos muestran cierta similitud con los resultados descriptos por Rigano et
al.¥”, quienes mostraron un efecto inmunomodulador del AgB frente a la estimulacién con LPS
de DCs que, al igual que los macrdéfagos, son células innatas de origen mieloide. Por un lado
Rigano et al.*” sugirieron que el AgB podria interactuar con las DCs a través de TLRs ya que el
AgB, al igual que el LPS, aumentd la fosforilacidn del factor IRAK y la activacidn del factor NFkB.
Sin embargo su hipédtesis implica que la interaccion del AgB con el TLR-4 desencadenaria
efectos diferentes a los generados por la unién del LPS, ya que las DCs estimuladas con el AgB
aumentaron la expresion del marcador de maduracién CD83 y la expresién de la molécula
coestimuladora CD40, pero no la expresiéon de otras moléculas coestimuladoras como CD86,
CD80 y HLA-DR. Ademas, el fenotipo de DCs inducido por el AgB produjo bajos niveles de
citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-12p70) y fue capaz de promover un perfil de
activacion del tipo Th2. Considerando la posible similitud estructural del AgB con el LPS,
sugerida por la interaccidn con la polimixina B, no es ildgico plantear que el AgB pueda
interaccionar con el TLR-4, aunque en una forma diferente que el LPS, de modo de conducir a
eventos de transduccién de sefiales distintas que expliquen los efectos observados sobre la
disminucién de secrecidn de citoquinas estudiadas. En caso que el AgB interactie con las
células a través del TLR-4, los resultados obtenidos con el zymosdn podrian explicarse si la
sefializacion a través del TLR-4 genera una interferencia con la sefal transducida por la unidn
del zymosan al heterodimero TLR2/6. Alternativamente, si el AgB no interactta con las células
a través de TLRs (TLR-4), es posible plantear que la unién del AgB al macréfago activa una via
de sefalizacidon que interfiere con las vias transducidas por TLRs, incluyendo al TLR-4 vy al
heterodimero TLR-2/6. Esto seria factible porque ambos receptores TLR-2/6 y TLR-4 utilizan la
molécula adaptadora Myd88 para la transduccién de la sefial desencadenada por TLRs®, lo
cual significa que comparten mecanismos de sefializacién ligados a la activacién del factor
NFkB con la consecuente expresion de los genes de IL-1f3 e IL-6.

Por otra parte si bien estudios en nuestro grupo han demostrado la unién del AgB con los
macrdfagos con una constante de disociacién (Kd) de 3x10”7 M* no fue posible identificar un
receptor o el tipo de interaccion que se establecié. Buscando receptores candidatos que
medien efectos moduladores y a la vez cumplan la funcién de adquirir lipidos esenciales para
el pardsito, es légico plantear que el AgB interaccione con receptores celulares utilizados por
las lipoproteinas plasmaticas del hospedero. Esta posibilidad ademas se apoya en resultados
de nuestro grupo que mostraron que la unién del AgB a monocitos es inhibida en presencia de
la lipoproteina de baja densidad (LDL) y la HDL™. Un dato relevante en este sentido es que las
HDL de mamiferos interaccionan con receptores celulares, incluyendo ABCA1, a través de los
cuales estimulan el eflujo de colesterol y activan la via de sefializacién de Jak2/STAT3 con
efectos antiinflamatorios en los macréfagos®. También se ha reportado que la interaccidon de
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la HDL con el receptor scavenger de clase B, tipo | (SR-BI) en macréfagos THP-1 disminuyé los
niveles de citoquinas inducidos por el LPS (TNF-a e IL-6) a través de una disminucién en la
actividad del factor NFkB®. Es asi que, acorde al modelo estructural propuesto para el AgB en
el cual adquiriria una estructura similar a la HDL;", esta lipoproteina parasitaria podria
interactuar de la misma forma que la HDL con el receptor ABCA1 o con el SR-Bl y de esta forma
explicar los efectos moduladores de la inflamacién frente a la estimulaciéon con LPS y zymosan
observados en este trabajo. Finalmente, otro mecanismo de inmunomodulaciéon que ha sido
descripto para las lipoproteinas plasmdticas y que podria estar involucrado en los efectos del
AgB es la alteracidn por parte de lipoproteinas de los lipid rafts como consecuencia de la toma

¥, Este robo del colesterol de membrana afectaria las vias de transduccién de

de colestero
sefiales y por tanto la activacion celular®. Una vez mas, el AgB podria también ser capaz de
interactuar de dicha forma con las células innatas, provocando una disminucidén en Ia
sefializacion compatible con la disminucién observada de la produccién de IL-B e IL-6.
Recientemente se ha descrito la existencia de vias de coordinacién entre las funciones
metabdlicas e inmunolégicas que aseguran la homeostasis celular, desafiada por cambios en
las condiciones del medio externo, incluyendo la presencia de patégenos®. La lipoproteina
parasitaria podria de este modo tomar lipidos esenciales desde las células del hospedero para
el parasito y al mismo tiempo influenciar el fenotipo de las células inmunes en el contexto de

la infeccidén, llevando a la regulacién de la respuesta inmune local.
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6. Conclusiones y perspectivas

El primer objetivo de este trabajo fue la optimizacién de la metodologia de purificacién del AgB
nativo para obtener preparaciones aptas para realizar ensayos funcionales con macréfagos. En
este sentido, las dos modificaciones llevadas a cabo fueron el paso de filtrado del LH vy el
agregado de AbAm durante la purificacion. El paso de filtrado no tuvo efectos sobre el tamaiio
de las particulas lipoproteicas de AgB ni modificé la respuesta de citoquinas inducida por el
AgB per se, por lo tanto podemos concluir que este paso no contribuyé a mejorar las
preparaciones del AgB para llevar a cabo los estudios funcionales. Por otra parte, el agregado
de AbAm constituyé una modificacién que disminuyd los niveles de citoquinas inducidos por el
AgB per se, revelando de esta forma una posible presencia de contaminantes bacterianos en el
material de partida. Si bien esta modificacion mejoré la calidad de las preparaciones de AgB
obtenidas y nos permitié estudiar los efectos de la lipoproteina sobre la funcionalidad de los
macrofagos, no fue posible anular por completo la actividad proinflamatoria sobre macréfagos
encontrada en las preparaciones del AgB nativo. A pesar de que el trabajo demuestra que la
contaminacion bacteriana del material parasitario es un factor decisivo en la calidad final de
las preparaciones de AgB nativo purificadas a partir de LH, resulta importante corroborar que
las actividades proinflamatorias remanentes en el AgB no son efectos intrinsecos del AgB sino
que se trata de contaminacién por LPS u otros PAMPs. Para ello y como perspectiva a futuro,
en el grupo se estan llevando adelante dos desarrollos. Por un lado, se esta expresando en
forma recombinante la subunidad AgB8/1 (rAgB8/1) en un sistema de expresidon eucariota.
Asumiendo que las apolipoproteinas del AgB pueden reproducir las interacciones con los
macrofagos™, serd util establecer si la rAgB8/1 induce una respuesta de citoquinas en los
macréfagos, ya que no se esperaria tener contaminacion con PAMPs en esta preparacion.
También seria informativo realizar el ensayo de LAL a la preparacidn (y a preparaciones de
otras proteinas recombinantes expresadas con el mismo sistema como control) para
establecer si las apolipoproteinas del AgB son capaces de reproducir las interacciones del LPS
responsables de la actividad en el ensayo LAL. La expresidn de la rAgB8/1 en células de insecto
aportara un reactivo muy valioso mads alld de que no debemos prescindir del estudio del AgB
en su forma nativa. Por otro lado, apuntando a mejorar la metolodologia de purificacion del
AgB nativo se estd trabajando en colaboracidn con el Dr. G. Gonzalez para generar anticuerpos
monodominio de llama especificos para el AgB. De esta forma, se espera lograr en un futuro
proximo reproducir el método de purificacidn basado en la cromatografia de inmunoafinidad.

En cuanto al segundo objetivo de este trabajo, hemos determinado que la presencia de AgB
durante la estimulacion de macréfagos con diferentes agonistas de PRRs, en particular con LPS,
LPS+ATP y zymosdan, disminuyd la produccion de las citoquinas proinflamatorias IL-1B e IL-6
inducidas por estos agonistas. Como perspectiva, seria interesante estudiar la capacidad de
unién y los efectos del AgB sobre alguna linea celular knockout para al receptor TLR-4, de
forma de dilucidar si la lipoproteina parasitaria efectivamente puede utilizar este receptor
desencadenando efectos moduladores en células mieloides. Ademds, considerando Ila
complejidad estructural y composicional del AgB nativo, resulta de interés establecer si es el
componente proteico, el lipido o la suma de ambos, los motivos moleculares asociados a los
efectos inmunorreguladores del AgB nativo sobre de la secrecion de citoquinas
proinflamatorias. Esta pregunta serd posible de abordar en estudios donde se comparen los
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efectos del AgB nativo con aquellos provocados eventualmente por la rAgB8-1 o por los lipidos
purificados a partir de la lipoproteina nativa mediante la extraccién con solventes orgdnicos.
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