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El antigeno B (EgAgB) es una lipoproteina presente en la larva del parasito cestodo
Echinococcus granulosus, agente causante de la zoonosis conocida como hidatidosis,
enfermedad endémica en nuestra regién. Esta proteina pertenece a una familia de
proteinas exclusivas de cestodos que unen ligandos hidrofébicos, conocidas como
HLBPs. A nivel proteico, el EQAgB esta formado por subunidades de ~8 kDa codificadas
por genes polimorficos pertenecientes a 5 subfamilias distintas (EgAgB8/1 a EgAgB8/5);
mientras que su componente lipidico esta formado por una amplia variedad de lipidos,
incluyendo lipidos neutros y polares. El hecho de que muchos de estos lipidos no
pueden ser sintetizados de novo por el parasito hace suponer que el EQAgB podria estar
involucrado en la adquisicion de estos compuestos desde el hospedador, como ha sido
propuesto para otras HLBPs. Esto implicaria que el EQAgB interactué con componentes
del hospedador para adquirir estos ligandos. En este sentido, existe evidencia de que el
EgAgB es capaz de interactuar con células del sistema inmune, modulando su
respuesta, lo que a su vez favoreceria el establecimiento y permanencia del parasito.
Sin embargo, para poder comprender los mecanismos asociados a esta modulacion a
nivel molecular y determinar si la proteina es capaz de transportar e intercambiar los
lipidos, es imprescindible avanzar en el conocimiento estructural y funcional de esta
particula compleja. Con este fin, durante el desarrollo de este trabajo se purificaron las
subunidades recombinantes EgAgB8/1, EQAgB8/2 y EgAgB8/3, logrando obtenerlas de
forma libre de lipidos. Se logré determinar que estas subunidades son capaces de
interaccionar consigo mismas aun en ausencia de lipidos, formando oligbmeros de entre
40 y 60 kDa, distintos a los que se han reportado previamente en la literatura en
presencia de los ligandos. Por otro lado, se analiz6 la capacidad de distintos ligandos
lipidicos de unirse a estas subunidades y se pudieron determinar constantes de
disociacién en el orden submicromolar empleando antroiloxi-derivados de acidos
grasos. Mas aun, se evalué la capacidad de las subunidades EgAgB8/2 y EQAgB8/3 de
transferir estos derivados hacia membranas fosfolipidicas modelo. Utilizando distintos
tipos de vesiculas se pudo establecer que ambas subunidades son potencialmente
capaces de transferir los &cidos grasos. En el caso de las subunidad EgAgB8/2, la
transferencia ocurriria por un mecanismo que involucra un contacto directo con la
membrana, mientras que en el caso de EgAgB8/3 la cinética de la transferencia estaria
determinada por la disociacion del complejo proteina-ligando. Asimismo, para ambas
proteinas se pudo determinar que las interacciones electroestaticas tienen importancia
en el mecanismo, dado que la transferencia se ve favorecida en el caso de vesiculas
con mayor carga neta negativa, como ocurre en el caso de vesiculas ricas en
cardiolipina. Por otro lado, con el fin de evaluar la capacidad de las subunidades libres
de lipidos de interactuar con células del sistema inmune, particularmente con monocitos
y macrofagos, se encontrd que las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/3 libres de lipidos
son reconocidas por estas células, mientras que la subunidad EQAgB8/2 no presenta
union a los monocitos y es pobremente reconocida por los macréfagos. Asimismo, se
pudo determinar que los fosfolipidos que estarian expuestos en la particula nativa de
EgAgB participarian en la union, posiblemente modificando la forma en que se exponen
las subunidades de EgAgB para que sean reconocidas por las células. En conjunto, los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la particula de EgAgB puede ser
reconocida por células del sistema inmune a través de algunas de sus subunidades y el
hecho de que en proximidad de una membrana fosfolipidica algunas subunidades
pueden ser capaces de transferir sus ligandos, apoya la idea de que EgAgB pueda
intercambiar lipidos interaccionando con células del hospedador.
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El presente trabajo se enfoco en la caracterizacion estructural y funcional de una
lipoproteina muy abundante en el parasito cestodo Echinococcus granulosus,
denominada Antigeno B. En este capitulo se presentan algunas caracteristicas
generales de los helmintos parasitos, y luego se discute la informacion disponible
acerca de la biologia de los cestodos, focalizando la informacién principalmente en el
parasito Echinococcus granulosus. Finalmente se abordan los aspectos relacionados

al conocimiento actual sobre el Antigeno B.

1.1. Los helmintos parésitos

Los helmintos son organismos pertenecientes al Reino Animalia, comiunmente
conocidos como gusanos. Son animales invertebrados de cuerpo alargado, sin
extremidades, que presentan simetria bilateral. Su tamafio puede variar desde unas
pocas décimas de milimetros a varios metros (Brusca & Brusca, 2003). Los helmintos
incluyen organismos de vida libre asi como organismaos parasitos, que en su mayoria
se encuentran muy bien adaptados a este tipo de vida y como consecuencia de esta
adaptacion, presentan grandes diferencias morfoldgicas y fisioldgicas con los
organismos de vida libre. Los helmintos parasitos tienen ciclos de vida complejos y
son considerados endoparasitos, ya que en general sus estadios infectantes se alojan
en o6rganos internos (principalmente higado, intestino, estémago, pulmones) de
diversos tipos de animales, tanto vertebrados, como invertebrados.

Los helmintos no constituyen un grupo monofilético, dado que comprenden
distintos phyla; por un lado se encuentran los nematelmintos, conocidos como
nematodos o gusanos redondos, y por otro los platelmintos o gusanos planos. Dentro
de este Ultimo se encuentran dos grupos importantes de helmintos parasitos, los
trematodos y los cestodos. Estos grupos de helmintos presentan varias diferencias
entre si en cuanto a su morfologia y fisiologia, al tipo de hospedador que parasitan e
inclusive al nimero de hospedadores que emplean para completar sus ciclos de vida.
En la mayoria de los casos, presentan distintos estadios, sus huevos dan lugar a larvas
de morfologia y tamafio variable, que a su vez pueden presentar estadios muy
diferenciados entre si en uno o en distintos hospedadores hasta transformarse en
adultos. Los hospedadores que alojan la forma adulta de los parasitos se denominan
hospedadores definitivos, mientras que aquellos que alojan las distintas formas
larvarias se denominan hospedadores intermediarios. Algunas caracteristicas

generales de estos helmintos se comparan en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Comparacién entre las principales caracteristicas morfolégicas de los distintos
grupos de helmintos parasitos (informacion adaptada de Castro GA, 1996).

NEMATODOS TREMATODOS CESTODOS
FORMA DEL S
CUERPO Cilindrico Plano no segmentado  Plano segmentado
CUBIERTA .
CORPORAL Cuticula Tegumento Tegumento
CELOMA Presente Ausente Ausente

(pseudoceloma)

Completo: con boca  Incompleto: Sin ano,
y ano termina en ciego

Hermafroditas
(excepto Schistosoma)

TUBO DIGESTIVO Ausente

REPRODUCCION Ambos sexos Hermafroditas

Las infecciones causadas por los helmintos no solo provocan dafio en el érgano
infectado, sino también debido a la competencia por diversos nutrientes con sus
hospedadores provocan debilidad produciendo deficiencias en el desarrollo de los
animales que parasitan y en algunos casos la muerte. Las infecciones por helmintos
tienen gran importancia a nivel sanitario, muchas de ellas afectan al ganado,
produciendo graves pérdidas econdmicas a nivel mundial y en otros casos afectan
directamente al hombre, causando graves afecciones. En este sentido, la
Organizacién Mundial de la Salud estima que en todo el mundo 1500 millones de
personas, lo que representa casi el 24% de la poblacion mundial, son afectadas por
helmintos parasitos transmitidos por el suelo. Este tipo de infecciones se distribuyen
en zonas tropicales y subtropicales, especialmente en las zonas de Africa
subsahariana, América y Asia (Organizacion Mundial de la Salud,
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs366/en/).

A continuacién se describiran brevemente algunas de las caracteristicas en los
distintos grupos de helmintos, dirigiendo mayor atencién en la informacién relacionada
al grupo de los platelmintos cestodos, ya que es el grupo al que pertenece el parasito

Echinococcus granulosus.

1.1.1. Nematodos

Las principales caracteristicas de este grupo han sido revisadas por Anderson y
colaboradores (Anderson et al., 2009). Muchos nematodos son organismos de vida
libre, mientras que otros parasitan distintos tipos de animales y plantas. Dentro de los

nematodos parasitos, existen muchos que afectan al hombre, generando importantes
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patologias de gran importancia a nivel mundial, principalmente en zonas
subdesarrolladas. Algunas de estas patologias y sus prevalencias se resumen en la
Tabla 1.2 (Hotez et al., 2008).

Tabla 1.2. Distribucion y prevalencia de las principales infecciones producidas por nematodos
parasitos que afectan al hombre (informacién adaptada de Hotez et al., 2008).

Enfermedad Agente etioldgico Prevalencia Regiones de mayor
Global prevalencia
Ascariasis Ascaris lumbricoide 807 millones AS',aZ Afrlcq
y América Latina
Tricuriasis Trichuris trichiura 604 millones AS',aZ Afrlcq
y América Latina
Anquilostomiasis Necator americanus; 576 millones Asia, Africa
q Ancylostoma duodenale y América Latina
Estrongiloidiasis | Strongyloides stercoralis 39_100 As[a! Afncq
millones y Ameérica Latina
Filariasis Wuchereria bancrofti; . India, Sudeste de Asiay
S . : 120 millones A ;
linfatica Brugia malayi Africa subsahariana
Oncocercosis Onchocerca volvulus 37 millones Africa subsahariana
Loiasis Loa 13 millones Africa subsahariana

Como se comentd anteriormente, los nematodos son gusanos de morfologia
cilindrica, cuya cavidad esta formada por un pseudoceloma en el que se encuentran
inmersos los distintos 6rganos. Por fuera, estan cubiertos por una cuticula, una
estructura quimicamente compleja y acelular, que le brinda soporte a esta cavidad.
Debajo de esta cuticula se encuentran varias capas musculares que les confieren
movilidad a estos organismos. Dado que no poseen sistema circulatorio, dependen de
estos movimientos para hacer circular el liquido interno ejerciendo presion hidrostatica.
Los nematodos presentan un sistema digestivo completo que comienza con una boca
rodeada en muchos casos de labios, seguida del es6fago. A continuacion, el intestino
recorre el cuerpo de forma axial con una morfologia tubular y termina finalmente en un
ano. Estos organismos presentan diferenciacion sexual y por lo general se observa
gue las hembras poseen un tamafio mayor que los machos. En la reproduccion, el
macho fecunda a la hembra generando los huevos embrionados. Estos huevos son
eliminados, eclosionan y se produce la liberacion de la larva que pertenece al estadio

larvario 1 o Li. Luego estas larvas van mudando sucesivamente sus cuticulas e


http://es.wikipedia.org/wiki/Ascariasis
http://es.wikipedia.org/wiki/Estrongiloidiasis
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incrementando su tamafo, pasando por distintos estadios hasta alcanzar la madurez

sexual o adultez (Brusca & Brusca, 2003).

1.1.2. Platelmintos

A diferencia de los nematodos, los platelmintos son gusanos aplanados dorso-
ventralmente (Brusca & Brusca, 2003). Son organismos acelomados, es decir que
presentan una cavidad maciza recubierta de un tegumento. Dependiendo la clase,
pueden contener un sistema digestivo incompleto, o carecer del mismo absorbiendo
los nutrientes a través del tegumento. Dado que no poseen aparato circulatorio, el
fluido intercelular es el encargado de distribuir estos nutrientes y recoger los productos
de desecho. La mayoria de estos organismos son hermafroditas, presentando
sistemas reproductores complejos. En algunos estadios también puede ocurrir la
reproduccion asexuada. El phylum de los platelmintos estd compuesto por cuatro
clases distintas: turbelarios, monogéneos, trematodos y cestodos. Dentro de estas
clases se incluyen organismos de vida libre, como las planarias (turbelarios) y
organismos pardsitos (monogéneos, trematodos y cestodos). En particular, los
monogéneos son parasitos de peces y anfibios, mientras que los trematodos y los
cestodos son pardsitos de relevancia sanitaria, ya que afectan a diversos animales
domésticos y/o de importancia comercial, asi como también al hombre (Brusca &
Brusca, 2003; Littlewood, 2006). A continuacién se describirdn brevemente las
caracteristicas principales de los trematodos y posteriormente se profundizara en la

informacion disponible acerca de los cestodos.

1.1.2.1. Trematodos

Los trematodos son platelmintos no segmentados que en su mayoria presentan
ciclos de vida complejos, con estadios que afectan a varias especies (Littlewood,
2006). En general, en su estadio adulto son endoparasitos de vertebrados, mientras
que en su estadio larvario suelen ser parasitos de moluscos e incluso pueden llegar a
tener mas de un hospedador intermediario que aloja a distintos tipos de estadios
larvarios.

Los trematodos presentan un tubo digestivo incompleto, que comienza con una
boca, seguida de la faringe y del intestino, pero no tienen ano (Brusca & Brusca, 2003).
Los trematodos son hermafroditas, con excepcién de Schistosoma spp., en el que

existe diferenciacion de sexos. Incluso, en este parasito, el macho adopta una

10
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estructura mayormente circular para albergar a la hembra en el sistema vascular de
su hospedador definitivo, el hombre. Estas especies de Schistosoma producen la
enfermedad conocida como esquistosomiasis, que afecta distintas regiones a nivel
global, de acuerdo a la especie en particular, como se resume en la Tabla 1.3. Otros
trematodos producen otro tipo de enfermedades, conocidas como trematodiasis de
transmisién alimentaria, en la que el ser humano se infecta por el consumo de
verduras, peces o crustaceos crudos o poco cocidos que albergan las larvas de los
distintos parasitos. Entre estas enfermedades se incluyen la clonorquiasis, la
opistorquiasis, la paragonimiasis, la fasciolopsiasis y la fascioliasis cuyas prevalencias
se resumen en la Tabla 1.3 (Hotez et al., 2008).

Tabla 1.3. Distribucién y prevalencia de las principales infecciones producidas por trematodos
parasitos que afectan al hombre (informacién adaptada de Hotez et al., 2008).

Enfermedad Agente etioldgico Prevalencia Regiones de mayor
Global prevalencia
Schistosoma haematobium ‘o .
Africa subsahariana
. o . . 207 Africa subsahariana,
Esquistosomiasis Schistosoma mansoni . )
millones Brasil
Schistosoma japonicum China, Sudeste de Asia
Clonorquiasis Clonorchis sinensis
Opistorquiasis Opisthorchis viverinni
o ) > 40 | Sudeste de Asia
Paragonimiasis Paragonimus spp millones América Latina
Fasciolopsiasis Fasciolopsis buski
Fascioliasis Fasciola hepatica

1.1.2.2. Cestodos

Los cestodos son platelmintos que presentan un cuerpo tipicamente alargado
con una morfologia de cinta (Brusca & Brusca, 2003). Al igual que los trematodos son
organismos acelomados que estan recubiertos por un tegumento externo. Debido a
gue no poseen aparato digestivo, el intercambio de los nutrientes y la eliminacion de
los desechos ocurren a través de este tegumento, por lo que su estructura, esta
altamente especializada para cumplir con esta funcién.

Para completar sus ciclos de vida, los cestodos pueden requerir de uno o dos
hospedadores distintos (Littlewood, 2006). Salvo algunas excepciones, el estadio

adulto de la mayoria de los cestodos es capaz de parasitar exclusivamente el tracto
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digestivo de sus hospedadores definitivos, usualmente vertebrados. Por el contrario,
los estadios larvarios son capaces de establecerse en diversos 6rganos de sus
hospedadores intermediarios. Los ciclos de vida de los cestodos difieren de una
especie a otra, pero el esquema general comienza con la embriogénesis que da como
resultado un huevo denominado oncésfera. La oncdésfera eclosiona luego de ser
ingerida por un hospedador intermediario y migra hasta alcanzar una localizacion
extra-intestinal en diversos 6rganos, donde se establece como forma larvaria. Cuando
la larva es ingerida por un hospedador definitivo se desarrolla en el tracto digestivo del
mismo como adulto.

Los cestodos adultos presentan una morfologia con distintas secciones, entre
las que se diferencian el escolex o cabeza, el cuello y el estrobilo o cuerpo del parésito.
En el escolex se encuentran los 6rganos de fijacion a los tejidos del hospedador, tales
como el rostelo, las ventosas y los ganchos. El cuello es una regién no segmentada
de la cual se generan luego los distintos segmentos o proglétides que conforman el
estrobilo. En estas proglétides se encuentran los 6rganos sexuales masculinos y
femeninos, dado que los cestodos son organismos hermafroditas. Las proglétides mas
cercanas al cuello no son maduras sexualmente, mientras que la madurez sexual se
va alcanzando a medida que éstas se alejan de esta zona, siendo las Ultimas las que
se encuentran gravidas conteniendo Uteros con huevos. Cuando estos huevos se
liberan son capaces de infectar a los hospedadores intermediarios para cerrar el ciclo
de vida de estos parasitos (Smyth & McManus, 1989).

Al igual que otros helmintos descriptos anteriormente, algunos pardsitos
cestodos también tienen importancia sanitaria afectando al hombre. Las principales

patologias producidas por cestodos y sus prevalencias se resumen en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Distribucién y prevalencia de las principales infecciones producidas por platelmintos
parasitos que afectan al hombre (informacién tomada de la Organizacién Mundial de la Salud,
http://www.who.int/echinococcosis/en/ y http://www.who.int/taeniasis/en/).

Agente Prevalencia Regiones de mayor

Enfermedad etiolégico Global prevalencia

Asia, Africa subsahariana

Teniasis/Cisticercosis | Taenia solium 50 millones pu .
y America Latina

Equinococosis Echinococcus Norte de Asia, Europa
alveolar multilocularis continental y América del Norte
>1 millén Europa del este y mediterranea,
Equinococosis Echinococcus Africa del norte, América Latina,
quistica granulosus Asia central
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Este trabajo de tesis se centré en el parasito Echinococcus granulosus, que
constituye uno de los cestodos de gran importancia sanitaria en nuestra region, por
causar la infeccion conocida como equinococosis quistica o hidatidosis. Si bien esta
infeccion puede afectar al hombre, que actia accidentalmente como hospedador
intermediario, los ovinos, porcinos, bovinos, caprinos y otros ungulados domésticos
son los principales hospedadores intermediarios haturales. Asi, la hidatidosis quistica
tiene un fuerte impacto sobre la salud humana, pero también sobre la salud animal,
provocando infecciones en el ganado, lo que conlleva a grandes pérdidas econémicas
para los productores. A continuacion se describirdn los aspectos mas relevantes de la
biologia del parésito Echinococcus granulosus.

1.2. El cestodo Echinococcus granulosus

El género Echinococcus incluye endoparasitos del phylum Platelmintos, clase
Cestodos, subclase Eucestodos, orden Ciclofilideos, familia Ténidos. Hasta hace poco
tiempo se reconocian cuatro especies en el género, denominadas E. granulosus,
causante de la equinococosis quistica, E. multilocularis, causante de la equinococosis
alveolar, y de menor relevancia por su incidencia a nivel mundial E. vogeli y E.
oligarthrus, causantes de la equinococosis poliquistica. Sin embargo, estudios
filogenéticos recientes, basados en la secuencia nucleotidica de todos los genes
mitocondriales y de varios genes de proteinas nucleares, han mostrado la existencia
de tres nuevas especies denominadas E felidis, E. ortleppi y E. shiquicus (Nakao et
al., 2013). Ademas, este estudio revelé que E. granulosus comprende varias especies
mal definidas inicialmente, que han sido diferenciadas como cepas de acuerdo al
hospedador intermediario al que mostraban mejor adaptacion, tal como se discute mas
adelante en el item 1.2.2. Dado que la comprension de la filogenia del género
Echinococcus es muy reciente y aun incompleta, la informacion disponible sobre la
biologia y bioquimica de las especies pertenecientes a este género refiere
basicamente a las cuatro especies tradicionales. A los efectos de esta tesis, E.
granulosus seria la especie de interés, por lo cual en adelante nos referiremos a ella
de esta manera, aunque por lo anteriormente expuesto debemos mantener en mente
gue con este nombre estamos englobando a un conjunto de cepas y/o especies. En
este sentido, recientemente se ha adoptado la terminologia de Echinococcus
granulosus sensu latu (s.l.) como término general que agrupe a todas las cepas y

especies de E. granulosus (Spickler, 2011). Para simplificar, salvo que se aclaré
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especificamente la cepa, en este trabajo se continuara utilizando el término E.
granulosus, cuando se refiera a E. granulosus s.I.

E. granulosus es centro de nuestra atencién porgue su forma larvaria o
metacestodo causa la enfermedad conocida como equinococosis quistica o
hidatidosis, una zoonosis de tipo endémica o hiper-endémica que afecta a varios
animales domésticos, y también al hombre. La enfermedad se transmite a través de
un ciclo mantenido entre el perro como hospedador definitivo y distintos ungulados
domésticos, principalmente ovinos, porcinos, bovinos y caprinos como hospedadores
intermediarios, tal como se detalla en la siguiente seccion. Como se comenté
anteriormente, el hombre también puede actuar como hospedador intermediario, pero
se considera un hospedador accidental, ya que interrumpe el ciclo biolégico del mismo.
En los hospedadores intermediarios, el metacestodo se establece en el parénquima
de un organo, generalmente higado o pulmén, generando una estructura quistica,
denominada quiste hidatico. Habitualmente la infeccion permanece asintomética
durante afios, hasta que la aparicion de complicaciones, como la rotura del quiste o la
compresion de los 6rganos adyacentes, desencadena la sintomatologia de la
enfermedad, que puede variar segun el 6rgano afectado y el nimero y tamafio de los
quistes presentes.

Finalmente, es importante destacar que la investigacion sobre parasitos del
género Echinococcus cuenta hoy con la ventaja de disponer del genoma de algunas
especies, incluyendo E. granulosus y E. multilocularis (Tsai et al., 2013; Zheng H. et
al., 2013), asi como también con el transcriptoma de todos los estadios de E.

granulosus (Parkinson et al., 2012; Zheng H. et al., 2013).

1.2.1. Ciclo de vida de Echinococcus granulosus

E. granulosus presenta un ciclo de vida indirecto, dado que requiere de dos
hospedadores para poder completarlo (Thompson, 1986). El hospedador definitivo es
un animal carnivoro, generalmente el perro, zorro u otros canidos, que aloja en su
intestino delgado a la forma adulta del parasito, mientras que el hospedador
intermediario es un animal herbivoro u omnivoro, incluyendo al hombre y otros
ungulados domésticos, que aloja en sus visceras a la forma larvaria 0 metacestodo.
Un esquema del ciclo de vida de E. granulosus se muestra en la Figura 1.1

(http://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html).
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Figura 1.1. Ciclo de vida del parasito Echinococcus granulosus. La forma adulta (1) se
establece en el intestino delgado de su hospedador definitivo y genera huevos embrionados
gue se liberan con las heces. El hospedador intermediario se infecta con estos huevos (2), la
oncosfera eclosiona en el intestino (3) y por circulacion llega al 6rgano donde se transforma en
metacestodo (higado y pulmén principalmente). El metacestodo constituye el estadio
diagndstico de la enfermedad (4). El quiste madura y por reproduccion asexuada genera
protoescolices, que son el estadio infectivo para el hospedador definitivo (5) y (6). El hombre
puede actuar como un hospedador intermediario accidental, interrumpiendo el ciclo de vida del
parasito. Adaptado de “Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades” (CDC,
http://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html).

El adulto de E. granulosus es hermafrodita segmentado en el que cada segmento
presenta 6rganos sexuales masculinos y femeninos. La madurez sexual del adulto se
alcanza en el segmento terminal tras 4-5 semanas post-infeccion, produciendo huevos
que se liberan al ambiente junto a las heces del hospedador definitivo. El hospedador
intermediario se infecta cuando ingiere alimentos o agua contaminada con los huevos
del parésito. Una vez en el intestino, el huevo eclosiona y libera el embridn u oncésfera,
que atraviesa la lamina propia y es transportado por los vasos sanguineos hasta
alcanzar diversos 6érganos o tejidos, generalmente higado o pulmén, pero también
pueden ser riflones, bazo o cerebro. Tras establecerse en ellos, la oncésfera da origen
al estadio larvario, metacestodo o hidatide, que se desarrolla como una vesicula
unilocular de contenido liquido, el liquido hidatico. Cuando el metacestodo alcanza la

fertilidad, genera por reproduccion asexuada los protoescélices, que constituyen el
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estadio infectivo para el hospedador definitivo. Cuando éste ingiere visceras de
animales infectados, los protoescolices se establecen en el intestino delgado y se
diferencian a adulto, cerrando asi el ciclo de vida del parasito. Es por ello que si bien
el hombre puede actuar como hospedador intermediario alojando al metacestodo en
sus visceras, se considera un hospedador accidental, dado que interrumpe el ciclo de
vida natural del parasito, con excepcion de algunas regiones de Africa donde el ciclo
puede ser mantenido debido a la existencia de carnivoros salvajes (Macpherson, 1983;
McManus et al., 2003).

Las otras especies de Echinococcus presentan ciclos de vida similares, en el caso
de E. multilocularis, causante de la equinococosis alveolar, el hospedador definitivo
suele ser el zorro mientras que la larva se desarrolla en distintos tipos de roedores,
aunque de forma menos comun el hombre también puede actuar como hospedador
intermediario. A diferencia de E. granulosus, la larva de E. multilocularis se mantiene
en un estado proliferativo de forma indefinida, generando pequefios quistes alveolares
que se pueden extender hacia otros 6rganos por metastasis, pudiendo provocar la
muerte del hospedador. Los pardsitos E. vogeli y E. oligarthrus, suelen emplear
roedores como hospedadores intermediarios, mientras que el hospedador definitivo
suele ser el perro o perro de monte (Speothos venaticus) en el caso de E. vogeli y
felinos salvajes en el caso de E. oligarthrus. Sin embargo, si bien estos parasitos
también pueden afectar al hombre, lo hacen en mucho menor medida que E.

granulosus y E. multilocularis (McManus et al., 2003).

1.2.2. Especies y cepas comprendidas dentro de Echinococcus granulosus

Como se coment6 previamente, con el nombre de E. granulosus se engloban
varias especies, algunas no bien definidas todavia, y que tradicionalmente han sido
diferenciadas como variantes genotipicas o cepas distintas, de acuerdo a su
morfologia, grado de desarrollo, virulencia, adaptacion a diferentes hospedadores y
alcance geogréfico, entre otros factores. A las distintas cepas se les han asignado
genotipos, denominados G1 a G10. Los genotipos G1, G2 y G3, si bien muestran
algunas diferencias entre ellos, constituirian la especie ahora denominada E.
granulosus sensu stricto (E. granulosus s.s). El genotipo G1 es uno de los mas
relevantes, ya que esta ampliamente distribuido a nivel mundial y se asocia con la
existencia de un alto porcentaje de quistes fértiles ubicados principalmente en higado
y pulmén. Si bien el genotipo G1 afecta un amplio rango de hospedadores

intermediarios, se lo llamo6 cepa oveja, puesto que estd muy bien adaptado a este
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hospedador. También puede infectar a otros ungulados domésticos; de hecho suele
infectar bovinos, aunque muchas veces se asocia a quistes infértiles, es decir sin
protoescdlices. Este genotipo es uno de los mas importantes en nuestra region,
encontrado frecuentemente en casos de hidatidosis humana. El genotipo G2 o cepa
oveja de Tasmania también utiliza a la oveja como hospedador y ha sido encontrado
en casos de hidatidosis humana, mientras que el genotipo G3 parece afectar al bufalo,
aunque también se ha encontrado en bovinos. Por otra parte, los genotipos G4
(caracterizado por infectar equinos y no ser zoonoético aparentemente) y G5
(caracterizado por infectar bovinos), serian especies diferentes denominadas E.
equinus y E. ortleppi, respectivamente. El genotipo G6 o cepa camello, el genotipo G7
o cepa cerdo, los genotipos G8 y G10 (cepas cérvido) y el genotipo G9 han sido
propuestos como E. canadensis. Sin embargo, el genotipo G9 ha sido muy poco
definido y algunos autores lo consideran una variante del genotipo G7. Algunas de
estas cepas estan pobremente definidas y posiblemente existan cepas adicionales. En
conjunto, de esta informacion se desprende que existe actualmente una gran polémica
en cuanto al estatus taxonémico de las cepas tradicionales de E. granulosus. Como
se ha comentado antes, actualmente el término E. granulosus s.| agrupa las distintas

cepas y especies de E. granulosus anteriormente mencionadas (Spickler, 2011).

1.2.3. Morfologia de Echinococcus granulosus

1.2.3.1. Adulto

El adulto maduro de E. granulosus tiene un tamafio aproximado de entre 2y 6 mm
de longitud. La region correspondiente a la cabeza o escélex presenta cuatro ventosas
y una protuberancia en el extremo anterior, denominada rostelo, que contiene una
doble corona de ganchos. Estas estructuras le permiten al parasito la fijacion al
intestino delgado del perro. Luego del escolex sigue la region del cuello, una region
mas estrecha que une el escélex con el cuerpo o estrébilo del parasito. El estrobilo
esta luego formado por tres proglétides distintas que se diferencian de acuerdo a su
madurez sexual, siendo la mas cercana al cuello la mas inmadura. En la Figura 1.2 se
muestra un esquema de un individuo adulto (Brusca & Brusca, 2003).

Como se comentd anteriormente, E. granulosus carece de tubo digestivo, por lo
cual la adsorcion de todos los nutrientes se realiza a través del tegumento. Por este
motivo, el tegumento presenta un estructura altamente especializada en la absorcion,

compartiendo caracteristicas con las células de la mucosa intestinal de los mamiferos
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(Smyth & McManus, 1989). La ultraestructura del tegumento se discutira mas adelante
en esta seccion (ver item 1.3.1). Debajo del tegumento se ubica una capa de masculos
longitudinales y circulares no estriados.

En cuanto al sistema nervioso de E. granulosus, el mismo esta constituido por un
complejo de ganglios ubicado en el escélex, mientras que las fibras nerviosas se
extienden a lo largo de las proglétides. El estudio del sistema nervioso de los cestodos
en general ha mostrado que la serotonina actuaria como un neurotransmisor
excitatorio (Smyth & McManus, 1989; Camicia et al., 2013), mientras que la acetilcolina
actuaria como un neurotransmisor inhibitorio (Smyth & McManus, 1989).

El sistema de excrecion del adulto es del tipo protonefridial formado por células
flamigeras que introducen los desechos extracelulares mediante sus movimientos en
un sistema de tubulos que convergen en cuatro canales excretores, dos laterales, uno
ventral y uno dorsal (Smyth & McManus, 1989).

Ventosas

Cirro ::'f/\\,. Utero
Bolsa del cirro Pl 7~ Ducto espermatico

Poro genital %_@y Ducto vitelino

ojil
Vagina )%:"/\

Glandula
vitelina

Receptaculo seminal
Estrobilo

Proglétide gravida

Figura 1.2. Esquema del gusano adulto de Echinococcus granulosus. El parasito adulto
esta formado por un escoélex, seguido de la region del cuello y luego por el estrdbilo formado
por tres proglétides con distintos estados de maduracion. En éstas se encuentran los érganos
sexuales masculinos y femeninos a través de los cuales se generan los huevos por
reproduccién sexual. La proglétide gravida que contiene estos huevos es la mas distante del
escolex y finalmente sera liberada para su eliminacién con las heces del hospedador definitivo.
Se indica en la figura las distintas estructuras del parasito. Adaptado de Brusca & Brusca, 2003.
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En E. granulosus la reproduccién sexual puede ocurrir por auto-inseminacion, en
la que el érgano sexual masculino, denominado cirro, se introduce en la vagina de una
misma proglétide. A diferencia de otros cestodos, la auto-inseminacién de un mismo
individuo, pero en distintas proglotides no ha sido reportada en E. granulosus,
posiblemente debido a que este parasito no presenta un gran niumero de proglétides
y a que éstas se encuentran en distintos estados de maduracion (Kumaratilake et al.,
1986). La inseminacién cruzada entre distintos individuos tampoco parece ocurrir en
E. granulosus, e incluso se conoce la existencia una membrana tegumentaria que
recubre el poro genital, previniendo que el cirro emerja hacia el exterior (Smyth &
McManus, 1989). Mediante esta forma de reproduccion sexual se generan los huevos
que se conservan en el Utero del parasito adulto generando la proglétide gravida. Esta
proglétide gravida es finalmente liberada junto con las heces del hospedador definitivo
para liberar los huevos al ambiente, donde quedan disponibles para ingresar al
hospedador intermediario. Los huevos contienen dentro a la oncdésfera, su morfologia

se describird a continuacion.

1.2.3.2. Huevo

El huevo de E. granulosus presenta una forma ligeramente ovoide, casi esférico,
con aproximadamente unos 30 uM de didmetro. A diferencia de los huevos de otros
cestodos, no presentan una capsula embribnica vitelina, dado que por lo general la
pierden antes de ser liberados con las heces. Sin embargo, poseen una gruesa capa
externa formada por bloques de queratina, denominada embriéforo, que le brinda
proteccioén fisica al embridn u oncésfera presente dentro del huevo. Gracias a esta
capa los huevos son sumamente resistentes a las condiciones climéaticas adversas;
de hecho se ha encontrado que son capaces de sobrevivir bajo tierra durante periodos
mayores a un afio (Smyth & McManus, 1989). La oncdsfera es un embrion formado
por células glandulares, musculares y germinales que posee tres pares de ganchos,
razon por la cual se denomina embrion hexacanto (Holcman et al., 1994). En la Figura
1.3 se muestra la imagen y un esquema del huevo de E. granulosus, donde se indican
estas estructuras.

La eclosién del huevo ocurre una vez que este es ingerido por el hospedador
intermediario. El primer paso para que ocurra la eclosion es la desintegracion de los
bloques de queratina que forman el embri6foro, lo cual ocurriria por accion de las
enzimas digestivas. Sin embargo, para que la oncosfera se torne infectiva debe sufrir

un proceso de activacién que no se conoce con exactitud, donde debe emerger de la
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membrana oncdésferal que la recubre, proceso que en muchos casos se ve favorecido
por la accion de la bilis (Smyth & McManus, 1989).

Ganchos

Oncoésfera

50 uM Embriéforo

Figura 1.3. Imagen y esquema del huevo de Echinococcus granulosus. El huevo de E.
granulosus presenta una capa externa denominada embri6foro, formada por bloques de
queratina que le dan un aspecto radial. Hacia el interior de esta capa se encuentra la oncésfera
0 embrién hexacanto, denominado de este modo porque posee tres pares de ganchos. La
fotografia del huevo fue tomada del Banco de Imagenes de la Universidad Complutense de
Madrid (http://escalera.bio.ucm.es/recursos/bioimagen).

Una vez liberada, la oncésfera es capaz de penetrar las vellosidades intestinales
y a través de los vasos sanguineos llegar hasta el higado, donde generalmente se
establece. En otros casos llega hasta la vena suprahepéatica y mediante circulacién a
través de la auricula y ventriculo derecho puede alcanzar los pulmones y establecerse
alli. En casos menos frecuentes, puede alcanzar la auricula y ventriculo izquierdo y
llegar asi hacia otras visceras menos comunes. En estos érganos la oncésfera se
establece generando el estadio larval o metacestodo, estadio causante de la

hidatidosis, cuya morfologia se describird a continuacion.

1.2.3.3. Metacestodo

El metacestodo, hidatide o estadio larval de E. granulosus consiste en una
vesicula unilocular de forma casi esférica que contiene dentro el liquido hidatico. Esta
vesicula esta delimitada por la pared de quiste, una estructura compuesta por dos
capas. La capa mas externa, denominada capa laminar, es acelular y es generada por
las células de la capa mas interna, denominada capa germinativa. A su vez, a partir
de la capa germinativa se generan por gemacion estructuras denominadas vesiculas
proligeras, en las que se generan los protoescolices, que luego constituiran el estadio
infectivo para el hospedador definitivo. En algunos casos, si el metacestodo es lo
suficientemente grande puede contener dentro quistes hijos que presentan el mismo
tipo de estructura. Por fuera del metacestodo existe una capa perteneciente al

hospedador, denominada capa adventicia. EI metacestodo rodeado de la capa
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adventicia es lo que se conoce como quiste hidatico. En la Figura 1.4 se muestra un

esquema ddénde se indican estas estructuras.

~
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Figura 1.4. Esquema del metacestodo de Echinococcus granulosus. La estructura del
metacestodo puede asemejarse a un saco de contenido liquido. Esta delimitado por una pared,
formada por una capa externa acelular, la capa laminar, y por una interna celular, la capa
germinativa. A partir de la capa germinativa surgen por gemacion las vesiculas proligeras
conteniendo los protoescolices. El liquido en su interior se conoce como liquido hidatico, colecta
los productos de secrecion y excrecion del parésito y también moléculas del hospedador que
logran atravesar la pared de la larva. Por fuera la larva se encuentra rodeada de una capa
perteneciente al hospedador, la capa adventicia. El metacestodo rodeado de la capa adventicia
se conoce como quiste hidatico. Este quiste se encuentra inmerso en el parénguima de un
6rgano, por lo general higado o pulmén. Muchas veces el quiste puede contener dentro quistes
hijos, que presentan el mismo tipo de estructura.

La capa laminar que rodea al metacestodo es la encargada de brindarle
resistencia y soporte, asi como también de mantener a las células del parasito alejadas
del sistema inmune del hospedador. Esta capa es sintetizada por las células de la capa
germinativa y estructuralmente esta formada por una red o malla tridimensional
compuesta por un componente fibrilar rico en mucinas decoradas con O-glicanos
compuestos por galactosa, N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina, y un
componente granular formado mayoritariamente por myo-inositol hexakisfosfato
calcico (Diaz et al., 2011). Esta malla tridimensional permite el intercambio de
nutrientes y productos de desecho entre el interior y el exterior del metacestodo, dado
gue permite el pasaje de macromoléculas de hasta 150 kDa (Coltorii & Varela-Diaz,

1974). Los mecanismos que regulan este transporte son aun desconocidos.
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La capa germinativa esta formada por un sincitio celular distal con una estructura
similar a la estructura tegumentaria del parasito adulto. La porcién en contacto con la
capa laminar esta compuesta por extensiones denominadas microtriquias que se
insertan en la misma, mientras que en la region mas distal se encuentran células del
tegumento, células musculares, células nerviosas (Koziol et al., 2013), células de
reserva de glucogeno y células indiferenciadas. A medida que la larva madura las
células indiferenciadas proliferan, originando pequefias vesiculas que crecen hacia el
interior del metacestodo, denominadas vesiculas proligeras. Estas vesiculas
aumentan de tamafio y dentro de ellas se generan los protoescolices por reproduccion
asexuada. Tanto las células de la capa germinativa, como los protoescélices son
metabdlicamente activos, generando diversos productos de excrecién-secrecion que
son vertidos al liquido que se encuentra en el interior del quiste, el liquido hidético.

El liquido hidatico est4 formado por una mezcla compleja de glicoproteinas,
lipoproteinas, hidratos de carbono y sales minerales. Si bien muchos de estos
componentes son producidos por el propio parasito, debido a la permeabilidad de la
capa laminar que se comenté anteriormente, también se encuentran componentes del
hospedador (Aziz et al., 2011), principalmente albimina e inmunoglobulinas.

Cuando la larva contiene protoescélices en su interior, se considera que el
parasito ha alcanzado la fertilidad. Muchas veces, cuando el parasito no se encuentra
bien adaptado a su hospedador intermediario, el metacestodo no es capaz de generar
protoescdlices y se considera que es infértil, aunque no se conoce con exactitud los
mecanismos que regulan estos procesos. De hecho, en general se asocia la
adaptacion del parasito al hospedador con su capacidad de regular la respuesta
inmune temprana generada por el mismo. Como resultado de la resolucién de esta
respuesta temprana se forma una estructura de tipo fibrosa, compuesta
mayoritariamente por colageno, la capa adventicia, que envuelve al metacestodo
formando el quiste hidatico. Esta capa en general se asocia con un proceso de
adaptacion al hospedador exitoso, que culmina con la formacion de quistes fértiles,
mientras que si la adaptacion al hospedador no es buena, la inflamacién temprana
evoluciona generando una estructura del tipo granuloma con infiltracion de leucocitos,
y se forman quistes infértiles, incluso llevando a la muerte del metacestodo.

Los protoescoélices presentan una gran plasticidad en cuanto a su capacidad de
desarrollo; pudiendo desarrollarse en direccion estrobilar, dando lugar al estadio adulto
en el hospedador definitivo o en direccion vesicular generando nuevos metacestodos
en el hospedador intermediario. Los mecanismos moleculares que gobiernan esta

diferenciacion no han sido esclarecidos. La formacion de nuevos metacestodos en el
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hospedador intermediario, conocida como infecciébn secundaria, puede ocurrir si los
protoescdlices son liberados, por ejemplo cuando se produce alguna rotura del quiste
(Smyth & McManus, 1989). Muchas veces estos quistes secundarios pueden
localizarse en otros 6érganos. Esto ha permitido generar modelos de infeccién
secundaria en animales, herramienta ampliamente utilizada para el estudio de la
infeccion provocada por E. granulosus (Breijo et al.,, 1998). A continuacion se

describira la morfologia de los protoescolices.

1.2.3.4. Protoescolex

Los protoescolices surgen en el metacestodo de E. granulosus mediante
gemacion aproximadamente entre los 10 y 16 meses luego de la infeccién. Su proceso
de formacion es asincrénico, pudiéndose encontrar protoescélices con diferentes
niveles de diferenciacion dentro de las vesiculas proligeras. Por lo general, durante su
formacion quedan unidos a la membrana germinal a través de un pedunculo, y
finalmente se separan una vez que se encuentran totalmente desarrollados, quedando
suspendidos en el liquido hidatico (Galindo et al., 2002).

Morfolégicamente, los protoescélices presentan un rostelo con una doble corona
de ganchos y cuatro ventosas que dentro del metacestodo normalmente se encuentran
invaginados. Su cuerpo esta recubierto por un tegumento similar al del parasito adulto
y al de la capa germinativa del metacestodo. Cuando el metacestodo es ingerido por
el hospedador definitivo, los protoescolices se liberan y en el tracto digestivo se
transforman en evaginados, quienes luego daran lugar al parasito adulto en el intestino
delgado. Sin embargo, tal como se coment6 previamente, en el hospedador
intermediario también pueden dar lugar a la formacion de nuevos metacestodos,
presentando por lo tanto una capacidad de diferenciacion excepcional (Smyth &
McManus, 1989). Si bien se cree que existen factores propios de uno u otro tejido,
capaces de modular esta diferenciacion, no se conocen con exactitud los mecanismos
gue la gobiernan (Thompson, 1986). Un esquema de la morfologia de los

protoescoélices invaginados y evaginados se muestra en la Figura 1.5.
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Figura 1.5. Esquema del protoescoélex de Echinococcus granulosus. El protoescélex esta
formado por un rostelo con doble corona de ganchos y cuatro ventosas, que puede encontrarse
invaginado sobre si mismo o evaginado. Esquema adatado del centro de Recursos de
Imégenes de Medicina Tropical (http://tmcr.usuhs.edu/tmcr/chapter3/epidemiology6.htm). Las
imagenes de abajo fueron obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido y fueron
adaptadas de Ceballos et al., 2011.

1.2.4. Distribucion geografica de Echinococcus granulosus

El parasito E. granulosus se encuentra presente en todos los continentes, con
excepcion de muy pocos paises, como se puede apreciar en la Ultima distribucion
geografica publicada por la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2011, que se
observa en la Figura 1.6. Sin embargo, distintas cepas o especies han sido reportadas
con una distribucién geografica variable entre ellas. Como se coment6 anteriormente,
la cepa oveja o genotipo G1 es cosmopolita, se encuentra presente en Europa, Medio
Oriente, Africa, Asia, Australia, Nueva Zelanda, América Latina y América del Norte.
En América del Norte, el genotipo G1 principalmente se ha encontrado en el este de
EEUU. El genotipo G2 en un principio se encontrod limitado a la region geogréfica de
Tasmania, en Australia, sin embargo actualmente también ha sido identificado en Asia,
América Latina, Africa y Europa. El genotipo G3 se ha encontrado en Asia y Europa y

se sabe que el genotipo G4 (E. equinus) se encuentra en Europa, el Medio Oriente y
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Africa. El genotipo G5 (E. ortleppi) se ha reportado en Europa, Africa, Asia y América
Latina. El genotipo G6 se ha documentado en Medio Oriente, Africa, Asia y América
Latina. El genotipo G7 o cepa cerdo ha sido identificado en Europa, Rusia y América
Latina, mientras que el genotipo G9, estrechamente relacionado, solamente se ha
informado desde Polonia. Los genotipos G8 y G10 se encuentran en América del
Norte, principalmente en Canada y al norte de EEUU, al igual que en Eurasia. Por
ultimo, se cree que E. felidis o cepa ledn solamente se produce en Africa. Sin bien
estos datos brindan informacion sobre la distribucion de las distintas cepas en el
mundo, durante los Ultimos afios se han empleado diversas técnicas de biologia
molecular para la identificacién de los distintos genotipos y especies, por lo que es
probable que estos alcances geogréficos aln estén incompletos (Spickler, 2011).

0000

B Areas altamente endémicas
[ Presente

[ 1 Posible
Raro o esporadico
[ ] Probablemente ausente

Figura 1.6. Distribucidon geografica del parésito Echinococcus granulosus. Este parasito
se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial, con alta prevalencia en la zona
Mediterrdnea de Europa, en Asia (especialmente en Rusia y China), en la zona norte y este de
Africa y en la zona sur de América Latina. Adaptado del sitio web de la Organizacion Mundial
de la Salud. Distribucién correspondiente al afio 2011 (http://www.who.int/echinococcosis/en/).

1.2.5. Importancia de la hidatidosis en nuestra region

En América Latina la hidatidosis se encuentra en la mayoria de los paises, pero
en Argentina, Chile, Bolivia, Peru, Uruguay y en el sur de Brasil esta enfermedad
constituye un importante problema de salud publica, siendo una de las mayores
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enfermedades zoondticas presentes. Ademas de ser un importante problema de salud,
la hidatidosis provoca elevadas pérdidas econémicas, no solo en el sistema de salud
debido a los costos de internacion y tratamiento de los pacientes, sino también en la
produccién animal, debido a las visceras decomisadas y disminucion en la produccién
de lana, leche y carne (Moral, 2012).

En nuestra region se han encontrado las cepas oveja (G1), oveja de Tasmania
(G2), bovina (G5), camello (G6) y cerdo (G7). Estas cepas pueden poseer periodos de
prepatencia de diferente magnitud y diferente infectividad para el hombre.
Particularmente en Argentina, se han identificado focos endémicos importantes en
distintas regiones, como el area Patagdnica (Tierra del Fuego, Santa Cruz, Chubut,
Rio Negro y Neuquén), el &rea de la Pampa Humeda (Buenos Aires, sur de Santa Fe
y Cérdoba), el area Mediterrdnea (noreste de Coérdoba, La Rioja, norte de San Luis y
San Juan, sur de Catamarca y Santiago del Estero), el area Mesopotamica (Corrientes
ubicado al sur del rio Corrientes y el norte de Entre Rios), el &rea Cuyana (Mendozay
el oeste de San Juan) y el &rea de Alta Montafia (Tucuman, Salta, Jujuy y noroeste de
Catamarca); como se muestra en la Figura 1.7.

Actualmente en algunos de los paises afectados existen politicas de control y
vigilancia tendientes a disminuir la prevalencia de esta enfermedad en la regién, como
por ejemplo el Proyecto Subregional Cono Sur de Control y Vigilancia de la Hidatidosis
de la Organizacibn Panamericana de la Salud. Estas politicas incluyen la
administracién de drogas (praziquantel) para desparasitar a los perros, el control de
las faenas para evitar la alimentacién de perros con visceras crudas de animales
infectados y el control de las poblaciones caninas; asi como programas de vigilancia
epidemioldgica de perros infectados y tamizajes serolégicos en las poblaciones de
riesgo. Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos, ninguna de las zonas endémicas ha
logrado la erradicacion de la enfermedad (Larrieu et al., 2004; Larrieu & Zanini, 2012).
Esto se debe principalmente a deficiencias en la infraestructura necesaria para
administrar praziquantel a los perros en zonas rurales ocho veces al afio durante varios
afos. Tal infraestructura no ha sido sostenible desde el punto de vista econémico o
politico en las zonas endémicas, que tienden a ser las mas pobres (Larrieu & Zanini,
2012). Por otro lado, actualmente se esta implementando una vacuna recombinante
para los hospedadores intermediarios, basada en antigenos provenientes de la
oncésfera, denominada EG95 (Jabbar et al., 2011). La quimioterapia preventiva y la
vacunacion, sumadas a la continuidad y mejora de los programas educativos
previamente establecidos, podrian mejorar la evolucion disminuyendo la incidencia de

esta importante enfermedad en nuestra region (Larrieu & Zanini, 2012).
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Figura 1.7. Focos de Hidatidosis en Argentina. La hidatidosis se encuentra distribuida a lo
largo y ancho de todo el pais, principalmente asociada a zonas rurales, presentando algunos

focos hiperendémicos. Adaptado del sitio web Programa Nacional

(http://www.mapaeducativo.edu.ar/Atlas/Hidatidosis).

Mapa Educativo

27



INTRODUCCION

1.2.6. Diagnéstico y tratamiento de la hidatidosis

Actualmente el diagndstico de la hidatidosis se realiza principalmente a través de
técnicas de imagenes, como ultrasonido, radiologia, tomografia o resonancia
magnética nuclear (Spickler, 2011). Para confirmar el diagnostico es necesario aplicar
técnicas seroldgicas, utilizando enzimoinmunoensayos (ELISA), inmunofluorescencia
indirecta, hemaglutinacion indirecta y Western-Blot (Edwards, 1999). Para ello se
pueden utilizar antigenos crudos o semi-purificados de E. granulosus obtenidos de
liquido hidatico o de protoescélices. Dentro de las proteinas del liquido hidatico
empleadas para el diagnostico se encuentran el Antigeno 5 y el Antigeno B (Larrieu et
al., 2004). Sin embargo, en pacientes que no presentan sintomatologia, la serologia
no suele dar buenos resultados en cuanto a la deteccion de la enfermedad. En otros
casos el diagndstico puede confirmarse mediante técnicas de deteccién de ADN
parasitario en muestras obtenidas por remocién quirdrgica empleando la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) (Spickler, 2011).

Una vez confirmada la enfermedad, el tratamiento con mayor frecuencia es la
extraccién quirdrgica. Sin embargo, el indice de éxito puede variar de acuerdo a la
ubicacion, el tamafio y la fertilidad del quiste. Por lo general, el tratamiento quirdrgico
es acompafiado de un tratamiento post-quirdrgico con drogas antihelminticas de
amplio espectro, como mebendazol o albendazol (Spickler, 2011). Por otro lado, en
los dltimos afios se ha puesto en practica un tratamiento menos invasivo, conocido
como PAIR (Puncién-Aspiracién-Inyeccion-Re-aspiracion). Brevemente, esta técnica
consiste en la aspiracion del contenido del quiste, seguido de la introduccion de un
quimico antihelmintico o escélicida dentro del mismo y finalmente una cirugia
laparoscoépica. El uso de estas técnicas ha permitido acortar en gran medida el periodo
de internacion de los pacientes (Larrieu & Zanini, 2012; Spickler, 2011).

No obstante, dada la alta prevalencia de la hidatidosis en nuestra region, seria
beneficioso contar con nuevas drogas que permitan el tratamiento especifico de la
enfermedad para evitar el uso de terapias invasivas. Sin embargo, para ello es de
imperiosa necesidad conocer con mayor profundidad los aspectos relevantes en
cuanto a la biologia del parasito y a los factores que favorecen su establecimiento, con
el fin de desarrollar estrategias que permitan interferir con su desarrollo y permanencia

en el hospedador.
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1.3. Metabolismo de Echinococcus granulosus y otros cestodos

Como ya se menciond, avanzar en el conocimiento general de la biologia de este
parasito tiene interés no solo desde un punto de vista basico, sino porque esta
informacién podré eventualmente ser Util para el disefio de estrategias que pretendan
interferir con la instalacién, crecimiento o maduracion del parasito. El foco de interés
en este trabajo fue el Antigeno B, una proteina que une lipidos, muy abundante en el
liquido hidatico. A continuacion se describiran los aspectos fundamentales en cuanto
al metabolismo general y particularmente al metabolismo lipidico del parasito que
explican la importancia de esta proteina. Dado que la informacion disponible sobre E.
granulosus es muy limitada, gran parte del conocimiento existente deriva del estudio

de otros cestodos, tal como se discute en forma integrada a continuacion.

1.3.1. Obtencién de los nutrientes y caracteristicas generales del metabolismo

de los cestodos

Como se ha comentado previamente, los cestodos carecen de sistema digestivo.
En su lugar, poseen una superficie externa, el tegumento, que ademas de cumplir
funciones de recubrimiento y proteccion tiene gran importancia por su papel en la
absorcion de nutrientes. Las caracteristicas estructurales y funcionales que se
describen a continuacion han sido revisadas por Smyth y McManus; en la Figura 1.8
se observa un esquema con estas estructuras (Smyth & McManus, 1989).

El tegumento es un sincitio organizado en dos zonas, una zona superficial
anucleada y una zona citoplasmatica nucleada. En la regibn mas superficial esta
cubierto de extensiones citoplasmaticas, variables en tamafio y nimero, conocidas
como microtriquias. Las microtiguias pueden ser comparadas con las
microvellosidades intestinales, en este caso su funcién también es amplificar el area
superficial para la absorcién. En el caso de E. granulosus, la estructura de la region
correspondiente al tegumento es similar en el parasito adulto, en el protoescélex y en
la capa germinativa del metacestodo. El tegumento de los cestodos contiene sistemas
especificos para el transporte de moléculas e iones, particularmente aminoacidos,
azlcares, vitaminas, purinas, pirimidinas, nucleotidos y algunos lipidos. También
contiene enzimas del parasito y posiblemente del hospedador, funciona como érgano
de proteccién contra las enzimas digestivas y contra el sistema inmune del

hospedador, es un 6rgano auxiliar en la locomocion y un sitio de transferencia
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metabdlica. La membrana plasmatica apical del tegumento esta cubierta por un
glicocalix de mucopolisacaridos y glicoproteinas. Este glicocalix es producido por el
propio parasito y colabora en la inactivacion de algunas enzimas del hospedador por
acumulacién de iones organicos e inorgénicos. Ademas tiene la capacidad de unir
enzimas del hospedador, como amilasas para degradar azucares complejos. El
transporte de algunos nutrientes como azucares y aminoacidos generalmente requiere
la presencia de bombas de Na*, en particular en el caso de E. granulosus se ha
identificado una bomba de Na*/K*-ATP-asa que podria cumplir esta funcién. Ademas
de estos elementos, se ha descripto en el tegumento la presencia de corpusculos
calcéreos, estructuras compuestas por capas concéntricas de minerales, como
carbonato de calcio. El citoplasma distal contiene una gran abundancia de granulos,
vesiculas, vacuolas y mitocondrias. La mayoria de las vesiculas y granulos tendrian
un origen en el aparato de Golgi, que se encuentra en la zona proximal. Se cree que
estos granulos participan en la formacién del glicocdlix y las microtriquias. Luego de
esta zona se encuentran capas musculares longitudinales y circulares y por debajo la
zona citoplasmatica proximal que contiene los nucleos y otros organelos como el
aparato de Golgi, el reticulo endoplasmico, las mitocondrias, asi como areas de

almacenamiento de glucoégeno y cuerpos lipidicos.

Glicocalix

Vacuola
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M.usculo 5
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-.__1‘ Frrm———2=s=—> Célula Tegumentaria
Figura 1.8. Esquema del tegumento de los cestodos. El tegumento estd compuesto por una
zona superficial anucleada y una zona citoplasmatica nucleada. La zona superficial anucleada
presenta microtiquias cubiertas de un glicocalix. En el citoplasma distal hay presencia de
cuerpos densos, vacuolas, vesiculas y mitocondrias, mientras que en el citoplasma proximal,
por debajo de la regiébn muscular se encuentran los nucleos y organelos como el aparato de
Golgi, el reticulo endoplasmico y las mitocondrias. Adaptado del Banco de Recursos Educativos
Multimedia de la Universidad de Ottawa, BIODIDAC (http://biodidac.bio.uottawa.ca/).
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En lo que respecta al metabolismo de los cestodos, asi como de los platelmintos
en general, la caracteristica principal es la adaptacion que estos parasitos presentan
a los diferentes ambientes a los que estan expuestos durante su ciclo de vida,
principalmente en lo que tiene que ver con la disponibilidad de oxigeno y de nutrientes.
En los estadios de vida libre estos parasitos tienen acceso al oxigeno, por lo cual su
metabolismo es principalmente aerobio, obteniendo energia a partir de sus reservas
de glucégeno mediante ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa (Tielens & Hellemond,
2006). A través de esta via, el organismo se asegura de maximizar la energia obtenida
gastando la menor cantidad posible de sus reservas, con el objetivo final de sobrevivir
un tiempo suficiente como para interactuar con un hospedador que le permita continuar
su ciclo de vida. Una vez en el hospedador, el parasito se establece en sitios donde,
la disponibilidad de oxigeno y nutrientes cambia respecto al ambiente externo,
induciendo un cambio hacia el metabolismo anaerobio (Tielens & Hellemond, 2006).
Asi, en sus estadios como pardsito los cestodos utilizan glucosa proveniente del
hospedador para obtener energia, realizando fermentacion lactica mediante glucélisis
anaerobia, generando dos moléculas de ATP por molécula de glucosa. Si bien este
metabolismo tiene un menor rendimiento energético que el metabolismo aerobio que
emplean en los estadios de vida libre, les resulta mas eficiente, dado que los nutrientes
en este caso provienen del hospedador y no de sus propias reservas. Ademas, estos
parasitos suelen emplear otra via fermentativa para obtener energia, conocida como
dismutacién del malato, via que no es compartida con el hospedador (Tielens &
Hellemond, 2006). En esta via, el fosfoenolpiruvato producido por vias glucoliticas
clasicas es carboxilado a oxalacetato y luego reducido a malato. Este malato es
transportado a la mitocondria; una parte puede ser oxidado para dar acetato y otra
parte transformado en fumarato. Este puede luego ser reducido a succinato, que en
un paso posterior puede ser metabolizado a propionato. El paso de reduccién de
fumarato a succinato esta acoplado a una cadena de transporte de electrones
anaerobia en la que el fumarato es el aceptor final de los electrones en lugar del
oxigeno, empleando rodoquinona como complejo transportador de los electrones. Una
caracteristica fundamental de estos organismos es que usan vias fermentativas que
los hacen dependientes exclusivamente de los carbohidratos para generar energia. La
baja tension de oxigeno en los sitios de instalacion no permite la obtencién de energia
a partir de los lipidos y se sabe que la oxidacion de los aminoacidos contribuye muy
poco al metabolismo energético global de los cestodos (Tielens & Hellemond, 2006).

Respecto a la capacidad biosintética de estos parasitos, estudios metabdlicos, asi

como el reciente ensamblaje del genoma de varios de estos organismos, ha mostrado
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gue los cestodos han reducido al minimo muchas de sus rutas biosintéticas debiendo
obtener muchos sustratos simples del hospedador para utilizarlos como bloques a
partir de los cuales construir moléculas mas complejas (Tielens & Hellemond, 2006;
Tsai et al., 2013; Zheng H. et al., 2013). En este sentido, los carbohidratos, como la
glucosa, no pueden ser sintetizados por los cestodos y deben ser adquiridos de su
hospedador para formar derivados mas complejos como el glicocalix, las
glicoproteinas y el glucogeno que el parasito utilizara luego como fuente de
almacenamiento de carbohidratos. Respecto a los aminoécidos, la mayoria de ellos
son esenciales para estos pardsitos, debiendo adquirirlos desde el hospedador. Sin
embargo, éstos tienen la capacidad de generar algunos amino&cidos a partir de
esqueletos carbonados generados mediante las vias glucoliticas. En relacién a la
sintesis de los intermediarios para la formacion de los acidos nucleicos, se ha
determinado que si bien no son capaces de sintetizar purinas de novo, tienen vias de
salvataje elaboradas para maximizar su uso, mientras que si son capaces de sintetizar
las pirimidinas. Finalmente, respecto a la biosintesis de lipidos, los cestodos no son
capaces de sintetizar de novo los lipidos simples como los acidos grasos y el colesterol
y por tanto necesitan partir de bloques obtenidos desde el hospedador para sintetizar
lipidos mas complejos como fosfolipidos, triacilglicéridos y esteres de colesterol. Otros
lipidos menos abundantes, como algunos acidos grasos insaturados y eicosanoides
pueden ser sintetizados a partir de sustratos mas abundantes obtenidos desde el

hospedador.

1.3.2. Metabolismo lipidico

Los lipidos tienen un rol muy importante en la biologia de la mayoria de los
organismos, no s6lo como constituyentes de las membranas biolégicas de las células,
como los fosfolipidos y el colesterol, sino porque también participan en procesos de
sefializacién, en las interacciones y reconocimiento celular, en el transporte de
membrana y muchos de ellos actian como reguladores de enzimas y factores de
transcripcion. La composicion lipidica de los cestodos es, en principio, similar a la de
otros organismos (Smyth & McManus, 1989). Su metabolismo lipidico ha sido
relativamente poco explorado, pero ensayos metabdlicos han mostrado que no son
capaces de sintetizar la mayoria de sus lipidos de novo (Smyth & McManus, 1989;
Tielens & Hellemond, 2006). Cabe mencionar que los datos obtenidos mediante estos
ensayos han sido recientemente confirmados tras la obtencién del genoma de varios

cestodos, entre los que se incluye E. granulosus (Tsai et al., 2013; Zheng H. et al.,
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2013). El andlisis del estos genomas mostré que efectivamente, estos organismos
carecen de las enzimas para llevar a cabo la sintesis de muchos de sus lipidos por las
vias actualmente conocidas. En la Figura 1.9 se muestra un esquema donde se indican
las caracteristicas principales del metabolismo lipidico de los cestodos (Tielens &
Hellemond, 2006).
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Sintesis de novo 1
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Figura 1.9. Esquema del metabolismo lipidico en los cestodos. Los cestodos no son
capaces de sintetizar algunos lipidos simples, como acidos grasos y colesterol de novo y deben
adquirirlos del hospedador. Asimismo para sintetizar otros lipidos complejos, como
triacilglicéridos y fosfolipidos también deben partir de bloques mas simples que deben tomar
del hospedador. Los compuestos que el parasito necesita adquirir de su hospedador estan
marcados en rojo. Las flechas claras indican las vias metabdlicas que no estan presentes en
estos organismos, mientras que las flechas oscuras indican aquellas vias que si pueden llevar
a cabo. PP: pirofosfato, PC: fosfatidilcolina, PS: fosfatidilserina, PIl: fosfatidilinositol, PE:
fosfatidiletanolamina, DAG: diacilglicéridos, TAG: triacilglicéridos, CDP-DAG: Citidina-difosfato-
diacilglicérido y HMG-CoA: hidroximetilglutaril CoA, CoA: Coenzima A. Adaptado de Tielens &
Hellemond, 2006

En cuanto al metabolismo de los esteroles, se encontré que los cestodos no son
capaces de sintetizar colesterol y que toman este lipido de su hospedador (Frayha,
1968). En particular, el metacestodo de E. granulosus no puede sintetizar colesterol a
partir de acetato o mevalonato, ya que no se detectd colesterol marcado
radiactivamente cuando se cultivaron quistes hidaticos con estos precursores
marcados con *C. Ademas, se comprobd que el metacestodo incorpora el colesterol
del hospedador utilizando el modelo de infecciébn secundaria, en el cual se detectd
radioactividad en quistes hidaticos cuando los ratones fueron alimentados con
colesterol marcado radiactivamente. Mas aun, se determin6 que en E. granulosus y
Taenia hydatigena, la sintesis de los esteroles a partir de precursores marcados

radiactivamente culmina en el farnesil pirofosfato, uno de los primeros intermediarios
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de la via del mevalonato por la cual se sintetiza el escualeno y por ende el colesterol.
El farnesil pirofosfato es rapidamente hidrolizado a farnesol, particularmente a su
isbmero 2-cis,6-trans-farnesol. Los autores de este trabajo proponen que este isbmero
podria cumplir un rol importante en el desarrollo de estos parasitos, si se considera
gque puede estar actuando de forma similar a la hormona juvenil descripta en insectos
(Frayha, 1974). Asimismo, la formacién de farnesil pirofosfato en los platelmintos
también puede ser importante como precursor en la sintesis de quinonas, en particular
de la rodoquinona que participa en transporte de electrones en el metabolismo
energético anaerobio de estos organismos. M&s aun, en otros platelmintos se ha
demostrado que la importancia de la via del mevalonato también radica en la sintesis
de dolicoles para glicosilacion de proteinas y que tanto el farnesil, como el
geranilgeranil pirofosfato pueden actuar como sustratos para la isoprenilacion de
proteinas (Tielens & Hellemond, 2006).

En lo que respecta al metabolismo de acidos grasos, se ha determinado que estos
parasitos no pueden sintetizar sus acidos grasos de novo a partir de Acetil Coenzima
A (acetil CoA) y por lo tanto también deben adquirirlos de su hospedador. Tampoco se
han encontrado evidencias de que puedan desaturar los acidos grasos, por lo que
también deben adquirir los acidos grasos insaturados del hospedador. En este sentido,
se ha descripto que el tipo de &cidos grasos que presentan suelen ser similares a los
de su hospedador, en general los 4cidos grasos predominantes son los acidos grasos
de 16 y 18 carbonos, como el 4cido palmitico (16:0) el acido oleico (18:1) el acido
estedrico (18:0) y el acido linoleico (18:2). ElI metabolismo de los acidos grasos en
estos organismos parece estar restringido a la elongacion de los acidos grasos del
hospedador, donde el acetil CoA funcionaria como dador de dos carbonos. Por otro
lado, como ya se comenté los cestodos tampoco pueden realizar la 3-oxidacion de los
acidos grasos debido a la baja tensién de oxigeno en el sitio de instalacion del parasito,
por lo que los lipidos no constituyen una fuente de energia (Smyth & McManus, 1989).
Los acidos grasos obtenidos del hospedador o elongandos por el parasito si pueden
ser incorporados a fosfolipidos y triacilglicéridos (Tielens & Hellemond, 2006).

En cuanto a los fosfolipidos, se ha determinado que el cestodo Hymenolepis
diminuta, posee algunas vias de sintesis de fosfolipidos de novo a partir de acidos
grasos, glicerol o glucosa (Smyth & McManus, 1989). En otros platelmintos se conoce
gue los grupos pertenecientes a las cabezas polares de muchos fosfolipidos, como la
colina y la etanolamina también deben ser adquiridos del hospedador (Tielens &
Hellemond, 2006), lo que ha sido confirmado en E. granulosus de acuerdo a los datos

del genoma (Zheng H. et al., 2013).
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En relacion a los triacilglicéridos, también se ha encontrado que el cestodo H.
diminuta es capaz de sintetizarlos empleando bloques mas simples como los acidos
grasos obtenidos del hospedador y empleando la via a-glicerofosfato-acido fosfatidico-
diglicérido (Buteau & Fairbairn, 1969). En la mayoria de los organismos, los
triacilglicéridos son empleados como reserva de 4cidos grasos para obtencion de
energia, sin embargo como ya se comentd previamente, estos organismos no son
capaces de obtener energia de los acidos grasos. Sin embargo, se ha encontrado
actividad lipasa en los cestodos, por lo que se considera que los triacilglicéridos
pueden actuar como fuente de &cidos grasos para construir los fosfolipidos de las
membranas y/o para algun tipo de sefializacion celular.

De las caracteristicas del metabolismo lipidico descriptas anteriormente se
desprende que los cestodos deben haber desarrollado mecanismos para lograr
obtener sus lipidos del hospedador. Asimismo, dada la hidrofobicidad caracteristica de
los lipidos, también es probable que, como la mayoria de los organismos, deban utilizar
distintas proteinas para su transporte y distribucion entre sus distintos tejidos. En este
sentido, se han descripto dos familias de proteinas que unen lipidos (LBP del inglés
lipid binding protein) en los organismos cestodos, las proteinas que unen Acidos
grasos (FABP del inglés fatty acid binding protein) y las proteinas que unen ligandos
hidrofébicos (HLBP del inglés hydrophobic ligand binding protein). La familia de las
FABPs se encuentra ampliamente distribuida en el reino animal, mientras que la familia
de las HLBPs es una familia exclusiva de organismos cestodos. A continuacion se

describiran las caracteristicas principales de estas familias de proteinas.

1.3.3. Proteinas que unen lipidos en cestodos

Debido a su hidrofobicidad, los lipidos, deben ser transportados unidos a proteinas
en medio acuoso. Para esto, la mayoria de los organismos poseen proteinas que los
unen y transportan dentro de las células o hacia diferentes tejidos. En particular, los
helmintos poseen varias familias de LBPs, muchas de ellas distintas a las que poseen
sus hospedadores. Los nematodos poseen proteinas que unen acidos grasos y retinol,
proteinas de la familia de las poliproteinas alergénicas, y FABPs con caracteristicas
Unicas, como la presencia de sefales de secrecion extracelular (Franchini et al., 2013).
Como se comento anteriormente, en los cestodos se han descripto la familia de las
FABPs y la familia de las HLBPs (Alvite & Esteves, 2012). Si bien, todas estas familias
de proteinas comparten la habilidad de unir lipidos, difieren ampliamente en sus

secuencias, estructuras, especificidad de ligandos y posiblemente en su funciéon. En
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los cestodos, los estudios filogenéticos muestran que las FABPs y las HLBPs poseen
origenes distintos y que han evolucionado a través de diferentes vias, como se observa
en la Figura 1.10 (Alvite & Esteves, 2012).
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Figura 1.10. Relaciones filogenéticas entre las FABPs y las HLBPs de cestodos. Se
muestran las relaciones filogenéticas para las proteinas FABPs: EQFABP1 y EQFABP2 de E.
granulosus; Em-1, Em-2, Em-3 y Em-4 de E. multilocularis, Fh15 de Fasciola hepatica; FgFABP
de F. gigantica; Sm14 de Schistosoma mansoni; SbFABP de S. bovis; ShFABP de S.
haematobium; MvFABPa de Mesocestoides vogae; y para las proteinas HLBPs: EgAgB1-5 de
E. granulosus; RS1, Tsl14, Ts18, CyDA, bl y m13h, TsHLBP1, TsHLBP2 de Taenia solium;
Tcl-2 de T. crassiceps; H-HLBP de Hymenolepis diminuta; MeHLBP de Moniezia expasa;
Tm-3, Tm4, Tm8, Tm10, Tm14 y Tm16 de T. multiceps; Th-al, Th-c1, Th-a3, Th1l, Th12, Th19,
y Th2 de T. hydatigena. Tomado de Alvite & Esteves, 2012.

Al igual que las FABPs de mamiferos, las FABPs de los cestodos son proteinas
citosdlicas, o al menos no poseen ninguna secuencia o péptido sefial de secrecién
extracelular por las vias convencionales actualmente conocidas. Por otro lado, las
HLBPs incluyen miembros intracelulares y extracelulares que si poseen secuencias
especificas para su secrecion (Alvite & Esteves, 2012). Si bien las funciones de estas
familias de proteinas no han sido elucidadas, debido a su capacidad de unir lipidos y
a sus distintas localizaciones, se cree que las FABPs cumplirian un papel importante
en el transporte de los lipidos dentro de la célula; mientras que las HLBPs participarian
principalmente en la captacién de lipidos desde el hospedador y/o en su posterior
distribucion hacia los diferentes tejidos del parasito. A continuacion se describiran las

caracteristicas principales de ambos grupos de proteinas.
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1.3.3.1 Proteinas que unen acidos grasos (FABPS)

Las FABPs son proteinas de bajo peso molecular (14 - 15 kDa), que poseen una
distribucion filogenética muy amplia (Zheng Y. et al., 2013). A pesar de poseer
secuencias aminoacidicas distintas, estas proteinas poseen una estructura terciaria
practicamente superponible que consta de un barril formado por 10 hojas-B
antiparalelas coronado por dos a-hélices a modo de tapa. Las FABPs unen de forma
no covalente acidos grasos de cadena larga y algunas de ellas en particular también
pueden unir &cido retinoico y otros ligandos hidrofébicos como sales biliares. Mas alla
de toda la informacién estructural disponible sobre estas proteinas, sus funciones no
han sido completamente establecidas. Se ha propuesto que estarian involucradas en
la captacion de los acidos grasos dentro de la célula, en la regulacion del metabolismo
lipidico y en la proteccién del efecto deletéreo que podria causar una alta
concentracion de &cidos grasos en la célula (Storch & Corsico, 2008). Algunos
miembros de esta familia han sido relacionados con procesos de proliferacion celular
y modulacion del crecimiento (Furuhashi & Hotamisligil, 2008).

En los platelmintos, la primera FABP caracterizada fue la de Schistosoma
mansoni, denominada Sm14. Luego se encontraron otras proteinas homologas en
otros trematodos como S. japonicum (Sj-FABPc), S. bovis (SbFABP), Fasciola
hepatica (Fh15), F. gigantica (FgFABP); y en cestodos como Taenia solium (TsFABP),
T. pisiformis (TpFABP), T. mulciceps (TmFABP), Mesocestoides vogae (MvFABPa y
MvFABPDb), E. multilocularis (EmFABP) y E. granulosus (EgFABP), segun lo revisado
por Alvite y Esteves, y citas mas actuales (Alvite & Esteves, 2012; Nie et al., 2013;
Yang et al., 2013; Zheng Y. et al., 2013).

Particularmente, en E. granulosus se han descripto hasta el momento dos FABPs,
la EQFABP1y EgFABP2, proteinas que se expresan en los protoescélices y en la capa
germinativa del metacestodo. Un analisis méas reciente del genoma de E. granulosus
ha revelado que también se expresarian al menos otras tres FABPs ademés de
EgFABP1 y EQFABP2 (Jorge L. Pérfido, INIBIOLP, comunicacion personal). De estas
FABPs, la proteina EQFABP1 ha sido la primera descripta, y por lo tanto la mas
caracterizada (Esteves et al., 1993). La determinacion de su estructura mostro la tipica
estructura de barril B coronado por dos a-hélices (Jakobsson et al., 2003). También se
analiz6 su capacidad de unir ligandos hidrofébicos mediante ensayos de
desplazamiento de sondas fluorescentes, lo cual determin6 que los ligandos unidos
preferencialmente por esta proteina son los acidos grasos insaturados de cadena

larga, aunque también es capaz de unir &cidos grasos de diferente longitud y diversos
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grados de insaturacion (Alvite et al., 2001). Por otro lado, en nuestro grupo se ha
estudiado la capacidad de EgFABPL1 de transferir 4cidos grasos fluorescentes a
membranas fosfolipidicas artificiales (Porfido et al., 2012), técnica empleada para la
caracterizaciéon de varias FABPs de mamiferos (Storch, 1993). Estos ensayos
permitieron determinar que para que la proteina EgFABP1 transfiera los acidos grasos
hacia las membranas fosfolipidicas es necesario que exista una interaccién directa con
las mismas. Asimismo, la transferencia de ligando esta influenciada por interacciones
de tipo i6nico e hidrofdbico (Porfido et al., 2012). Estos datos apoyan la idea de que
esta proteina pueda participar en el intercambio de acidos grasos dentro de la célula.
Al igual que en muchos organismos, la funcion de las FABPs en los cestodos no ha
sido esclarecida, pero en general se ha propuesto que participarian en la distribucién
de los &cidos grasos hacia distintos compartimentos intracelulares. Resulta interesante
también el hecho que algunos cestodos, como E. granulosus y E. multilocularis,
expresan mas de una FABP (zZheng Y. et al., 2013). En otros organismos,
particularmente en mamiferos, también se expresan varios tipos de FABPs en
diferentes tejidos o incluso en un mismo tejido, como ocurre en el intestino con la
expresion de la FABP intestinal y hepatica. En este caso ha sido propuesto que estas
FABPs pueden cumplir diferentes funciones en estos tejidos, quizas uniendo
especificamente distintos tipos de acidos grasos y/o dirigiéndolos hacia diferentes
localizaciones subcelulares (Storch & Corsico, 2008). En los cestodos, por su parte,
diferentes FABPs podrian expresarse en distintos tejidos y/o estadios de los parasitos.
En este sentido, ensayos preliminares sugieren que las distintas FABPs de E.
multilocularis (EmFABPS) se expresan de forma diferencial en la capa germinativa y
en los protoescdlices (Jorge L. Pérfido, INIBIOLP, comunicacion personal).

Dado que los &cidos grasos no son sintetizados por estos parasitos,
necesariamente deben provenir del hospedador. En relacion a esto, el interrogante
gue aun resta por responder es cémo llegan los acidos grasos del hospedador a las
células del parésito para ser distribuidos intracelularmente por las FABPs. En general,
se asume que los acidos grasos son capaces de atravesar las membranas bioldgicas
por difusion simple, aunque mas recientemente se ha descripto que existen proteinas
asociadas a mecanismos de transporte de acidos grasos a través de membranas
biol6gicas (van der Vusse et al., 2002). Si bien estas proteinas no han sido descriptas
en platelmintos, la busqueda de secuencias similares en los genomas de los
organismos descriptos hasta el momento indica la posible existencia de proteinas que
cumplan con funciones similares (Alvite & Esteves, 2012; Zheng H. et al., 2013). Esto

facilitaria el ingreso de los acidos grasos a las células del parasito, pero no permite
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explicar de dénde provienen dichos acidos grasos. Se ha determinado la presencia de
lipoproteinas y albumina provenientes del hospedador en el liquido hidatico (Coltorii &
Varela-Diaz, 1974; Aziz et al., 2011), por lo que es posible pensar que estas proteinas
participen en el suministro de acidos grasos. No obstante, también se ha propuesto
gue las HLBPs cumplan ese rol (Lee et al., 2007). A continuacion se describiran con

mas detalle las caracteristicas principales de la HLBPs.

1.3.3.2 Proteinas que unen ligandos hidrofébicos (HLBPS)

A diferencia de las FABPs descriptas previamente, las HLBPs son una familia de
proteinas exclusiva de organismos cestodos. Muchas de estas proteinas se
identificaron inicialmente como antigenos especificos de las distintas enfermedades
producidas por estos parasitos. Miembros de esta familia se han identificado en T.
solium, T. crassiceps, T. hidatigena, T. multiceps, Moniezia expansa, Himenolepys
diminuta, E. multilocularis y E. granulosus (Alvite & Esteves, 2012). Se trata de
proteinas oligoméricas, compuestas por subunidades pequefias (entre 7 y 11 kDa),
cuya estructura secundaria posee un alto porcentaje de a-hélices anfipaticas con alta
capacidad para unir ligandos hidrofébicos. Muchos de los estudios realizados para
caracterizar los ligandos unidos por estas proteinas han sido ensayos in vitro basados
en el uso de sondas fluorescentes. De este modo, se logr6 establecer que algunas de
estas proteinas son capaces de unir acidos grasos saturados e insaturados de cadena
larga, esteroles, retinoides y algunas drogas antihelminticas (Barrett et al., 1997,
Saghir et al., 2001; Chemale et al., 2005; Kim et al., 2011; Rahman et al., 2012). Como
se ha comentado previamente, algunas HLBPs son intracelulares, mientras que otras
poseen una secuencia sefial para su secrecién extracelular.

Dentro de las HLBPs intracelulares, se encuentran descriptas la proteina
Me-HLBP de M. expansa (Janssen & Barrett, 1995; Barrett et al., 1997) y la proteina
Hd-HLBP de H. diminuta (Saghir et al., 2001, 2000). La proteina Me-HLBP constituye
un oligbmero de aproximadamente 250 kDa formado por subunidades de 8 kDa
(Barrett et al., 1997). Mediante ensayos de desplazamiento empleando acido
11-(dansilamino)undecanoico (DAUDA), se determiné que esta proteina une &cidos
grasos de cadena larga, esteroles, acido retinoico, algunas drogas antihelminticas,
pero no la mayoria de los acil-CoA derivados de acidos grasos analizados (Janssen &
Barrett, 1995). Ensayos posteriores mostraron que esta proteina también es capaz de
unir el acido 16-(9-antroiloxi)-palmitico (16-AP) y la sonda 1l-anilino-8-naftaleno

sulfonato (ANS). Asimismo en este trabajo se establecié que el Unico triptéfano de la
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proteina, ubicado en la posicion 41 (Trp41l), esta cercano al sitio de union del ligando
(Barrett et al., 1997). La proteina Hd-HLBP purificada del parasito H. diminuta y
analizada mediante geles de poliacrilamida en condiciones reductoras mostré una
banda de 11 kDa, mientras que la proteina nativa parece ser un oligdémero de 115 kDa,
segun andlisis mediante filtracién en gel (Saghir et al., 2000). Asimismo, empleando
DAUDA se determiné que esta proteina es capaz de unir acidos grasos de cadena
larga y sus acil CoA derivados, aunque con menor afinidad (Saghir et al., 2000).
Ensayos posteriores también determinaron que al igual que la Me-HLBP, la proteina
Hd-HLBP es capaz de unir 16-AP y ANS, sondas que fueron desplazadas por el acido
oleico (18:1). También se determiné que es capaz de unir algunos antihelminticos y
que el Trp41 esta cercano al sitio de union del ligando (Saghir et al., 2001).

En relacion a las HLBPs extracelulares, las més caracterizadas en cuanto a su
capacidad de unir lipidos han sido las HLBPs de T. solium y de E. granulosus. En el
caso de T. solium, se han obtenido y parcialmente caracterizado las HLBPs
pertenecientes al metacestodo y al estadio adulto del parasito. En el metacestodo de
T. solium se expresa una HLBP denominada TsM150, dado que tiene un tamafio de
150 kDa (Lee et al., 2007; Kim et al., 2011). Esta proteina es un hetero-oligémero
formado por proteinas de 7 kDa (RS1) y de 10 kDa (CyDA, bl y mi13h). Empleando
distintas sondas, entre ellas DAUDA, ANS y 16-AP, se determin6 que estas
subunidades unen los lipidos de forma diferencial; las subunidades CyDA, b1y m13h
unen 16-AP pero no DAUDA ni ANS, mientras que la subunidad RS1 se comporta en
forma inversa, une DAUDA y ANS pero no 16-AP (Kim et al., 2011). Funcionalmente,
se ha propuesto que la proteina TsM150 podria participar en la translocacion de lipidos
hacia el interior del metacestodo. Esto se apoya en ensayos utilizando parasitos en
cultivo, donde observaron que la proteina TsM150 es capaz de unir DAUDA y
transportarlo hacia el interior de metacestodos, por una via de translocacion que
resulté inhibida por anticuerpos especificos anti-TsM150 (Lee et al., 2007). Estaes la
Unica evidencia de que las HLBPs participan en la adquisicion de lipidos desde el
hospedador. Ademas de la proteina TsM150, en el metacestodo de T. solium se ha
descripto otra proteina oligomérica de 120 kDa, constituida por subunidades de 14 y
18 kDa (Lee et al., 2005), aunque no se ha descripto su capacidad de union a lipidos.
Mas recientemente se caracterizd una proteina de excrecién-secrecion obtenida a
partir de adultos de T. solium, denominada TsHLBP, de aproximadamente 100 kDa.
Estos autores determinaron que esta proteina estd compuesta por subunidades de
aproximadamente 10 kDa, que denominaron TsHLBP1 y TsHLBP2. Asimismo,

determinaron que estas subunidades son capaces de unir las sondas ANS, 16-AP y el
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acido cis-parinérico (acido graso fluorescente naturalmente), mientras que no unieron
DAUDA. Ensayos de desplazamiento de ANS revelaron que ambas subunidades son
capaces de unir acido miristico (14:0), palmitico (16:0), oleico (18:1) y linoleico (18:2),
siendo estos ultimos los que producen los mayores desplazamientos, mientras que el
acido araquidoénico (20:4) no produjo desplazamiento de ANS (Rahman et al., 2012).
La HLBP de E. granulosus, denominada Antigeno B (EgAgB), fue caracterizada
inicialmente como una lipoproteina (Oriol et al., 1971; Oriol & Oriol, 1975). Tal como
se explicara en detalle més adelante (ver item 1.4), a nivel proteico el EQAgB esta
compuesto por diferentes subunidades, denominadas EgQAgB8/1 a EgAgBS8/5.
Mediante ensayos in vitro se determiné que algunas de estas subunidades, en
particular EQAgB8/1 y EgAgB8/2, son capaces de unir el analogo fluorescente 16-AP,
mientras que no presentaron uniébn a DAUDA, ANS ni al acido dansill-D,L-a-amino
octanoico (DACA). Asimismo, en este trabajo se determiné que el 16-AP no logro ser
desplazado por acidos grasos ni drogas antihelminticas (Chemale et al., 2005).
Como se detall6 hasta ahora, los lipidos identificados como ligandos de las
distintas HLBPs fueron determinados mediante ensayos in vitro, la gran mayoria
empleando sondas fluorescentes y en algunos casos realizando desplazamiento de
estas sondas con ligandos naturales como los 4cidos grasos. Por mucho tiempo no se
conté con informacién acerca de cuales podian ser lo ligandos unidos por las HLBPs
en su entorno natural. Mas recientemente, nuestro grupo logro caracterizar por primera
vez los ligandos naturales del EgAgB purificado del liquido hidatico. EI componente
lipidico del EgQAgB nativo representa aproximadamente la mitad de la masa total de la
particula y es muy heterogéneo, presentando una amplia variedad de lipidos polares
y neutros (Obal et al., 2012). Esta informacion permitié proponer que el EgAgB cumple
un rol en el metabolismo lipidico del parasito, una funcién que no habia sido
considerada anteriormente. A continuacion se describiran con mas detalle los
antecedentes relacionados a la caracterizacion de esta lipoproteina, que ha sido objeto

de estudio del presente trabajo de tesis.

1.4. La HLBP de Echinococcus granulosus: Antigeno B (EgAgB)

Como se comentd anteriormente, el EgQAgB es una de las proteinas mas
abundantes secretadas por el metacestodo de E. granulosus. Fue identificada
inicialmente como una lipoproteina presente en una fraccion antigénica del liquido
hidatico, y por ello se la denomind antigeno B, para diferenciarla de otra fraccion

antigénica denominada antigeno A (Williams et al., 1971). Su naturaleza lipoproteica
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se puso de manifiesto en este trabajo, evidenciando la presencia de lipidos por tincién
con el colorante Sudan Black. Asimismo, se reporté una fuerte, pero no covalente,
asociacion entre los lipidos y la proteina, dado que la fraccion lipidica se pudo extraer
Unicamente empleando solventes organicos. En los trabajos iniciales realizados por
Oriol y colaboradores para caracterizar esta fraccion antigénica, se determin6 que esta
proteina presentaba un tamafio de entre 120 kDa y 160 kDa, segun ensayos de
sedimentacion y gel filtracion, respectivamente (Oriol et al., 1971; Oriol & Oriol, 1975).
Mas recientemente, mediante gel filtracion acoplada a dispersion de luz (SEC-MALLS,
del inglés Size Exclusion Chomatography - Multi-Angle Laser Light Scattering) se
demostré que las particulas de EgAgB presentan un tamafio heterogéneo, con un
tamafio promedio de 230 kDa (Obal et al., 2012). Dado que el interés inicial en esta
lipoproteina radicé en su importancia para el inmunodiagnéstico de la hidatidosis
(Williams et al., 1971), muchos trabajos se avocaron principalmente al estudio del
componente proteico de la lipoproteina, dejando de lado su componente lipidico. En
este sentido, se realizaron varios trabajos con el fin de evaluar los epitopes
inmunodominantes de esta proteina y el valor diagndstico de la misma (Leggatt &
McManus, 1994; Barbieri et al., 1998; Gonzalez-Sapienza et al., 2000; Ortona et al.,
1995, 2000; Gonzalez-Sapienza & Cachau, 2003; Lorenzo et al., 2005). Asimismo, el
analisis inicial del componente proteico del EQAgB mediante geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes mostré un patrén de bandas regularmente
espaciadas de 8, 16, 24, 32 kDa, siendo las fracciones mayores las menos
abundantes, de forma similar a lo que se muestra en el panel A de la Figura 1.11.
Posteriormente, se determiné que las bandas de mayor peso molecular correspondian
a oligbmeros de por lo menos dos subunidades de 8 kDa distintas (Gonzalez et al.,
1996). Estas subunidades fueron denominadas EgAgB8/1 y EgAgB8/2 (Fernandez et
al., 1996; Rott et al., 2000). Mas adelante se describieron otras subunidades de 8 kDa
y se determiné que estas subunidades estan codificadas por una familia multigénica
(Chemale et al.,, 2001; Arend et al.,, 2004; Zhang et al., 2010). Asimismo, se ha
descripto un alto polimorfismo en los genes que codifican para estas subunidades
(Arend et al., 2004, Kamenetzky et al., 2005; Muzulin et al., 2008).

Como ya fue descripto en el item anterior, el andlisis posterior de las subunidades
de EgAgB mostré que éstas agrupan con un conjunto de proteinas de bajo peso
molecular que forman oligdbmeros, son capaces de unir ligandos hidrofébicos y son
exclusivas de organismos cestodos, las HLBPs. Asimismo, se analiz6 cuales eran los
ligandos hidrofobicos unidos por el EQAgB y se encontré que las subunidades

EgAgB8/1 y EgAgB8/2 obtenidas de forma recombinante unian &cidos grasos
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(Chemale et al., 2005). Mas recientemente, se determind que la fraccion lipidica del
EgAgB constituye el 40-50% de la masa total de la particula y que esta formada por
lipidos polares como fosfolipidos, y lipidos neutros, como &cidos grasos,
triacilglicéridos, colesterol y esteres de colesterol, tal como se puede observar en el
panel B de la Figura 1.11 (Obal et al., 2012).

A B STD EgAgB
EE
LH MPM 2|
N 225 3
-
R 102 3
s 76 T
40 kDa —» % R - = | co M
32 kDa —» [ * 31 > _____
24 kDa — | S 24 .
‘ S
16 kDa —» [ 17 e
12 m< PE W -
SA-— - S| cm
2 | Pl
SR
PC & -

Figura 1.11. Caracterizacion de la fraccién proteica y lipidica del EgAgB nativo.
(A) Composicion proteica del EgAgB analizada mediante Western-Blot de una muestra de
liquido hidatico (LH) proveniente de quistes hidaticos de cerdo (generosamente donado por la
Dra. Mara Rosenzvit, UBA) empleando un anticuerpo policlonal de conejo obtenido contra el
EgAgB nativo (generosamente donado por la Dra. Ana M. Ferreira, UdelaR). A la derecha se
muestran los tamafios del marcador de peso molecular empleado. Se puede observar el patron
de bandas regularmente espaciadas de 8, 16, 24, 32 y 40 kDa caracteristico del EgAgB, en
donde la subunidad de 8 kDa constituye el bloque a partir del cual se arman los oligbmeros de
mayor tamafio (Gonzalez et al., 1996). (B) Composicion lipidica del EQAgB analizada mediante
cromatografia de capa fina de alta performance (HPTLC) de la fraccion lipidica de EgAgB
extraida con solventes organicos. Se encontraron lipidos neutros, como ésteres de esteroles
(EE), triacilgliceroles (TAG), colesterol (Col) y acidos grasos (AG); y lipidos polares como
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI) y
cardiolipina (CL). La identificacién de las clases lipidicas se realizd6 por comparacion con
estandares primarios corridos en paralelo (STD). Imagen adaptada de Obal et al., 2012.

A partir de la informacion descripta previamente, se desprende que el EgAgB es
una molécula compleja, conformada por distintas subunidades y que presenta una
amplia variedad de lipidos. La forma en que estos componentes se relacionan para
dar lugar a la particula nativa ain no se conoce con claridad. A continuacién se

describiran en mas detalle los componentes proteicos y lipidicos del EQAgB.
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1.4.1. Componentes del EQAgB

Como ya se ha comentado previamente, el componente proteico del EgAgB
comprende distintas subunidades de bajo peso molecular. Estas subunidades estan
codificadas por una familia de genes polimérficos divididos en cinco subfamilias,
denominados EgAgB1 a EgAgB5 (Frosch et al., 1994; Fernandez et al., 1996; Rott et
al., 2000; Chemale et al., 2001; Arend et al., 2004; Kamenetzky et al., 2005; Muzulin
et al., 2008; Zhang et al., 2010). Luego de un amplio debate en cuanto al nimero de
genes de EgAgB, el andlisis del genoma de E. granulosus recientemente obtenido
mostré la existencia de un dnico clister con siete genes distintos (Zheng H. et al.,
2013). Tres de estos siete genes corresponden a EgAgB3, mientras que existe una
Unica copia para el resto de las subunidades. La estructura de estos genes es similar,
estan compuestos por un exén 5" pequefio (entre 47-59 pb), un intrén (entre 67-164
pb) y un exén 3" (entre 199 y 214 pb). El primer exdn codifica para un pequefio péptido
que actia como sefial de secrecion, mientras que las subunidades maduras son
codificadas por el segundo exdn. Considerando la secuencia codificante, la identidad
de nucleétidos puede variar entre el 45 y el 82% entre las distintas subfamilias de
genes, mientras que dentro de una misma subfamilia puede variar entre el 88 y el
100%, por ello se considera que estas subfamilias son polimérficas (Monteiro et al.,
2008). Se cree gue este polimorfismo esta asociado a una adaptacion de diferentes
cepas de E. granulosus a los hospedadores que estos infectan, de hecho se ha
encontrado que distintas cepas pueden contener distintos alelos o isoformas de
algunos de estos genes (Kamenetzky et al., 2005; Muzulin et al., 2008). Las distintas
subunidades maduras codificadas por estos genes contienen entre 65 y 71
aminoacidos y tienen un peso molecular de aproximadamente 8 kDa, razén por la cual
se las ha denominado EgAgB8/1 a EgAgB8/5. La identidad de aminoé&cidos entre las
distintas subfamilias puede variar entre el 25 y el 69%, mientras que dentro de una
misma subfamilia puede variar entre el 79 y el 100% (Monteiro et al., 2008). En la
Figura 1.12 se muestra un alineamiento de algunas isoformas de las subunidades
EgAgB8/1, EgAgB8/2, EgAgB8/3, EgAgB8/4 y EgAgB8/5. Como se puede observar en
la figura, la comparacién de la secuencia de aminoacidos de las distintas subunidades
muestra que las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/3 y EQAgB8/5 estan mas

relacionadas entre si que con las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/4 y viceversa.
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Figura 1.12. Alineamiento de las secuencias de distintas subunidades de EgAgB. Las
distintas secuencias correspondientes a los polipéptidos maduros de EgAgB fueron alineadas
empleando la herramienta ClustalW del programa Biology Workbench. Los residuos
completamente conservados, idénticos o similares se muestran en negro, gris oscuro y gris
claro, respectivamente. Se puede observar que las subunidades EgAgB8/1, EQAgB8/3 y
EgAgB8/5 estan mas relacionadas entre si, asi como las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/4
entre si. Niumeros de acceso en GenBank: EgAgB8/1 (AAD38373), EgAgB8/2 (AAC47169),

EgAgB8/3 (AAK64236), EgAgB8/4 (AAQ74958) y EgAgB8/5 (BAE94835).

En cuanto a la expresion de las subfamilias del EgAgB en el parasito, se ha
observado que existe una transcripcion diferencial de estos genes en distintos estadios
de E. granulosus, incluyendo adultos inmaduros, adultos maduros y oncosferas, asi
como también en distintos componentes de un mismo estadio, como la capa
germinativa y los protoescélices del metacestodo (Zhang et al., 2010). Mediante
andlisis por PCR cuantitativa, se encontré que la subunidad EgAgB8/3 se expresa en
todos los estadios analizados, siendo el producto mayoritario en protoescolices,
adultos inmaduros y adultos maduros. En protoescolices y oncésferas se detectaron
niveles muy bajos de las otras subunidades, mientras que en la capa germinativa se
expresarian principalmente la subunidad EgAgB8/1, seguida de la subunidad
EgAgB8/3, EgAgB8/2 y EgAgB8/4. La subunidad EgAgB8/5 se ha encontrado
principalmente en el estadio adulto, tanto maduro como inmaduro; aunque también se
expresa en muy bajos niveles en oncésferas, protoescoélices y capa germinativa
(Zhang et al., 2010). A nivel proteico, mediante analisis por espectrometria de masas
se determin6 que en el liquido hidatico de quistes infértiles provenientes de la cepa G1
se encuentra principalmente la subunidad EgAgB8/1, seguida luego de las
subunidades EgAgB8/2, EgAgB8/3 y EgAgB8/4 (Lic. Maite Folle y Dra. Ana M.
Ferreira, UdelaR, comunicacion personal), en concordancia con los datos descriptos
anteriormente para la expresion de los genes en la capa germinativa. Asimismo, en el
liquido hidatico de quistes fértiles, se encuentran estas mismas subunidades, aunque

comparativamente la proporcion de EgAgB8/1 fue menor y se encontraron mayores
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niveles de EgAgB8/2, EQAgB8/3 y EgAgB8/4. Apoyando estos resultados, empleando
anticuerpos monoclonales especificos se encontré6 que distintas subunidades del
antigeno B de E. multilocularis también se expresan de forma diferencial en distintas
etapas del desarrollo de este parasito (Mamuti et al., 2006). Estos datos sugieren que
estas subunidades podrian interactuar con diferentes blancos en los distintos tejidos
donde se expresan y por tanto sus funciones podrian ser diferentes.

La estructura del EQAgB no se ha elucidado, pero existe informacion sobre la
estructura de las subunidades proteicas que lo conforman. Por un lado el andlisis por
dicroismo circular ha demostrado que sus subunidades presentan un alto contenido
de a-hélices (entre 35 y 65 %) (Oriol & Oriol, 1975; Gonzalez-Sapienza & Cachau,
2003; Monteiro et al., 2007). Por otro lado, es posible que estas subunidades adopten
estructuras mas complejas, ya que son capaces de formar oligdmeros de mayor
tamafio. Como se comento anteriormente, el andlisis de la fraccion proteica del EQAgB
nativo muestra bandas correspondientes a dimeros, trimeros y tetrameros (ver Figura
1.11A). El mecanismo por el cual estas subunidades forman estos oligémeros no se
conoce, pero se determind que no estd mediado por puentes disulfuro, puesto que
este patrén caracteristico en los geles de poliacrilamida ocurre del mismo modo al
emplear condiciones reductoras (Lightowlers et al., 1989 y Figura 1.11A). A su vez,
mediante andlisis de digestidn en gel, se encontrd que en las bandas correspondientes
a estos oligébmeros hay presencia de la mayoria de las subunidades presentes en el
liguido hidatico, EgAgB8/1 mayoritariamente, EgAgB8/2, EgAgB8/3 y EgAgB8/4
(Monteiro et al., 2012), aunque no se conoce con exactitud si los oligémeros se forman
por distintas subunidades o si existen diferentes homo-oligémeros. Asimismo, algunas
subunidades recombinantes, en particular EQAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 también
son capaces de auto-asociarse en homo-oligémeros de mayor tamafio (Monteiro et al.,
2007, 2012). El analisis mediante gel filtraciébn mostr6 que estas subunidades forman
oligbmeros de tamafo variable, mayoritariamente de 125, 164 y 113 kDa, para
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3, respectivamente (Monteiro et al., 2007). El andlisis
de la estabilidad de estos homo-oligémeros determin6 que la subunidad EgAgB8/3
forma los oligbmeros mas compactos, mientras que la subunidad EgAgB8/1 formaria
oligbmeros menos compactos o mas laxos (Monteiro et al., 2007, 2012.). También se
determiné que la caracteristica anfipatica de estas subunidades tendria que ver con el
proceso de oligomerizacién (Monteiro et al., 2007, 2008). Cabe mencionar que los
estudios realizados sobre la capacidad de oligomerizacion de las subunidades del
EgAgB no tomaron en cuenta la presencia de lipidos en el antigeno, es decir no fueron

realizados con las subunidades libres de lipidos. Por lo tanto, no se conoce hasta el
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momento si esta capacidad de oligomerizar es una propiedad inherente al componente
proteico o requiere de la participacién de los lipidos. Del analisis por modelado
molecular se ha propuesto que la caracteristica anfipatica de las subunidades
explicaria su capacidad de oligomerizar (Monteiro et al., 2007, 2008).

En relacion al componente lipidico del EQAgB, éste es muy heterogéneo ya que
incluye diferentes clases lipidicas (Obal et al., 2012). Utilizando cromatografia en capa
fina de alta performance, se demostr6 que la fraccion lipidica del EgAgB contiene
lipidos neutros y lipidos polares (ver Figura 1.11B). Tal como se muestra en la Figura
1.13, dentro de los lipidos neutros, se encontré una alta proporcion de triacilglicéridos
(31.3%), esteroles (20.2%), esteres de esteroles (19%) y &cidos grasos libres (12%),
asi como también wuna fraccion propuesta como alquildiacilgliceroles y/o
alquenildiacilgliceroles. En el caso de los lipidos polares, la fosfatidilcolina fue el lipido
mayoritario, representando aproximadamente el 64% de los lipidos polares totales.
También se encontraron fosfatidiletanolamina (20.8%), glicolipidos (8%),
fosfatidilserina (3.8%), fosfatidilinositol (3.2%) y cardiolipina (0.3%). Estos lipidos
mostraron una alta similitud a la proporcion de lipidos presentes en el liquido hidatico
a partir del cual se purific6 el EgAgB, indicando que la proteina es capaz de unir la

mayoria de los lipidos que tiene disponibles en su entorno (Obal et al., 2012).
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Figura 1.13. Analisis de lafraccion lipidica del EgAgB nativo. La proporcion de las distintas
clases lipidicas fue estimada mediante densitometria a partir de placas de TLC de alta
performance. Se puede observar que el EQAgB es capaz de unir una amplia variedad de clases
lipidicas. Imagen adaptada de Obal et al., 2012.

Asimismo, en dicho trabajo se determiné que la porcion lipidica del EgAgB
constituye aproximadamente entre el 40 y el 50% de la masa total de la proteina. El
hecho de presentar una gran proporcion de lipidos tan variados hace suponer que la
particula de EgAgB podria adoptar una organizacién similar a la de las lipoproteinas
gue se encuentran en la hemolinfa de los invertebrados o en el plasma de los
vertebrados (Jonas & Phillips, 2008). En este sentido, el analisis del EQAgB nativo en

relacion a su tamarfio, relacion lipido:proteina y densidad, sugiere que presentaria
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similitudes con las lipoproteinas de alta densidad (HDL, del inglés high density
lipoprotein) mas pequenas, conocidas como HDL; (Obal et al., 2012). En la Figura 1.14
se muestra un esquema con la estructura propuesta para el EgQAgB nativo. Los lipidos
mas hidrofébicos, como los triacilglicéridos y los esteres de esteroles se ubicarian en
el interior de la particula formando un core hidrofébico, mientras que los fosfolipidos
se encontrarian mas expuestos, ubicando sus cabezas polares hacia el exterior y sus
colas hidrofébicas hacia el core. Otros lipidos neutros menos hidrofobicos, como el
colesterol y los &cidos grasos podrian estar en el core 0 mas probablemente en
contacto con los fosfolipidos, debido a sus grupos polares. Las diferentes subunidades
de EgAgB también estarian expuestas en la superficie de esta particula.

Figura 1.14. Estructura propuesta para el EQAgB nativo. En base a la variedad de lipidos
unidos por el EgAgB nativo, a la densidad y tamafo de las particulas y a la relacién
lipido:proteina se propone que el EgQAgB nativo formaria una estructura similar a la de las
lipoproteinas conocidas, con un core hidrofébico compuesto por triacilglicéridos (TAG) y los
esteres de esteroles (EE); mientras que los fosfolipidos (PC, PE, PS y PI) y las distintas
subunidades de EgAgB se encontrarian expuestas hacia el exterior. El colesterol y los &cidos
grasos podrian repartirse entre un entorno mas apolar y la capa fosfolipidica. Imagen realizada
por el disefiador Mario R. Ramos (INIBIOLP, UNLP-CONICET).

De acuerdo al tamafio de estas particulas, aproximadamente entre 10 y 15
subunidades se encontrarian expuestas, lo cual le permitiria al EQAgB establecer
multiples contactos con distintas moléculas. Esto tiene especial repercusion, teniendo
en cuenta su posible interaccién con receptores en células blanco, ya que aumentaria
la avidez de la interaccion. La posibilidad de que el EQAgB interaccione con células
blanco del hospedador, en particular con células del sistema inmune, se apoya en
varios trabajos que han descripto que este antigeno es capaz de modular la respuesta
inmune establecida por el hospedador (Siracusano et al., 2008). Estas ideas se

describen con mas detalle a continuacion.
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1.4.2. Funciones del EgAgB

El rol que cumple el EQAgB en E. granulosus es aun desconocido, los primeros
trabajos llevados a cabo para conocer su funcién se centraron en su potencial como
modulador de la respuesta inmune del hospedador. En este sentido, los ensayos
iniciales mostraron que las subunidades de EgAgB eluidas a partir de una fraccién de
bajo peso molecular de geles de poliacrilamida inhibieron la quimiotaxis de los
neutrdéfilos inducida por quimioquinas como la proteina de complemento C5ay el factor
activador de las plaquetas (Shepherd et al., 1991) y por productos bacterianos (Rigano
et al., 2001). Asimismo, se encontr6 que en células mononucleares de sangre
periférica ésta preparacion fue capaz de inducir la sintesis de IL-4 e IL-13,
interleugquinas asociadas con una respuesta de tipo Th2 (del inglés T-helper), pero no
asi de IL-12, interleuquina tipica de la respuesta Th1l. Ademas, las células tratadas con
EgAgB produjeron menores niveles de otras citoquinas pro-inflamatorias, como el
interferén-y, que las mismas células estimuladas directamente con liquido hidatico
(Riganod et al., 2001). Mas recientemente, se encontré que el EQAgB es capaz de
interferir con la diferenciacion y/o activacion de varias poblaciones celulares de la linea
mieloide, incluyendo monocitos, células dendriticas y macréfagos (ver Figura 1.15). En
particular se encontré que es capaz de inhibir la diferenciacion de monocitos a células
dendriticas, afectando la expresion de moléculas co-estimuladoras (Rigano et al.,
2007). Asimismo, se encontr6 que el EQAgB también es capaz de modular el fenotipo
gue adquieren estas células dendriticas maduradas y activadas por lipopolisacaridos
bacterianos; se observo que la presencia del EQAgB durante la estimulacion de células
dendriticas inmaduras por lipopolisacaridos bacterianos interfiere con la sintesis de
interleuquinas pro-inflamatorias (Rigano et al., 2007). Evidencias en similar direccion
se han obtenido por nuestro grupo, empleando monocitos y macréfagos. A diferencia
de los estudios anteriormente descriptos, en estos ensayos se utilizo EQAgB nativo
inmunopurificado a partir de liquido hidatico. En estos ensayos se encontrd que esta
preparacion fue capaz de inhibir la quimiotaxis de monocitos de sangre periférica
inducida por quimioquinas implicadas en el direccionamiento de los monocitos a sitios
inflamatorios, como las proteinas CCL2 y CCL13. Mas aun, el EQAgB fue capaz de
modular la activaciéon de monocitos y macréfagos de la linea celular THP-1 por
componentes de patégenos como lipopolisacaridos bacterianos y sonicado de
protoescolices, sintetizando menores niveles de interleuquinas pro-inflamatorias como
el factor de necrosis tumoral alfa y la IL-1. Ensayos preliminares sugieren que esto

ocurriria por un mecanismo que involucra una disminucion en la translocacion al
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nucleo de la subunidad p65 del factor nuclear kB (Ramos, 2008). En conjunto, los
datos obtenidos con los diferentes tipos celulares sugieren que el EgAgB estaria
implicado en la regulacion de la respuesta de las células mieloides. Sin embargo, no

se ha determinado el mecanismo por el cual el EQAgB cumpliria esta funcion
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Figura 1.15. Principales células derivadas de precursores mieloides. En la médula 6sea
se originan diferentes precursores, entre ellos el precursor mieloide a partir del cual se originan
los monocitos. Los monocitos son células que circulan en la sangre y son capaces de migrar
hacia los tejidos y diferenciarse a macréfagos (Geissmann et al., 2008, 2010). En los tejidos,
los macréfagos actian como células centinela, monitoreando la presencia de sefiales de
peligro, como microorganismos, células muertas o cuerpos extrafios, fagocitdndolos y
manteniendo asi la homeostasis. Los macréfagos presentan una gran diversidad de receptores
que les permiten reconocer motivos asociados a patdgenos y patrones moleculares asociados
al dafio, desencadenando distintas vias de sefializacion que modulan su expresién génica y
determinan su fenotipo celular resultante. Asi, los macréfagos contribuyen a la inflamacion tanto
en su fase inicial como en su resolucion a través de la generacién de citoquinas tanto pro como
anti-inflamatorias que modulan su propia respuesta y la de otros tipos celulares. Ademas
localmente actian como células presentadoras de antigeno a células T efectoras que sean
reclutadas en el sitio de inflamacién (Janeway et al., 2001). En condiciones inflamatorias, los
monocitos de la sangre también pueden migrar al tejido y diferenciarse a células dendriticas
(Geissmann et al., 2010). Las células dendriticas son importantes mediadoras en la respuesta
inmune, que también reconocen a los patdgenos y son capaces de migrar a los ganglios a
través de la linfa, actuando principalmente como células presentadoras de antigeno a células
T, siendo un importante nexo entre la inmunidad innata y la adaptativa (Janeway et al., 2001)

Por otro lado, la reciente elucidacién del componente lipidico del EgAgB ha
contribuido a proponer un papel para esta molécula en el metabolismo lipidico del
parasito. Este papel se sustenta en varias evidencias: i) el EQAgB es capaz de unir
una amplia variedad de lipidos, muchos de los cuales son esenciales para el parasito,
como los &cidos grasos Yy el colesterol (Obal et al., 2012); ii) el EQAgB se encuentra
presente en la interfaz con el hospedador; iii) que esta funcion seria compartida por
las HLBP, dado que la proteina TsM150, ha mostrado capacidad para captar lipidos
fluorescentes y transportarlos hacia el interior de metacestodos en cultivo (Lee et al.,

2007); y iv) la presencia de receptores con homologia receptores de lipoproteinas
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flanqueando los genes de EgAgB (Zheng H. et al., 2013). La participacién del EQAgB
en el metabolismo se centraria en la captacion y distribucién de lipidos que son
esenciales para el parasito. Para que esto ocurra, seria necesario que el EgQAgB
interactlie con moléculas o células blanco del hospedador de los cuales pueda adquirir
estos lipidos. Una vez adquiridos, el EQAgB deberia de poder descargarlos a los
diferentes tejidos del paréasito. La toma y descarga de estos ligandos implicaria que el
EgAgB deber ser capaz de interaccionar con distintos tipos de blancos moleculares,
tanto en el hospedador como en el propio parasito. Es posible que estas interacciones
involucren distintas subunidades de EgAgB.

Dentro de las moléculas del hospedador con las que el EgAgB podria interactuar
para adquirir lipidos estan las lipoproteinas plasmaticas. Es interesante mencionar que
las lipoproteinas de los mamiferos suelen intercambiar lipidos entre ellas formando los
diferentes tipos de lipoproteinas circulantes (Fielding & Fielding, 2008). Dado que un
estudio protedmico ha mostrado presencia de apolipoproteinas en el liquido hidatico,
particularmente la apolipoproteina Al, componente de la HDL (Aziz et al., 2011), este
intercambio podria ocurrir tanto dentro como fuera del quiste. No se conocen los
mecanismos que permiten el ingreso de la apolipoproteina A-l al metacestodo.

Por otro lado, la interaccion que se ha descripto entre el EgAgB y células
mieloides, sugiere que el EQAgB podria tomar los lipidos a través de la interaccion con
estas células, por un mecanismo que podria asemejarse al mediado por la HDL para
extraer el exceso de colesterol de los macrofagos (transporte reverso del colesterol).
A su vez, esta interaccion podria afectar el fenotipo inflamatorio de las mismas, como
se ha visto para otras lipoproteinas (De Nardo et al., 2014), explicando los efectos
descriptos para el EQAgB. Mas aun, esta interaccién podria dirigir a las células a activar
vias metabolicas que favorezcan la produccion de determinados intermediarios
lipidicos necesarios para el parasito. Estas ideas implican la interaccion del EgAgB
con estas células a través de receptores que puedan activar vias de sefializacién
celular. En este sentido, ensayos preliminares de nuestro grupo, utilizando citometria
de flujo mostraron que el EgAgB nativo es capaz de unirse a monocitos purificados a
partir de sangre periférica y a monocitos y macréfagos de la linea THP-1 (Ramos,
2008). En estos ensayos no se evalu6 si esta union esta mediada Unicamente por la
fraccion proteica del EQAgB o si los lipidos participan en la interacciéon. Tampoco se
ha podido determinar cual es el receptor que reconoce al EQAgB en estas células, ni
las cascadas de sefalizacidon eventualmente inducidas. En este sentido, debe
considerarse también la posibilidad de que el EgAgB ejerza su funcién moduladora

transfiriendo lipidos hacia estas células, sin embargo, la capacidad del EgAgB de
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transferir ligandos tampoco ha sido explorada.

Finalmente, para que el EgAgB funcione como transportador de lipidos del
hospedador hacia el parasito necesariamente deber entregar los lipidos a células o
moléculas blanco en el parasito. Como ya se menciong, es interesante el hecho que
los genes que codifican para las distintas subunidades de EgAgB estan flanqueados
por genes que codifican para proteinas que tienen similitud con los dominios de clase
A presentes en receptores de varias lipoproteinas. Esto significa que las células del
parasito podrian expresar receptores capaces de reconocer lipoproteinas (Zheng H. et
al.,, 2013). A través de la interaccion con este tipo de receptores el EQAgB podria
entregar sus lipidos a estas células.

En resumen, el EgAgB podria estar involucrado en diversos mecanismos que
favorecerian la sobrevida del parasito en su hospedador. Por un lado, participando en
la generacion de una repuesta inmune mas permisiva y tolerante hacia el parasito, asi
como también en la adquisicion de lipidos que el parasito no puede sintetizar por si
mismo y debe adquirir del hospedador para formar lipidos mas complejos. Estas
funciones no necesariamente serian independientes, dado que ambas podrian ocurrir
mediante la interaccion del EgAgB con diferentes tipos de células, incluyendo células
del sistema inmune. Recientemente se ha descripto que las vias metabdlicas e
inmunolégicas han evolucionado compartiendo algunas caracteristicas que le
permiten una coordinacién y comunicacion bidireccional (Odegaard & Chawla, 2013).
Sin embargo, muchos interrogantes restan aln por ser esclarecidos para conocer el

papel del EQAgB en la biologia de E. granulosus.

1.5. Hipétesis y objetivos

1.5.1. Hipdtesis general

Como se comentd anteriormente, la funcién tradicionalmente propuesta para el
EgAgB esta relacionada con su capacidad de modular la respuesta inmune del
hospedador. No obstante, el reciente avance en la caracterizacién bioquimica del
EgAgB sugiere que esta lipoproteina tendria una estructura similar a la de las
lipoproteinas plasmaéticas, donde las subunidades proteicas y principalmente los
fosfolipidos, en particular la fosfatidilcolina, formarian una capa externa de naturaleza
anfipatica, capaz de establecer interacciones con el medio acuoso externo y con los

lipidos mé&s hidrofobicos contenidos en el interior de la misma. A partir de esta
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informacién, es posible plantear una novedosa funcion para el EgAgB en la biologia
de E. granulosus. Esta lipoproteina podria participar en el transporte de lipidos propios,
pero también en la adquisicion de lipidos esenciales que no son sintetizados por el
parasito y deben ser tomados del hospedador. De este modo, el EQAgB seria capaz
de transportar estas moléculas hidrofébicas a través del medio acuoso y transferirlas
a los diferentes tejidos del parasito. En este marco, las distintas subunidades de
EgAgB podrian tener diferente afinidad por distintos ligandos lipidicos y transferir estos
ligandos hacia distintas moléculas y/o células blanco de diferente modo, hecho que
podria estar relacionado con la expresion diferencial de estas subunidades en
diferentes tejidos y/o estadios del parédsito. Por otro lado, proponemos que la
adquisicion de los lipidos a partir del hospedador podria implicar que el EgAgB
interaccione con diversas moléculas y en particular con células. En este caso, las
distintas subunidades también podrian unirse de forma diferencial a estas células. Esta
interaccion con las células del hospedador, en particular con las células del sistema
inmune, tendria consecuencias relevantes en la adaptacion del parasito a las defensas
del hospedador. La union del EQAgB a las células dispararia vias de sefalizacién
intracelulares que inducirian globalmente un fenotipo modulador que contribuya al
apagado de la inflamacion generada por el parasito, en concordancia con los datos
experimentalmente obtenidos y con la funcién inicialmente propuesta para el EQAgB.
Esta modulacién podria implicar que el EgAgB utilice receptores evolutivamente
desarrollados para la interaccién con lipoproteinas plasmaticas nativas, razon por la
cual sus sefiales no sean de tipo inflamatorio. No obstante, la capacidad de las
distintas subunidades de EgAgB de interaccionar con estas células, asi como la

participacién de los lipidos en esta interaccién no ha sido establecida.

1.5.2. Objetivo general

La hipotesis general es indudablemente compleja y dificil de abarcar en el marco
de un trabajo de tesis doctoral. De hecho, comprender el papel del EQAgB en la
biologia de E. granulosus requiere de una gran variedad de estudios que aborden
diferentes aspectos de la hipétesis planteada. En este trabajo se intent6d profundizar
en algunos puntos que contribuiran a la comprension general de la estructura y funcién
del EgAgB, pero que no logran abordar muchas de las preguntas que es posible
formular dentro de la hipétesis general. En particular, el trabajo apunté a aportar
informacion sobre las interacciones involucradas entre los constituyentes proteicos y

lipidicos en el EQAgB y entre las subunidades proteicas y membranas modelo o células
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del sistema inmune. Concretamente se propuso analizar: i) la participacion de los
lipidos en el proceso de oligomerizacién de las subunidades de EgAgB; ii) la capacidad
de distintas subunidades de EgAgB de unir diferentes ligandos y de transferirlos hacia
membranas fosfolipidicas, v iii) la capacidad de distintas subunidades de EgAgB de
interaccionar con células del sistema inmune, evaluando la participacion de los lipidos
en esta interaccion. Para esto, se utilizaron como herramientas las subunidades
recombinantes EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3, dado que las tres estan presentes
en el metacestodo. Para cumplir con este objetivo general se plantearon los objetivos
especificos detallados a continuacion.

1.5.3. Objetivos especificos

1.5.3.1. Obtencion de las subunidades recombinantes de EgAgB libres de lipidos.

Con el fin de analizar la contribucién de la fraccidon proteica y lipidica en algunas
de las propiedades descriptas para la particula de EgAgB nativo, primeramente se
plante6 como objetivo la obtencién de las subunidades recombinantes EgAgB8/1,
EgAgB8/2 y EgAgB8/3 con un alto grado de pureza, en cantidades adecuadas y en su

forma libre de lipidos.

1.5.3.2. Andlisis de la capacidad de oligomerizacion de las subunidades de EgAgB
libres de lipidos.

Para evaluar la contribucion de los lipidos en la oligomerizacion previamente
descripta para las subunidades de EgAgB se plante6 como objetivo analizar la
capacidad de oligomerizacion de las subunidades EgAgB8/1, EQAgB8/2 y EQAgB8/3

libres de lipidos obtenidas en el primer objetivo.

1.5.3.3. Caracterizacion de las propiedades de unién de las subunidades de EgAgB a

ligandos lipidicos.

Con el objetivo de analizar posibles ligandos de las distintas subunidades de
EgAgB se planteo evaluar la capacidad de las subunidades recombinantes EQAgB8/1,
EgAgB8/2 y EgAgB8/3 libres de lipidos bacterianos de unirse a diferentes ligandos
hidrofébicos in vitro, asi como determinar su afinidad por los mismos y la

estequiometria de los complejos obtenidos.
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1.5.3.4. Andlisis de la capacidad de las subunidades de EgAgB de unirse y transferir

acidos grasos hacia membranas fosfolipidicas.

Para estudiar la capacidad de las distintas subunidades de EgAgB de transferir
ligandos hacia membranas, se plante6 como objetivo especifico evaluar la
transferencia de acidos grasos desde las subunidades de EgAgB hacia vesiculas
fosfolipidicas modelo y caracterizar los factores que modulan la velocidad con que

ocurre dicho proceso.

1.5.3.5. Andlisis de la capacidad del EgAgB nativo de unirse a monocitos y

macrofagos: contribucion de los componentes proteicos v lipidicos.

Con el fin de evaluar la contribucién de las fracciones proteicas vy lipidicas del
EgAgB en la unién del EQAgB nativo a monocitos y macrofagos descripta previamente,
se planteé analizar la capacidad de las subunidades EgAgB8/1, EQAgB8/2 y EgAgB8/3
libres de lipidos de unirse a estas células, asi como también se evalué la contribucion

de los fosfolipidos presentes en el EGQAgB nativo en esta interaccion.
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MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen los materiales y métodos empleados durante el
desarrollo de este trabajo, divididos en varias secciones, ordenados segun el objetivo
especifico para el cual se utilizaron. Salvo que se aclare explicitamente, todos los
procedimientos descriptos fueron llevados a cabo en el INIBIOLP. En caso contrario,

se indica oportunamente el lugar donde los experimentos fueron realizados.

2.1. Obtencion de las subunidades recombinantes de EgAgB libres de

lipidos

En esta seccion se describen los materiales y métodos empleados para llevar a
cabo el primer objetivo de este trabajo, es decir la obtencion de las subunidades
recombinantes de EgAgB libres de lipidos. En una primera instancia se detallan los
materiales y métodos generales de biologia molecular, andlisis de ADN, proteinas y
lipidos utilizados. Algunos de estos métodos generales también fueron empleados en
el desarrollo de otros objetivos, por lo que son citados de acuerdo a su numeracién
segun corresponda en las secciones siguientes. Posteriormente se desarrollan los
materiales y métodos especificos empleados para purificar y caracterizar las

subunidades de EgAgB deslipidizadas.

2.1.1. Materiales y métodos generales

2.1.1.1. Aislamiento y purificacion de plasmidos bacterianos

El aislamiento y purificacion de los distintos plasmidos bacterianos a partir de sus
correspondientes cepas de Escherichia coli se llevé a cabo empleando el kit comercial
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Thermo Fisher Scientific) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para ello 5 mL de un cultivo bacteriano liquido fueron
centrifugados en tubos tipo Falcon de 50 mL durante 10 minutos a 4500 rpm en una
centrifuga Avanti J-E (Beckman Coulter) empleando el rotor oscilante JS-5.3. El
sobrenadante fue retirado y el pellet resultante fue resuspendido en la solucién de
resuspension proporcionada en dicho kit. Luego de agitar vigorosamente, se transfirio
este contenido a un tubo tipo Eppendorf, se le agregd la solucion de lisis y luego de
mezclar por inversion se le agrego la solucién de neutralizacion. Luego de mezclar

nuevamente por inversion los tubos se centrifugaron durante 5 minutos a 15000 rpm
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(velocidad maxima) en una centrifuga refrigerada Sorvall® Legend Mach 1.6R
(Thermo Fisher Scientific) empleando el rotor de angulo fijo Microliter Rotor, para
eliminar los restos celulares bacterianos y el ADN cromosémico. El sobrenadante
resultante fue transferido a las columnas GeneJET Spin Column proporcionados en el
kit y centrifugado a velocidad maxima durante 1 minuto, descartando el filtrado. El ADN
plasmidico retenido en el filtro fue lavado dos veces con solucion de lavado y los restos
de etanol contenido en dicha solucién fueron eliminados por centrifugacion a velocidad
méaxima durante 1 minuto. Finalmente, el ADN plasmidico fue eluido en un nuevo tubo
tipo Eppendorf incubando el filtro con la solucion de elucion durante dos minutos y
luego centrifugando a velocidad maxima durante dos minutos. Este paso fue repetido
dos veces vy el filtrado conteniendo el ADN plasmidico fue conservado a -20°C hasta
su posterior uso. Los distintos plasmidos empleados en este trabajo seran aclarados

en los items siguientes, segun corresponda.

2.1.1.2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El andlisis y la separacion de los distintos plasmidos bacterianos, fragmentos de
ADN vy productos de PCR utilizados en este trabajo fueron realizados mediante geles
de agarosa. Se utilizaron geles con una concentracion de agarosa adecuada para
resolver los fragmentos de interés en cada caso, en un rango entre 1.5y 0.8 % (m/v).
La agarosa (Invitrogen, Life Technologies) fue disuelta en una solucion amortiguadora
Tris 90 mM, Borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8.0 (TBE) conteniendo SYBR® Safe
(Invitrogen, Life Technologies) en una dilucién 1/10000 para la deteccién del ADN. Las
muestras de ADN fueron preparadas agregando solucién siembra 6X (sacarosa 40%,
azul de bromofenol 0.25%). En paralelo se emplearon marcadores moleculares de
acuerdo a las necesidades: marcador para fragmentos pequefios 100 bp DNA Ladder,
y marcador para fragmentos grandes 1 Kb Plus DNA Ladder, ambos adquiridos a
Invitrogen, Life Technologies. Las muestras de ADN conjuntamente con los
marcadores moleculares empleados en cada caso se corrieron a una intensidad de
corriente eléctrica de 100 V durante 50-70 minutos, de acuerdo al avance del frente de
corrida en cada caso. Las imagenes de los geles fueron tomadas en un equipo

ImageQuant 350 (GE Healthcare Life Sciences) empleando iluminacion ultravioleta.
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2.1.1.3. Extraccion y purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

La extraccion y purificacion de ADN a partir de los geles de agarosa descriptos en
el item 2.1.1.2, se realiz6 empleando el kit comercial DNA Gel Extraction Kit (Millipore)
siguiendo las instrucciones del fabricante, con algunas modificaciones. Las bandas de
ADN de interés se visualizaron mediante iluminacién ultravioleta, se cortaron con
bisturi y se procesaron sobre una superficie lisa. La banda de gel procesada
conteniendo el ADN de interés se transfirié a la columna proporcionada por el kit y se
centrifugd a velocidad méxima durante 15 minutos empleando el rotor y la centrifuga
Sorvall® Legend Mach 1.6R descriptos previamente. Luego se incubd con 100 pL de
soluciéon amortiguadora Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0 (TE) durante 10 minutos
y se centrifugd nuevamente a maxima velocidad durante 10 minutos. El filtrado
obtenido conteniendo el ADN purificado se sometio a un protocolo de precipitacion con
etanol (Sambrook & Russell, 2001) para concentrar la muestra. Para ello se agreg6 el
equivalente al 10% del volumen obtenido de acetato de sodio 3 M y dos veces el
volumen de etanol 96% y se incubd durante toda la noche a -20°C. A continuacion se
centrifugd a velocidad maxima durante 20 minutos y se descart6 el sobrenadante. El
pellet obtenido se lavo con etanol 70%, se centrifugd a velocidad maxima durante 10
minutos y se dejo secar a temperatura ambiente con el tubo abierto. El pellet resultante
fue luego resuspendido en el volumen deseado de agua bidestilada o de solucion TE

y conservado a -20°C hasta su posterior uso.

2.1.1.4. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN se llevo a cabo mediante la comparacion de las bandas
obtenidas en geles de agarosa con estandares de ADN aptos para estimar de forma
cuantitativa la cantidad de ADN. De acuerdo a las necesidades, se emplearon los
estdndares comerciales Low DNA Mass Ladder para fragmentos pequefios o High
DNA Mass Ladder para fragmentos grandes, ambos adquiridos a Invitrogen, Life
Technologies. Dichos estandares fueron corridos en paralelo a las muestras de interés
en geles de agarosa de acuerdo a las instrucciones del fabricante, siguiendo el
protocolo de preparacion de geles de agarosa descripto en el item 2.1.1.2. La
determinacion de la cantidad de ADN en ng se realiz6 analizando las iméagenes de los
geles de agarosa tomadas en el equipo ImageQuant 350 empleando el programa

ImageQuant TL provisto con el equipo.
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2.1.1.5. Preparacion de bacterias competentes

La preparacion de las bacterias competentes con la finalidad de hacerlas mas
permeables a la adquisicion del ADN plasmidico se llevé a cabo empleando un
tratamiento quimico. Para ello, se inocularon 5 mL de un cultivo liquido de bacterias
no competentes crecidas toda la noche a 37°C con agitacion fuerte en presencia del
antibiético correspondiente en 100 mL de medio Luria-Bertani (medio LB) preparado
con triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 10 g/L, esterilizado en autoclave
y sin antibi6tico. Se dej6 crecer este inéculo hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm
cercana a 0.5 y se enfrio el cultivo durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente el cultivo
se transfirié a tubos estériles tipo Falcon de 50 mL y se centrifugd a 2000 rpm en frio
durante 15 minutos, empleando el rotor y la centrifuga Avanti J-E descriptos
previamente. Se descart6 el sobrenadante y los pellets resultantes se resuspendieron
en 30 mL (por cada 100 mL de cultivo original) de solucién amortiguadora RbCI 100
mM, MnCl; 50 mM, acetato de potasio 30 mM, CaCl, 10 mM, Glicerol 15 %, pH=5.8,
esterilizado mediante filtracibn en membranas de 0.22 um. Luego de incubar los tubos
durante 90 minutos en hielo, se centrifugaron a 2000 rpm a 4°C durante 15 minutos y
se descart6 el sobrenadante. Los pellets resultantes se resuspendieron en 4 mL (por
cada 100 mL de cultivo original) de solucion amortiguadora MOPS 10 mM, RbCI 10
mM, CaCl, 75 mM, Glicerol 15 %, pH= 8.0, esterilizada en autoclave. Las bacterias
competentes asi preparadas se separaron en alicuotas de 300 L y se conservaron a

-70°C hasta su posterior uso.

2.1.1.6. Transformacion de bacterias competentes

La transformacién de las bacterias competentes preparadas de acuerdo al item
2.1.1.5 para la adquisicion de los plasmidos utilizados en este trabajo se realizo
mediante la técnica de choque térmico. Con tal fin, a 200 uL de bacterias competentes
se le adicionaron 50 ng de ADN plasmidico (en un volumen no mayor a 10 uL) y se
incubaron durante 30 minutos en hielo. Posteriormente se transfirieron los tubos a un
bafio con una temperatura fija de 42°C durante 50 segundos e inmediatamente se
transfirieron nuevamente al hielo. Luego se agregaron 0.9 mL de medio LB a cada
tubo y se mantuvieron a 37°C durante una hora con agitacion fuerte. Una alicuota de
100 pL de este cultivo liquido, asi como el pellet obtenido por centrifugacion, fueron
extendidos sobre placas de LB conteniendo Agar 15 g/L con el antibiético

correspondiente en cada caso. Controles positivos de la transformacion con plasmidos
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comerciales, asi como controles negativos adicionando H2O bidestilada estéril en lugar
de ADN fueron llevados a cabo en paralelo. El control de viabilidad de las células
competentes se llevé a cabo extendiendo una alicuota de las células tratadas con H,O
bidestilada estéril en placas de LB-Agar sin antibiético. El contenido extendido en las
placas se dejo adsorber durante 15 minutos y posteriormente las placas invertidas
fueron incubadas a 37°C durante toda la noche. A continuacion se seleccionaron
varias colonias que fueron inoculadas en medio liquido para verificar la presencia del
plasmido mediante obtencion del ADN plasmidico y posterior andlisis en geles de
agarosa, siguiendo los protocolos descriptos en los items 2.1.1.1 y 2.1.1.2,
respectivamente. Las bacterias transformadas con los distintos plasmidos fueron
conservadas en medio LB conteniendo 20% glicerol y mantenidas a -80°C hasta su
posterior uso. Las distintas cepas de bacterias utilizadas durante este trabajo se

aclararan en los items siguientes, segun corresponda.

2.1.1.7. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

El andlisis de la expresion de las proteinas en las bacterias transformadas, asi
como el analisis de las distintas fracciones proteicas obtenidas durante los pasos de
purificacion de proteinas, se realizO6 mediante geles de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en condiciones reductoras, siguiendo el método
descripto por Laemmli (Laemmli, 1970). Para ello, se prepararon geles concentradores
al 4% (m/v) y geles separadores de 12.5%, 15% o 20% (m/v) de acuerdo a las
necesidades de las muestras a analizar, con un espesor de 1.0 mm, 6 cm de altura, 8
cm de largo y 10 pozos, empleando el equipo Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad).
Las muestras fueron preparadas en una solucion de siembra Tris-HCI 70 mM, SDS
2% (m/v), Glicerol 10% (v/v), pH 6.8, conteniendo 2-mercaptoetanol 2.5% (v/v) y azul
de bromofenol (20 ug/mL) y calentadas a 100°C durante 3-5 minutos en bloque térmico
previo a ser sembradas en el gel. Los geles se corrieron en una solucion de corrida
Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1%, pH 8.3 a intensidad de corriente eléctrica
de 100 V durante 20 minutos y de 200 V durante otros 40-60 minutos, de acuerdo al
avance del frente de corrida. En paralelo se utilizaron marcadores de peso molecular
de acuerdo a las necesidades: marcador de bajo peso molecular LMW-SDS Marker
Kit y marcador de péptidos Peptide Marker Kit, ambos adquiridos a GE Healthcare Life
Sciences. La deteccion de las bandas proteicas se llevo a cabo empleando el colorante
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad) en una solucion al 0.1% en

H.O:metanol:4cido acético (5:5:2 v/v/v) y posteriormente decolorando con una
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solucion 10% &cido acético, 30% etanol. Las imagenes de los geles fueron tomadas

en el equipo ImageQuant 350 descripto previamente empleando luz blanca.

2.1.1.8. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacién de las proteinas puras se llevé a cabo midiendo la absorbancia
a 280 nm en un espectrofotdmetro T70 UV/VIS (PG Instruments) empleando cubetas
de cuarzo de 1 cm de paso Optico (Hellma). Ademas del valor puntual de absorbancia
a 280 nm, se tomaron espectros de absorcion entre 240-340 nm de cada proteina con
el fin de descartar presencia de acidos nucleicos (valor de absorbancia a 260 nm) y la
presencia de agregados proteicos evidenciados por el efecto de dispersion de luz
(valor de absorbancia a 340 nm). La concentracion de las muestras proteicas puras se
calculé empleando el coeficiente de extincion molar de cada proteina calculado en
base a su secuencia proteica (ver Tabla 7.1 en la seccién Apéndices). En algunos
casos también se cuantificaron las proteinas empleando el kit comercial Qubit® Protein
Assay Kit (Molecular Probes, Life Technologies), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las muestras de proteinas se incubaron con la solucién de
trabajo, obtenida mezclando la solucion amortiguadora y el reactivo fluorescente
proporcionados en dicho kit, en los tubos especificos del kit y se incubaron a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente los tubos con las muestras
proteicas y los estandares provistos con el kit tratados en paralelo se midieron en un
fluorbmetro Qubit® 2.0 (Molecular Probes, Life Technologies). La concentracion

proteica de las muestras problema se determind por comparacion con los estandares.

2.1.1.9. Extraccion de lipidos

La extraccion de lipidos se realiz6 mediante un método basado la técnica descripta
por Folch (Folch et al., 1957) con adaptaciones. Brevemente, 2 mL de cada muestra
se homogenizaron vigorosamente en tubos de vidrio con 10 mL de solucién de Folch
(cloroformo:metanol en relacién 2:1 v/v) y se filtraron por gravedad sobre tubos de
vidrio conteniendo 500 pL de NaCl 0.5 M para favorecer la separacion de la fases
organica y acuosa. La completa separacion de fases se logré mediante centrifugacion
a 2000 rpm durante 20 minutos en una centrifuga modelo UV (International Equipment
Centrifuge), empleando el Rotor 279. La fase superior o acuosa se descartd
delicadamente por aspiracion, mientras que la fase organica o inferior fue transferida

a un matraz de fondo redondo y secada completamente bajo corriente de N» (g). Los
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lipidos obtenidos se disolvieron en cloroformo, se transfirieron a viales de vidrio color
caramelo y se gasearon con N2 (g) para prevenir su oxidacion, siendo conservados a
-20°C hasta su posterior uso. Para evitar contaminaciones, todo el material de vidrio

utilizado para la extraccion lipidica fue lavado con solucién de Folch previo a su uso.

2.1.1.10. Analisis de lipidos por cromatografia en capa fina

Los lipidos extraidos empleando la técnica descripta en el item 2.1.1.9 fueron
analizados mediante cromatografia de capa fina (TLC), siguiendo un protocolo
descripto previamente para el analisis de los lipidos nativos de la proteina EQAgB (Obal
et al., 2012). Para ello, se utilizaron las placas de TLC de gel de silice TLC Silica gel
60 (Merck) de 20 x 20 cm pre-activadas a 100°C durante 30 minutos. Una vez que la
placa se enfrig, los lipidos disueltos en cloroformo se sembraron cuidadosamente
utilizando una microjeringa de 10 pL (Hamilton Company) a una distancia de 1 cm del
borde inferior de la placa. La resolucion de los lipidos se realizé6 empleando la técnica
de doble desarrollo, que consisti6 en una primera instancia en dejar ascender la
mezcla de solventes para resolver los lipidos polares hasta la mitad de la placa,
permitiendo que los lipidos polares se separen, mientras que los lipidos neutros migran
con el frente de corrida en la parte superior. En una segunda instancia, se dejo
ascender la mezcla de solventes para resolver los lipidos neutros a través de la placa
seca hasta una distancia de 1 cm del borde superior de la placa. En este caso los
lipidos polares separados en la primera mitad de la placa no migran, mientras que en
la otra mitad de la placa se logra la resolucién de los lipidos neutros. La mezcla de
solventes utilizada para la resolucién de los lipidos polares fue acetato de
metilo:isopropanol:cloroformo:metanol:KCI 0.25% (25:25:25:10:9, v/viviviv), mientras
gue la resolucion de los lipidos neutros se llevé a cabo utilizando hexano:éter
etilico:acido acético (80:20:1, v/v/v). En otros casos, los lipidos neutros y polares
fueron analizados en placas por separado. Para una mejor resolucion de los lipidos se
utilizaron dos cubas de TLC, cada una saturada con la mezcla de solventes
correspondiente a lipidos polares o neutros durante 30 minutos previos a la
cromatografia. La deteccion de las especies lipidicas se realizé colocando la placa en
una cuba saturada con vapores de yodo o mediante pulverizacion de las placas con
CuS048 % (m/v) en H3PO4acuoso 10% (v/v) a 140°C. La identificacion de las distintas
especies se baso en la comparacion con una mezcla de estandares puros y/o con un
extracto de lipidos totales obtenido de higado de rata, corridos en paralelo. Las

imagenes de las placas fueron digitalizadas mediante un escaner convencional.
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2.1.2. Subclonado de las subunidades de EgAgB en el plasmido pET-28b

Las secuencias de ADN codificante para las subunidades de EQAgB8/1, EgAgB8/2
y EgAgB8/3 clonadas en el plasmido pGEX-4T-1 (GE Healthcare Life Sciences),
fueron generosamente donadas por el Dr. Arnaldo Zaha (Universidad Federal de Rio
Grande del Sur [UFRGS], Porto Alegre, Brasil). Debido a que en nuestro laboratorio
no se contaba con los materiales para llevar a cabo la purificacion de las subunidades
recombinantes empleando este sistema de clonado, inicialmente se procedi6 a
subclonar el ADN codificante al sistema pET (Novagen), de amplio manejo en el
laboratorio. Particularmente, se eligio el plasmido pET-28b (ver Figura 7.2 en la
seccion Apéndices), debido a que presenta una secuencia N-terminal al sitio de
clonado que codifica para una cola de seis histidinas, que permite la purificacién de
las proteinas recombinantes por afinidad con metales quelados y luego puede ser
eliminada mediante tratamiento con proteasas especificas. A continuacion se
describiran los materiales y métodos especificos para llevar a cabo el subclonado de
las subunidades de EgAgB en pET-28b.

2.1.2.1. Disefio de primers especificos para las subunidades de EgAgB

Se disefiaron primers para amplificar las secuencias de EgQAgB8/1, EgAgB8/2 y
EgAgB8/3 mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de las
secuencias clonadas en el plasmido pGEXAT por el grupo del Dr. Zaha (Fernandez et
al., 1996; Rott et al., 2000; Chemale et al., 2001). Se agregaron las secuencias
correspondientes a las regiones de reconocimiento de las enzimas de restriccién Ndel
y BamHI, con el fin de obtener fragmentos con sitios de restriccibn que permitan
insertarlos en el plasmido pET-28b empleando dichas enzimas. Se verifico que los
primers no tuvieran capacidad de formar dimeros de primers ni estructuras de tipo
horquilla. Los primers forward (F) y reverse (R) disefiados fueron adquiridos a Sigma

Alldrich Corporation y su secuencia fue la siguiente:

AgB8/1F: 5" AAGCATATGGTGGTGGTTACTCAGGCTGATG 3
AgB8/1R: 5" TATGGATCCCTATTCACCTTCAGCAATCAACCC 3
AgB8/2F: 5" CTACATATGGGCCGTCGTTCAAGCTAAAGATGA 3
AgB8/2R: 5" GCGGATCCTTACTTTGAATCATCATCTTTTTCTTCCAC 3
AgB8/3F: 5" GTCCATATGGATGATGATGATGATGAAGTGACA 3’
AgB8/3R: 5" AATGGATCCCTACTCATCCTCTTTAACCAACTT 3
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2.1.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar los genes de EgAgB

Con los primers disefiados como se describio en el item 2.1.2.1, se procedi6 a la
puesta a punto de la PCR para amplificar los genes de las tres subunidades de EgAgB.
Para ello se ensayaron distintas temperaturas de hibridizacién de los primers al ADN
molde y distintas concentraciones de MgSO,con el fin de obtener el la mayor eficiencia
posible. Finalmente, las PCR se realizaron en un volumen final de 50 pL conteniendo
2-20 ng de plasmido pGEX-4T-1 conteniendo las construcciones de cada subunidad
como ADN molde, 0.3 mM de cada desoxirribonucleétido trifosfato (ANTPs, Invitrogen,
Life Technologies), 0.5 pM MgSO4, 0.3 UM de cada primer y 1 unidad de ADN
polimerasa de alta fidelidad Platinum® Pfx (Invitrogen, Life Technologies) en la
solucion de reaccion de la enzima, adicionada con una solucién potenciadora, ambas
provistas por el fabricante. Las condiciones de la PCR fueron un paso inicial de
desnaturalizaciéon (94°C, 2 minutos), seguido de 35 ciclos con los siguientes pasos:
desnaturalizacion (94°C, 30 segundos), hibridizacion (64°C, 30 segundos) y extension
(68°C, 1 minuto); y finalmente un Ultimo paso de extension (68°C, 5 minutos). Los
productos de PCR obtenidos fueron analizados en geles de agarosa al 1.5% (m/v) y
posteriormente extraidos, purificados y cuantificados como se describi6é en los items
2.1.1.2, 2.1.1.3 y 2.1.1.4, respectivamente. Finalmente fueron conservados a -20°C

hasta su posterior uso.

2.1.2.3. Preparacion de los fragmentos de EgAgB para subclonar

Para facilitar el subclonado de los productos de PCR de las subunidades de
EgAgB en el plasmido pET-28b, se realiz6 un paso intermedio de subclonado de estos
productos en el plasmido pGEMT-Easy (Promega). Se utilizé este paso intermedio
debido a que el corte con las enzimas de restriccion es menos eficiente cuando el sitio
de restriccion esta en el extremo de la molécula lineal de ADN, mientras que mejora
ampliamente cuando los fragmentos de PCR estan incluidos en un plasmido, lo que
permite obtener los insertos cortados adecuadamente con las enzimas de restriccion
para su subclonado final en el plasmido de expresion. El plasmido pGEMT-Easy es un
plasmido lineal, dado que posee un nucleétido de timina (T) en sus extremos 3’, lo que
disminuye la capacidad de religacion del mismo y permite el subclonado de productos
de PCR que contienen el nucleétido adenina en sus extremos (agregado por defecto
por varias ADN polimerasas). En el caso de los fragmentos de PCR de EgAgB fue

necesario adicionar estos extremos de adenina, dado que la ADN polimerasa utilizada
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para la PCR no la agrega por defecto. Para ello, se comenzé utilizando el producto de
PCR obtenido para la subunidad EgAgB8/1. Para el agregado de adenina se realiz6
un procedimiento conocido como A-tailing, para lo cual se utilizé un volumen final de
10 L, conteniendo 5 pL del producto de PCR, 0.2 mM de desoxiadenosina trifosfato
(dATP, Invitrogen, Life Technologies), 1.5 mM MgCl. y 5 unidades de ADN polimerasa
de Thermus aquaticus (Invitrogen, Life Technologies). Esta mezcla de reaccién se
incub6é durante 30 minutos a 70°C, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Posteriormente se procedio a ligar este producto al plasmido pGEMT-Easy, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, en un volumen final de 10 pL, se
emplearon 2 pL del producto de PCR tratado con dATP, 50 ug del plasmido pGEMT-
Easy y 3 unidades de la ADN ligasa T4, en la solucion de ligacion provista por el kit.
La mezcla de ligacion fue incubada durante toda la noche a 4°C y los productos de
ligacion fueron posteriormente utilizados para transformar bacterias competentes
preparadas como se describié en el item 2.1.1.5. Se utilizaron bacterias de E. coli de
la cepa XL-1 Blue (gentilmente cedidas por la Dra. Casalongué, Universidad Nacional
de Mar del Plata), que fueron transformadas siguiendo el protocolo de transformacién
de bacterias detallado en el item 2.1.1.6, empleando placas de LB-Agar conteniendo
el antibidtico ampicilina 100 pg/mL (Sigma-Aldrich Corporation), isopropil a-D-
tiogalactésido (IPTG) 0.5 mM y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido (X-
Gal) 80 ug/mL, ambos de Promega. Este medio permite seleccionar aquellas bacterias
que adquirieron el plasmido con el inserto de interés de las que tienen el plasmido sin
inserto, mediante la seleccién blanco/azul de las colonias obtenidas. Las colonias
azules corresponden a las células transformadas con el plasmido sin inserto, dado que
pueden expresar la subunidad a de la enzima -galactosidasa mediante induccién
con IPTG, y por lo tanto generar una enzima funcional capaz de hidrolizar al reactivo
croméforo X-Gal. Por el contrario, las colonias blancas corresponden a las células
transformadas con el plasmido que si contiene el inserto de interés, puesto que este
interrumpe al gen de la subunidad a de la B-galactosidasa, y dado que las
bacterias E. coli XL-1 Blue empleadas no expresan esta subunidad, no pueden
hidrolizar al X-Gal, presentando un color blanco. De esta forma, se seleccionaron
varias colonias de color blanco, de las cuales se extrajeron los plasmidos como se
describié en el item 2.1.1.1, y se verificaron mediante digestibn con enzimas de
restriccion especificas. Aquellos plasmidos que presentaron inserto fueron cortados
de forma secuencial, en una primera instancia con la enzima BamHI (Promega) para
linealizar el plasmido, y en una segunda instancia con la enzima Ndel (Promega) para

liberar el fragmento digerido. El pldsmido linealizado con la enzima BamHI, fue
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extraido y purificado de geles de agarosa al 0.75% (m/v), como se describié en el item
2.1.1.3, previo a ser tratado con la enzima Ndel. Para ambas digestiones se utilizaron
100-500 ng de plasmido, 6 unidades de la enzima correspondiente (BamHI o Ndel), 2
ML de la solucion de reaccidon 10X recomendada por el fabricante (solucion E para
BamHI y solucién D para Ndel) y 4 ug de seroalbumina bovina (BSA) acetilada provista
por el kit, en un volumen final de 20 L, incubando por tres horas a 37°C. El fragmento
digerido, correspondiente a la subunidad EgAgB8/1 fue finalmente analizado en geles
de agarosa al 1.5% (m/v), extraido, purificado y cuantificado como se describi6 en los
items 2.1.1.2, 2.1.1.3 y 2.1.1.4, respectivamente, y conservado a -20°C hasta su

posterior uso.

2.1.2.4. Preparacion del plasmido pET-28b para subclonar

Dado que en el laboratorio se contaba con el plasmido pET-28b clonado con un
inserto de ADN codificante para otra proteina, se emplearon las enzimas de restriccion
Ndel y BamHI para liberar este inserto, y subclonar los insertos correspondientes a
EgAgB (que contenian los mismos sitios de restriccion). El plasmido fue obtenido a
partir de cultivos bacterianos que expresaban dicha construccién, siguiendo el
protocolo de obtenciébn de plasmidos bacterianos descripto en el item 2.1.1.1.
Posteriormente, el plasmido fue digerido empleando 250 ng de plasmido, 6 unidades
de Ndel, 12 unidades de BamHlI, 2 pL de la solucion de reaccion 10X recomendada
por el fabricante (solucion D) y 4 ug de BSA acetilada provista por el kit, en un volumen
total de 20 pL. Las digestiones se incubaron durante tres horas a 37°C vy
posteriormente fueron analizadas en geles de agarosa al 1% (m/v), preparados como
se describié en item 2.1.1.2. El plasmido digerido fue extraido y purificado como se
describié en el item 2.1.1.3. Posteriormente, el plasmido sin inserto fue sometido a una
reaccion de desfosforilacion enzimatica, para disminuir las posibilidades de religacion
del mismo al ser tratado posteriormente con la ADN ligasa. Para la reaccién de
desfoforilacion se agregd la enzima ADN fosfatasa alcalina (Promega) a una
concentracion de 0.01 unidades de enzima por pmol de extremos libres de ADN, que
se incubaron durante 15 minutos a 37°C y 15 minutos a 56°C, repitiendo el protocolo
dos veces, segln instrucciones del fabricante. El plasmido sin inserto y desfosforilado
fue nuevamente extraido, purificado y cuantificado como se describié en los items

2.1.1.3y2.1.1.4,y conservado a -20°C hasta su posterior uso.
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2.1.2.5. Ligacion de EgAgB8/1 en el pldsmido pET-28b

Una vez que se obtuvo el ADN codificante para la subunidad EgAgB8/1 digerido
(descripto en el item 2.1.2.3) y el plasmido pET-28b digerido y desfosforilado (descripto
en el item 2.1.2.4), se procedié a la ligacion de ambos. Para ello, se ensayaron las
relaciones molares inserto:vector 3:1 y 1:1. Para determinar la cantidad de inserto a

utilizar (ng), se empled la siguiente ecuacion:

Ecuacion [1]

ng vector x tamafo del inserto (kb)
tamanio del vector (kb)

ng de inserto = x relacion molar inserto:vector

Para la reaccién de ligacién se emplearon 0.2 unidades de la enzima de ligacion
ADN ligasa T4 (Invitrogen, Life Technologies), 100 ng de plasmido pET-28b, 12 ng de
inserto (en el caso de la relacién 3:1) o 4 ng de inserto (en el caso de la relacién 1:1),
en la solucion de ligacion provista con la enzima. La mezcla de ligacion se incub6
durante toda la noche a 4°C y los productos de ligacion fueron posteriormente
utilizados para transformar bacterias competentes preparadas como se describio en el
item 2.1.1.5. Se utilizaron bacterias de E. coli de la cepa XL-1 Blue que fueron
transformadas siguiendo el protocolo de transformacion de bacterias detallado en el
item 2.1.1.6, empleando placas de LB-Agar conteniendo el antibiético kanamicina a 30
ug/mL (Gibco, Life Technologies). De esta transformacion, se obtuvo una Gnica colonia
en la placa correspondiente a la relacion inserto:vector 1:1. De esta colonia se realizé
un cultivo liquido y se extrajo el ADN plasmidico, como se describi6 en el item 2.1.1.1.
Este plasmido fue analizado mediante digestion con las enzimas de restriccion Ndel y
BamHI (empleando el mismo protocolo descripto para el plasmido pET-28b en el item
2.1.2.4), mediante PCR con los primers especificos para la subunidad EgAgB8/1
(empleando el protocolo descripto en el item 2.1.2.2), y posteriormente verificado por
secuenciacion utilizando el servicio de la empresa Macrogen.

Finalmente, el pldsmido pET-28b conteniendo el inserto de EgAgB8/1 fue
empleado para transformar bacterias competentes E. coli de la cepa de expresion
BL21 (DE3) (Novagen), preparadas de acuerdo al protocolo descripto en el item
2.1.1.5, empleando el protocolo de transformaciéon de bacterias descripto en el item

2.1.1.6. La correcta transformacion de las bacterias BL21 (DE3) se verific6 mediante

68



MATERIALES Y METODOS

PCR con los primers especificos para la subunidad EgAgB8/1, empleando como ADN
molde el pellet obtenido de los cultivos liquidos de la bacterias, hervidos durante 5
minutos, y siguiendo el protocolo de PCR descripto en el item 2.1.2.2. Las bacterias
transformadas fueron conservadas en medio LB conteniendo Glicerol 20% a -80°C

hasta su posterior uso.

2.1.2.6. Andlisis de la expresion de EgAgB8/1 en las bacterias transformadas

Las bacterias transformadas obtenidas como se describi6 en el item 2.1.2.5 fueron
analizadas para verificar la expresion de la proteina EgAgB8/1. Para estos ensayos se
crecieron las bacterias transformadas con la construccion pET-28b-EgAgB8/1 en
medio LB con kanamicina 30 pg/mL 37°C durante toda la noche. A continuacion se
efectud una dilucién del pre-inéculo (1/6) y se dejo a 37°C con agitacion. Al llegar a la
fase exponencial de crecimiento se indujo la expresion de la proteina recombinante
por adicion de IPTG 0.4 mM durante 2 horas. Los cultivos fueron centrifugados a 4500
rom durante 12 minutos empleando el rotor y la centrifuga Avanti J-E descriptos
previamente, para obtener los pellets celulares. Para comparacién, se utilizaron en
paralelo controles de bacterias sin inducir. Los pellets obtenidos fueron resuspendidos
en solucién Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, KCI 100 mM y chequeados por SDS-PAGE
al 15% (m/v), como se describié en el item 2.1.1.7. Asimismo, se ensayaron otras
condiciones de temperatura (16, 30°C) y concentraciones de IPTG (0.1 y 1.0 mM), con
la finalidad de mejorar la expresién de la proteina EgAgB8/1. Como no fue posible
obtener buenos resultados en las condiciones ensayadas, se transformoé la cepa de
expresion BL21-(DE3)-pLysS (Novagen), ya que permite mejorar la expresion a partir
de plasmidos que puedan resultan toxicos para la bacteria (Pan & Malcolm, 2000).
Para ello se utilizé el protocolo descripto para la transformacién de bacterias (item
2.1.1.6) y las bacterias transformadas se evaluaron del mismo modo como fue
descripto anteriormente para las de la cepa BL21 (DE3), empleando distintas
temperaturas y concentraciones de IPTG. Debido a que no fue posible obtener buenos
resultados en la expresion de la proteina EgAgB8/1 en ninguna de las condiciones
ensayadas, no se prosiguid con el subclonado de las subunidades EgAgB8/2 y
EgAgB8/3 en el plasmido pET-28b.
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2.1.3. Andlisis de la expresion y purificacion de las subunidades de EgAgB a
partir del plasmido pGEX-4T-1

Debido a que la expresion en el pldsmido pET-28b no proporciond buenos
resultados en cuanto a la expresion de la subunidad EQAgB8/1, se decidié cambiar la
estrategia experimental y expresar las subunidades en el sistema pGEX-4T-1 (ver
Figura 7.1 en la seccion Apéndices). En este sistema las proteinas se expresan como
proteinas de fusion a la proteina Glutation S-Transferasa (GST). Este sistema ha
permitido mejorar solubilidad de algunas proteinas recombinantes y permite la
purificacion mediante afinidad empleando glutation (Harper & Speicher, 2011).
Asimismo, la GST puede ser eliminada posteriormente mediante tratamiento con
proteasas especificas. A continuacion se describiran los materiales y métodos
especificos para la purificacién de las subunidades de EgAgB expresadas a partir de
pGEX-4T-1.

2.1.3.1. Analisis de la expresion de las subunidades de EgAgB

Como se comenté al inicio de la seccién 2.1.2, los plasmidos conteniendo las
subunidades clonadas de EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 fueron gentilmente
donados por el Dr. Zaha. Las secuencias de las subunidades de EgAgB clonadas en
estos plasmidos fueron verificadas por secuenciacion, empleando el servicio de la
empresa Macrogen (Corea). Una vez verificadas, se transformaron bacterias
competentes, preparadas como se describié en el item 2.1.1.5 y transformadas
siguiendo el protocolo descripto en el item 2.1.1.6. Se utilizaron las cepas de E. coli
XL-1 Blue, para mantenimiento y amplificacion del plasmido, y de la cepa BL21 (DE3),
para la expresion de las proteinas de fusion. Se comenzo evaluando las condiciones
Optimas para la expresion de las proteinas. Para ello se procedié como se describié
en el item 2.1.2.6 para el andlisis de la expresion de EgAgB8/1 a partir del plasmido
pET-28b, con la diferencia de que en este caso los cultivos de las bacterias fueron
incubados con medio LB conteniendo ampicilina 100 pg/mL, debido a la resistencia
que presenta el plasmido pGEX-4T-1. Dado que la expresion de las proteinas en estas
condiciones fue muy baja, se ensayaron distintas concentraciones de IPTG (0.1, 0.4 y
2.0 mM) y también se transformaron las cepas de expresion E. coli BL21 (Novagen) y
BL21-CodonPlus-RIL (gentilmente donadas por el Dr. Zaha, UFRGS), para mejorar la

expresion de las proteinas de fusion. Una vez analizadas estas variables, se determiné
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que la cepa BL21-CodonPlus-RIL fue la mas adecuada para la expresion de las

proteinas de fusion y se procedi6 a la puesta a punto de la purificacion de las mismas.

2.1.3.2. Purificaciéon de las subunidades de EgAgB

La optimizacién del protocolo de purificacion de las subunidades de EgAgB fue
llevada a cabo durante una estadia de un mes en el Laboratorio de Biologia Molecular
de Cestodos (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, Brasil) bajo la
supervision de los Dres. Arnaldo Zaha, Henrique Ferreira y Karina Monteiro. La etapa
fundamental de la purificacion que se logré poner a punto durante esta estadia fue la
obtencion de cantidades adecuadas de proteina de fusion soluble, dado que en
ensayos preliminares gran parte de la proteina precipitaba, dificultando su purificacion.
Para la purificacion de las subunidades recombinantes EgAgB8/1, EgAgB8/2 o
EgAgB8/3, se parti6 de un pre-indéculo de bacterias E. coli BL21 Codon Plus-RIL
transformadas con las distintas construcciones de pGEX-4T-1 crecidas en 20 mL de
medio 2TY (triptona 16 g/L, extracto de levadura 10 g/L y NaCl 5 g/L) adicionado con
los antibioticos ampicilina 100 pug/mL, cloranfenicol 34 pug/mL y tetraciclina 12 pg/mL
(Sigma-Alldrich Corporation) durante toda la noche a 37°C con agitacion. Este
pre-inéculo se diluyé 1/100 en matraces Erlenmeyer de 1L conteniendo 100 mL de
medio 2TY con ampicilina 100 pg/mL cada uno y se dejaron creciendo a 37°C con
agitacion. Al llegar a la fase exponencial de crecimiento (absorbancia a 600 nm
cercana a 1), se indujo la expresién de la proteina recombinante por adicién de IPTG
0.1 mM durante 3 horas a 37°C con agitacion fuerte (250 rpm). Fue fundamental para
la correcta solubilidad de la proteina el uso de un volumen de medio de forma tal de
no superar el 10% del volumen total del frasco y mantener el cultivo con agitacion
fuerte, para permitir una correcta oxigenacion del mismo. A continuacion los cultivos
fueron centrifugados a 7000 rpm durante 10 minutos a 4°C en centrifuga Avanti J-E
empleando el rotor de angulo fijo JLA-16.250 con sus correspondientes tubos, para
obtener los pellets celulares. Estos pellets fueron resuspendidos en 50 mL de solucién
fosfato salino, conteniendo KH,PO4 2 mM, Na;HPO. 10 mM, KCI 2.7 mM, NaCl 137
mM (PBS) por litro de cultivo original. Las bacterias fueron lisadas por ultrasonido
empleando un sonicador de punta S-450 (Branson) con una micropunta chata a un
valor de potencia entre 3y 4 y un ciclo constante durante 30 segundos, con intervalos
de 1 minuto, manteniendo las muestras constantemente en hielo. Este paso fue
repetido entre 6 y 7 veces, de acuerdo a la clarificacion del pellet. Luego se agregé

TritbnX100 a una concentracion 1% y se incub6 durante 30 minutos a temperatura
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ambiente con agitacién, para mejorar la solubilidad de las proteinas. Los restos de
pared celular y material insoluble fueron separados mediante centrifugacion a 10000
rpm durante 30 minutos a 4°C, empleando la centrifuga Avanti J-E y el rotor de angulo
fijo JA-25.50 con sus correspondientes tubos. A continuacidon se separ6 el
sobrenadante y se aplicé en una columna de gravedad Poly-Prep® Chromatograpy
Columns (Bio-Rad) previamente preparada conteniendo 2 mL de resina Gluthathione
Sepharose 4B (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada en solucion PBS. Esta resina
contiene glutation, uniendo entonces a la proteina de fusion a través de la GST,
separandola del resto de las proteinas celulares. Para cada subunidad se emple6 una
columna de glutation independiente. Una vez que se aplicé todo el sobrenadante, la
columna fue lavada con dos volimenes de PBS y posteriormente fue tratada con
trombina purificada de plasma humano (Sigma-Alldrich Corporation), empleando 50
unidades de enzima diluidas en 1 mL de PBS por cada mL de resina a tratar. La resina
en contacto con la trombina fue incubada durante toda la noche a temperatura
ambiente, con la finalidad de separar la correspondiente subunidad de EgAgB de la
GST mediante protedlisis especifica. Luego de la elucion las fracciones que
correspondian a las subunidades EgAgB8/1, EQAgB8/2 o EgAgB8/3 se verificaron por
SDS-PAGE, se colectaron y conservaron a 4°C hasta su tratamiento para remover los
lipidos de E. coli que hubieran unido. Las columnas de glutatién fueron regeneradas
eluyendo la GST con glutation reducido (Sigma-Alldrich Corporation), para

posteriormente emplearlas en otras purificaciones.

2.1.4. Remocion lipidica de las subunidades de EQAgB mediante cromatografia

liquida de alta resolucién en fase reversa

La remocion de los lipidos unidos a las subunidades recombinantes EgAgB8/1,
EgAgB8/2 y EgAgB8/3 (purificadas como se describié en el item 2.1.3) se realiz6
empleando la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa
(RP-HPLC, por sus siglas en inglés), tomando como base la metodologia descripta por
Meenan (Meenan et al., 2011). Para ello se utilizé un equipo de HPLC Detector UV-
Vis L4200/Intelligent Pump L6200 (Merck-Hitachi). Como fase estacionaria se utilizd
una columna analitica (250mm x 4.6mm) de silica que contiene grupos octilo unidos,
denominada C8 (Vydac, Grace). Como fase movil se utilizé un gradiente empleando
distintos porcentajes de Solucion A, compuesta por 0.1% acido trifluoroacético (TFA,

Uvasol, Merck) en H,O bidestilada, y Solucién B, compuesta por 0,1% TFA en
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acetonitrilo (calidad HPLC, JT Baker). Ambas soluciones fueron filtradas empleando
membranas de 0.22 um y degaseadas por ultrasonido en un sonicador de bafio modelo
5210 (Branson) durante 30 minutos previo a su utilizacion. Se conectd la columna al
equipo de HPLC y se equilibré6 con 2 volumenes de columna empleando 90% de
Solucién Ay 10% de Solucion B. Se inyectd la muestra de proteina conteniendo TFA
0.1% y se le aplicaron los siguientes gradientes lineales: 10-30% Solucién B en 5
minutos, 30-70% Soluciéon B en 13 minutos, 70-100% Solucion B en dos minutos y
100% de Solucién B durante 5 minutos, utilizando en todos los casos un flujo de 1
mL/min. Se monitore6 la absorbancia a 280 nm y se recolectaron los picos
correspondientes a las proteinas, que fueron verificados mediante SDS-PAGE,
siguiendo el protocolo descripto en el item 2.1.1.7. Para las muestras conteniendo
acetonitrilo se agreg6 solucién de sacarosa saturada conjuntamente con la solucién
de siembra para darles mayor densidad. Las muestras correspondientes a las
proteinas se liofilizaron durante toda la noche en un lioflizador Sentry 5SL (VirTis) para
eliminar el acetonitrilo y posteriormente fueron reconstituidas en PBS. Para verificar la
remocion de los lipidos se realiz6 una extraccion lipidica de las muestras de partida
(sin tratar) y luego del tratamiento por RP-HPLC, siguiendo el protocolo descripto en
el item 2.1.1.9. La presencia de lipidos en los extractos obtenidos se analiz6 mediante
TLC, tal como se describié en el item 2.1.1.10. Las proteinas deslipidizadas fueron
cuantificadas como se detall6 en el item 2.1.1.8, alicuotadas en fracciones de 50 a 500

UL y conservadas a -80°C hasta su posterior uso.

2.1.5. Estudio estructural de las subunidades obtenidas por dicroismo circular

El andlisis estructural de las subunidades de EgAgB libres de lipidos obtenidas
como se describié en los items 2.1.3 y 2.1.4, se realiz6 mediante CD, empleando un
espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco Corporation), en el Instituto de Quimica y
Fisicoquimica Bioldgicas (Universidad de Buenos Aires). Se tomaron los espectros en
el UV lejano (195-250 nm) con una sensibilidad estandar, a una velocidad de 20
nm/min con un tiempo de respuesta de 1 segundo, en una cubeta rectangular de
cuarzo de 1 mm de paso optico (Starna). Se tomaron y promediaron tres espectros en
total para cada subunidad por duplicado. Se emple6 una concentracién de 30 uM en
PBS para cada proteina, las medidas fueron realizadas a 25°C. La elipticidad molar [€]
(deg cm? dmol™) fue calculada como se describié en Schmid (Schmid, 1997). Los
espectros se graficaron empleando el programa SigmaPIlot. El analisis de la estructura

secundaria de las subunidades se llevé a cabo mediante la deconvolucion de los
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espectros empleando el programa k2d (http://kal-el.ugr.es/k2d/k2d.html). Estos datos

fueron obtenidos y analizados en colaboracién con la Dra. Gisela Franchini (INIBIOLP).

2.2. Andlisis de la capacidad de oligomerizacién de las subunidades de

EgAgB libres de lipidos

En esta seccion se describen los materiales y métodos empleados para llevar a
cabo el segundo objetivo de este trabajo, es decir el andlisis de la capacidad de las
subunidades recombinantes de EgAgB de formar oligébmeros. Para este objetivo se
emplearon las técnicas de exclusion molecular y el entrecruzamiento las subunidades

de EgAgB empleando carbodiimidas, tal como se describird a continuacion.

2.2.1. Estudios utilizando cromatografia de exclusion molecular

Para analizar la capacidad de oligomerizacion de las subunidades de EgAgB libres
de lipidos se realizaron ensayos utilizando cromatografia de exclusion molecular, de
forma similar a lo descripto para las subunidades recombinantes sin deslipidizar
(Monteiro et al., 2007). Para ello, se utiliz6 un equipo de cromatografia liquida de
separacion rapida de proteinas (FPLC por sus siglas en inglés) Akta Purifier FPLC
System (GE Healthcare Life Sciences). Brevemente, se inyectaron 100 pL de
EgAgB8/1 (214 uM), EgAgB8/2 (320 uM) o EgAgB8/3 (324 uM), en una columna
Superdex 200 HR 10/30 (GE Healthcare Life Sciences) equilibrada en PBS. Esta
columna permite el fraccionamiento de proteinas en un rango de 10-600 kDa. La
corrida se realizé a un flujo de 0.5 mL/min y los perfiles de elucién se siguieron
mediante absorbancia a 280 y 215 nm (dado que algunas de las subunidades
presentan muy bajos valores de absorbancia a 280 nm). Para la calibraciéon de la
columna se inyectaron 150 pL de una mezcla conteniendo citocromo ¢ (12.4 KDa),
anhidrasa carbonica (29 KDa) y seroalbumina bovina (66 KDa) a 1 mg/mL cada una,
por duplicado. Estas proteinas fueron adquiridas a Sigma-Alldrich Corporation. Los
perfiles de elucién se visualizaron en el programa UNICORN 5.x (GE Healthcare Life
Sciences) provisto con el equipo y posteriormente se exportaron y graficaron
empleando el programa SigmaPlot. La estimacion de los pesos moleculares de las

subunidades de EgAgB se realizd6 como fue descripto por Uversky (Uversky, 1993).
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2.2.2. Experimentos de entrecruzamiento con carbodiimidas

Con el fin de verificar la oligomerizacion de las subunidades de EgAgB libres de
lipidos se realizaron ensayos de entrecruzamiento empleando el agente de
entrecruzamiento  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). Para estos
ensayos se utilizé una solucién 100 mM de EDC (Sigma-Alldrich Corporation) en H-O,
preparada previo al momento de usar. Las mezclas de reaccibn se prepararon
utilizando un volumen final de 100 pL, empleando 30 uM finales de cada subunidad en
PBS y concentraciones finales de EDC, de 0.01, 0.1, 1, 5, 10 y 20 mM. Estas mezclas
se incubaron a 25°C durante 30 minutos con agitacién. Los controles sin agregado de
EDC fueron llevados a cabo empleando el mismo tratamiento en forma paralela.
Asimismo, con fines comparativos se realizaron ensayos en condiciones similares,
empleando concentraciones 30 uM de las subunidades sin deslipidizar, asi como el
EgAgB nativo purificado a partir de liquido hidatico (ver purificacién en el item 2.5.1.4),
y concentraciones finales de 5, 10 y 20 mM de EDC. Otros controles de
entrecruzamiento fueron llevados a cabo empleando la proteina de unién a lipidos
ABA-1-Al de Ascaris suum (generosamente donada por la Dra. Gisela Franchini,
INIBIOLP) en presencia y ausencia de lipidos. Luego de los 25 min se agreg6 solucion
de siembra, las muestras se hirvieron durante 3-5 minutos y se analizaron mediante
SDS-PAGE al 15% (m/v), tal como se describi6é en el item 2.1.1.7.

El revelado de las bandas proteicas en los geles de SDS-PAGE se realizd
mediante tincidn con nitrato de plata con el fin de mejorar la deteccion de las proteinas,
siguiendo la técnica descripta por Blum (Blum et al., 1987). Para ello, los geles se
dejaron en una solucién de fijacion que contiene metanol:H,O:acido acético (25:19:6
v/vlv) adicionada con 50 pL de formaldehido 40% (v/v) por cada 100 mL de solucion
durante toda la noche. Los geles se lavaron tres veces con etanol 50% durante 30
minutos y se incubaron durante 1 minuto con una solucién de tiosulfato de sodio 0.02%
(m/v). Luego de realizar tres lavados rapidos con H»O bidestilada, los geles se tifieron
durante 20 minutos con una solucién de nitrato de plata 0.2% (m/v) a la que se le
adicion6 75 pL de formaldehido 40% (v/v) por cada 100 mL de solucion.
Posteriormente, se realizaron tres lavados rapidos con H,O bidestilada y se revelaron
las bandas empleando una solucion de carbonato de sodio 6%, adicionada con 2.5 mL
de tiosulfato de sodio 0.02% (m/v) y 50 pL de formaldehido 40% (v/v) por cada 100 mL
de solucién. Los geles se mantuvieron en esta solucion hasta la aparicién de las

primeras bandas oscuras, momento al que se incubaron en la solucién de fijacion
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durante 10 minutos para detener el revelado. Luego se conservaron en metanol 30%
hasta la obtencion de las imagenes correspondientes empleando el equipo

ImageQuant 350, tal como se describié previamente.

2.3. Caracterizacion de las propiedades de union de las subunidades de

EgAgB aligandos lipidicos

En esta seccion se describen los materiales y métodos empleados para llevar a
cabo el tercer objetivo de este trabajo, es decir la caracterizacion de las propiedades
de unién de las subunidades de EgAgB libres de lipidos. Para ello se emplearon
técnicas basadas en el uso de la fluorescencia, utilizando la fluorescencia intrinseca
de las proteinas, asi como también empleando distintos analogos lipidicos
fluorescentes. Los ensayos descriptos a continuacion fueron realizados en un
espectrofluorémetro Fluorolog-3 (Horiba-Yvon) y los datos fueron visualizados
empleando el programa FluorEssence™ provisto con el equipo. De forma alternativa
también se utiliz6 el equipo SIM AMINCO (SLM Instruments) y los datos fueron

visualizados con el programa Olis GlobalWorks provisto con el equipo.

2.3.1. Andlisis de la unién de lipidos a las subunidades de EgAgB empleando

fluorescencia intrinseca

El andlisis de la capacidad de union de las subunidades de EgAgB empleando
fluorescencia intrinseca se realiz6 solamente con la subunidad EgAgB8/2, dado que
esta subunidad es la Unica que posee un Unico triptéfano (Trpl6) que podria
potencialmente ser sensible a la union del ligando. Se utilizé una longitud de onda de
excitacion de 295 nm a fin de excitar selectivamente dicho triptéfano, y se registré el
espectro de emisién entre 310 y 400 nm. Para estos ensayos se utilizd una cubeta de
fluorescencia de cuarzo de paso 6ptico de 1 cm (Hellma) conteniendo 2 mL de solucion
amortiguadora Tris 40 mM, NaCl 100 mM, pH=7,4 (TBS) a 25°C. Se midio el espectro
de emisién del TBS como blanco, y posteriormente se agregdé EgAgB8/2 a una
concentracion final de 5 pM. Se midi6 el espectro de emision de la proteina sola y
posteriormente se le agregaron concentraciones crecientes de acido oleico en etanol,
con un tiempo de incubacién de 3 minutos antes de tomar nuevamente cada espectro.
El agregado de &cido oleico se realizé de forma de no superar el 1% de concentracién

final de etanol en la cubeta ni el valor de la concentracién micelar critica (6 UM segun
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Richieri et al., 1992). Alternativamente, se realizé el mismo ensayo empleando 2 uM
de EgAgB8/2 con agregados sucesivos de colesterol disuelto en DMSO, utilizando
como control los mismos agregados de DMSO solo. Los datos de los espectros se
graficaron utilizando el programa SigmaPlot. Dado que los espectros ho mostraron
cambios con los agregados de &cido oleico o colesterol, no fue posible determinar la

constante de disociacion de ninguno de estos ligandos empleando esta técnica.

2.3.2. Andlisis de la uniébn de analogos fluorescentes de lipidos a las
subunidades de EgAgB

Dado que el analisis mediante fluorescencia intrinseca no brindé buenos
resultados, se realizaron ensayos empleando analogos fluorescentes de distintos
lipidos, con el fin de caracterizar la unién a estos ligandos. Cuando estos analogos
lipidicos se unen a una proteina que une lipidos, su espectro de emisién de
fluorescencia se modifica debido al entorno hidrofébico que le brinda la proteina,
haciendo posible seguir esta union (Lakowicz, 2007). Asimismo, empleando estas
sondas es posible realizar ensayos de desplazamiento empleando lipidos naturales,

tal como se describird a continuacion.

2.3.2.1. Andlisis de la union de dehidroergosterol (DHE)

El andlisis de la union de dehidroergosterol (DHE) a las subunidades de EgAgB
se realizo registrando los cambios en la emision de fluorescencia de esta sonda tras
el agregado de proteina, empleando un método basado en el andlisis de la unién de
DHE a otras LBPs (Falomir Lockhart, 2009). Para ello se utiliz6 una longitud de onda
de excitacion de 325 nm y se midi6 la emision de fluorescencia tomando un espectro
de emision entre 350-515 nm. Se utiliz6 una cubeta de fluorescencia conteniendo 2
mL de TBS a 25°C, y primero se midid el espectro de emisiéon del TBS como blanco.
Posteriormente se midié el espectro de emisién de la sonda fluorescente DHE (Sigma-
Alldrich Corporation) a una concentracion final de 0.5 uM en TBS (a partir de un stock
original de 680 uM, cuya concentracion se determind mediante medida de la
absorbancia a 325 nm, empleando el coeficiente de extincion molar del DHE en etanol
(e=10550 M'cm?). Luego se realiz6 el agregado de la subunidad de interés

(EgAgB8/1, EgAgB8/2 0 EgAgB8/3) con un tiempo de incubacion de 3 minutos antes
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de tomar nuevamente cada espectro. Los datos de los espectros se exportaron y

graficaron empleando el programa SigmaPIot.

2.3.2.2. Analisis de la union de acido 11-(dansilamino)undecanoico (DAUDA)

El andlisis de la union de &cido 11-(dansilamino)undecanoico (DAUDA) a las
subunidades de EgAgB se realizé registrando los cambios en la emisién de
fluorescencia de esta sonda tras el agregado de proteina, empleando un método
basado en el andlisis de la unibn de DAUDA a otras LBPs (McDermott et al., 2001).
Para ello se utilizé una longitud de onda de excitacion de 345 nm y se midi6 la emision
de fluorescencia tomando un espectro de emision entre 365-665 nm. Para estos
ensayos se utilizé una cubeta de fluorescencia conteniendo 2 mL de TBS a 25°C, se
midi6 el espectro de emisién del TBS como blanco y posteriormente se agrego la
sonda fluorescente DAUDA (Molecular Probes, Life Technologies) a una
concentracion final de 0.5 uM a partir de un stock original a 880 uM. Se tomé el
espectro de emision de la sonda sola en TBS y luego se realiz6 el agregado de la
subunidad de interés (EgAgB8/1, EgAgB8/2 0 EgAgB8/3) con un tiempo de incubacién
de 3 minutos antes de tomar nuevamente cada espectro. Los datos de los espectros

se exportaron y graficaron empleando el programa SigmaPlot.

2.3.2.3. Analisis de la union de antroiloxi-derivados de &cidos grasos (AOFA) y

determinacion de la constante de disociacion (Kg) de la interaccion

El analisis de la uniéon de antroiloxi-derivados de acidos grasos (AOFA) a las
subunidades de EgAgB se realiz6 se realiz6 registrando los cambios en la emision de
fluorescencia de esta sonda tras el agregado de proteina, empleando un método
basado en el andlisis de la union de AOFA a otras LBPs (Corsico et al., 2004; Falomir-
Lockhart et al., 2006; Porfido et al., 2012). Como sonda se empled el derivado
fluorescente acido 12-(9-antroiloxi)-estearico (12-AS), utilizando una longitud de onda
de excitacién de 383 nm y registrando la emision de fluorescencia entre 400-500 nm.
Al igual que en los ensayos anteriormente descriptos, primero se midieron los
espectros de emision 25°C de 2 mL del TBS (blanco) y de una solucién 0.5 uM de la
sonda fluorescente 12-AS (Molecular Probes, Life Technologies). La concentracion de
12-AS se determiné en base a la medida de la absorbancia a 361 nm, empleando el
coeficiente de extincion molar del 12-AS en metanol (€=8000 M*cm). Posteriormente

se agregaron concentraciones crecientes de EQAgB8/1, EQAgB8/2 o EgAgB8/3 con un
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tiempo de incubacion de 3 minutos antes de tomar nuevamente cada espectro, hasta
que los espectros no mostraron cambios importantes, es decir hasta llegar a
saturacion. Los datos de los espectros se exportaron y graficaron empleando el
programa SigmaPlot. La curva para determinar la constante de disociaciéon (Kq) de la
interaccion se realizé graficando los valores de intensidad de fluorescencia a 440 nm
versus la concentracion de proteina. Los datos fueron corregidos por dilucién
considerando los cambios en el volumen final tras cada agregado de proteina. Se
utilizé el mismo programa para obtener el mejor ajuste a los datos experimentales y
calcular los correspondientes valores de Kg. Estos valores se expresaron como el
promedio de tres medidas independientes + el desvio estdndar (SD) para cada
subunidad de EgAgB.

2.4. Andlisis de la capacidad de las subunidades de EgAgB de transferir

acidos grasos hacia membranas fosfolipidicas

En esta seccién se describen los materiales y métodos empleados para llevar a
cabo el cuarto objetivo de este trabajo, es decir analizar la capacidad de las
subunidades de EgAgB de transferir ligandos hacia vesiculas fosfolipidicas. Para ello
se analizé la capacidad de las subunidades de EgAgB de transferir la sonda
fluorescente 12-AS hacia membranas fosfolipidicas artificiales, empleando una técnica
de transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET por sus siglas en inglés).
Para estos ensayos se utilizaron las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3 como
representantes de los dos subgrupos de la familia del EQAgB mas distantes en cuanto

a sus secuencias proteicas.

2.4.1. Preparacion de vesiculas unilamelares pequefias (SUVSs)

Las vesiculas unilamelares pequefias (SUVs) se prepararon mediante una
técnica basada en protocolos descriptos previamente (Huang & Thompson, 1974;
Storch & Kleinfeld, 1986). Se prepararon SUVs de distinta composicion, empleando
los fosfolipidos naturales fosfatidilcolina de huevo (PC), fosfatidilserina de cerebro
porcino (PS), y cardiolipina de corazén bovino (CL); y el derivado fluorescente 1-Oleoil-
2-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)Jamino]lhexanoil]-sn-Glicero-3-Fosfatidilcolina
(NBD-PC), todos ellos adquiridos de Avanti Polar Lipids. La composicion de las
vesiculas estandar fue 90 % molar de PC y 10 % molar de NBD-PC (PC/NBD-PC),
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mientras que para aumentar la carga neta negativa en la superficie de las SUVs se
agregd6 25 % molar de PS o CL, y se completé con 65 % molar de PC y 10 % molar de
NBD-PC (PS/NBD-PC y CL/NBD-PC, respectivamente). Los fosfolipidos puros
disueltos en cloroformo se mezclaron de acuerdo a la concentracion final y al tipo de
vesiculas, el solvente se evaporé bajo corriente de N2 (g) y los lipidos se secaron
completamente por liofilizacion en un equipo Sentry 5SL (VirTis). Posteriormente se
hidrataron en TBS para formar las vesiculas multilamelares. En el caso de aquellas
vesiculas que contienen CL se utilizo la solucion TBS adicionada con EDTA 1 mM. La
obtencién de las SUVs se logré mediante aplicacion de ultrasonido en un sonicador de
punta S-450 (Branson) empleando una micropunta conica a una potencia de entre 3 'y
4 y con un ciclo de trabajo de 70%. La mezcla de lipidos fue sonicada en estas
condiciones durante 45 minutos a 4°C bajo corriente de N (g). Posteriormente las
SUVs fueron separadas mediante ultracentrifugacion a 50000 rpm durante 45 minutos
en ultracentrifuga Optima LE-80K (Beckman Coulter) empleando el rotor 70.1Ti con
sus respectivos tubos. Las vesiculas asi obtenidas se transfirieron a viales color
caramelo y se gasearon bajo corriente de Nz (g) para evitar la oxidacion de los lipidos.
La concentracién final de fosfolipidos en las SUVs se determiné empleando un ensayo
de cuantificacion de fésforo inorganico segun la técnica descripta por Gomori, que
determina la formacion de un complejo fosfomolibdico que al reducirse brinda un
compuesto coloreado estimable colorimétricamente (Gomori, 1942). Para ello las
muestras (entre 5y 15 L) y los distintos volimenes de NaH,PO4 1 mM utilizado como
estandar (entre 0 y 40 pL) se mezclaron con 30 pL de Mg(NOs)2 al 10 % (m/v) en 95%
de etanol y se dej6 carbonizando durante toda la noche a 140°C. Luego de la
carbonizacién se agregaron 400 uL de HCI 0.5 N, se agit6 vigorosamente y los tubos
fueron incubados durante 30 minutos en bafio de agua hirviendo. A continuacion se
agregaron 930 pL de una solucién de acido molibdico, preparada con 0.42% molibdato
de amonio en 1 N H,SO4; y acido ascorbico 10% (m/v) en relacion 6:1 (v/v). Las
muestras fueron incubadas durante 1 hora a 37°C y finalmente se midié la absorbancia
de cada tubo a 820 nm en un espectrofotémetro T70 UV/VIS (PG Instruments) en
cubetas de vidrio de 1 cm de paso Optico (Hellma). La determinacién de la
concentracion de fosforo en los fosfolipidos se realiz6 por comparacion con la
concentracion de fosforo inorganico empleando la curva estandar. En el caso de
aquellas SUVs que contienen CL la concentracion de fosfolipidos se corrigié de
acuerdo a la presencia de dos grupos fosfato por molécula de CL. Las SUVs son

inestables y pueden conservarse solamente por periodos cortos de tiempo. En este
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trabajo se prepararon y conservaron a 4°C durante como maximo siete dias antes de

ser utilizadas.

2.4.2. Determinaciéon del coeficiente de particibn de 12-AS entre las
subunidades de EgAgB y SUVs

El coeficiente de particion (Kp) de la sonda 12-AS entre las subunidades de EgAgB
y las SUVs se determiné siguiendo un método descripto por Massey (Massey et al.,
1997), basado en la existencia de FRET entre el 12-AS y el grupo NBD. Brevemente,
en este ensayo se parte de un complejo proteina-AOFA y se agregan concentraciones
crecientes de SUVs conteniendo NBD-PC. El grupo NBD actia como aceptor de la
fluorescencia del grupo antroilo, por lo que a medida que el AOFA se transfiere de la
proteina a las SUVs, la fluorescencia del 12-AS disminuye, haciendo posible estimar
el K, de la sonda entre la proteina y las vesiculas. En este caso, el K, del 12-AS entre

el EgAgB y las SUVs se defini6é de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ecuacién [2] [12AS cnge]  [SUV]

" [EQAQB] g [12AS suv]

Donde [12AS egags] y [12AS suv] son las concentraciones de 12-AS unido a EgAgB y

a las SUVs, respectivamente; y [EgAgB] y [SUV] son las concentraciones de la
proteina y de las vesiculas. Para estos ensayos se utilizé una longitud de onda de
excitacion de 383 nm y se registro la emision de fluorescencia del 12-AS tomando un
espectro de emisién entre 400 y 500 nm. En una cubeta de fluorescencia conteniendo
2 mL de TBS a 25°C, se midi6 el espectro de emisioén del TBS como blanco y luego se
agrego la sonda fluorescente 12-AS (0.5 uM). Posteriormente se agregd EgAgB8/2 o
EgAgB8/3, manteniendo una relacion proteina:ligando de 15:1. En estas condiciones
al menos el 95% de la sonda se encuentra unido a la proteina de acuerdo al valor de
Kq determinado en el item 2.3.2.3. A continuacién se agregaron concentraciones
crecientes de SUVs de PC/NBD-PC, preparadas como se describié en el item 2.4.1,
con un tiempo de incubacion de 3 minutos previo a medir nuevamente cada espectro.
La intensidad de fluorescencia del 12-AS a 440 nm disminuyé tras los sucesivos
agregados de SUVs conteniendo NBD-PC, debido al fendbmeno de FRET explicado

anteriormente. Se agregaron SUVs hasta llegar a saturacion, es decir hasta lograr que
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la fluorescencia del 12-AS caiga completamente y no presente variaciones tras los
sucesivos agregados. El decaimiento de la fluorescencia del 12-AS se relacioné con

el K, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ecuacion [3]

_axK, - [suv]
Frel= [SUVJ bX[EgAgB]

Ko+ [EgAgB

Donde Frel es la relacion entre la fluorescencia inicial del complejo 12AS-EgAgB en
ausencia de SUVs y la fluorescencia del complejo para cada relacién SUV:EgAgB,
[SUV] vy [EgAgB] son las concentraciones molares de las SUVs y el EgAgB,
respectivamente; y los valores “a” y “b” son los pardmetros de ajuste de la ecuacion,
de acuerdo a De Gerdnimo (De Geronimo et al., 2010). Los datos de los espectros se
exportaron y graficaron empleando Microsoft Excel (Microsoft Office) y el ajuste
aplicando la ecuacion 3 se realizé empleando el modulo Solver de dicho programa.
Los valores de K, se expresaron como el promedio de duplicados independientes +
SD. El valor de K, obtenido permitié establecer la relacién de SUVs:EgAgB, de modo
de asegurar la transferencia unidireccional del ligando desde la proteina hacia las

vesiculas en los ensayos de transferencia de ligandos descriptos a continuacion.

2.4.3. Transferencia de 12-AS desde las subunidades de EgAgB hacia SUVs

Como se comentd al inicio de esta seccion, la capacidad de las subunidades de
EgAgB de transferir el analogo fluorescente 12-AS hacia SUVs se realizé mediante la
técnica de FRET, siguiendo un protocolo descripto previamente para otras LBPs
(Storch & Bass, 1990; McDermott et al., 2002; Falomir Lockhart et al., 2009; Porfido et
al., 2012). Brevemente, la transferencia de 12-AS desde las proteinas hacia las SUVs
se analiz6 utilizando un médulo de mezclado rapido que permite medir la caida de
fluorescencia de 12-AS en el tiempo, inmediatamente después del agregado de las
SUVs conteniendo NBD/PC. Para estos ensayos se utilizé un médulo de mezclado
rapido o stopped flow RX2000 (Applied Photophysics) adosado al espectrofluorémetro
Fluorolog-3. En una de las jeringas del equipo se carg6 el complejo 12AS-EgAgB, en
una relacion molar proteina:ligando de 15:1, incubados previamente durante 10
minutos para alcanzar el equilibrio. Esta relacion proteina:ligando se utilizé para

asegurar que al menos el 95% del ligando se encuentre unido a la proteina, tal como
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se explico en el item 2.4.2. En la otra jeringa se cargaron las SUVs de PC/NBD-PC
preparadas como se describi6 en el item 2.4.1. La cantidad de SUVs empleada vari6
de acuerdo a las distintas relaciones molares SUVs:EgAgB empleadas (10:1, 20:1 y
40:1), que se eligieron segun el valor obtenido de K, como se explicé en el item 2.4.2.
Con la finalidad de aumentar la carga neta negativa en la superficie de las SUVs, de
forma alternativa se utilizaron vesiculas de PS/NBD-PC y CL/NBD-PC (ver item 2.4.1).
Todas las diluciones fueron realizadas en TBS y los ensayos se llevaron a cabo a
25°C. Una vez cargadas ambas jeringas, se realizo la mezcla con el disparador del
stopped flow, el cual permite iniciar la medida en el espectrofluorémetro en el momento
exacto en el que se realiza la mezcla en la cubeta (tiempo 0). De este modo, se
registraron las intensidades de fluorescencia a 440 nm con una longitud de onda de
excitacion de 383 nm durante 60 segundos. Como se explicd previamente, cuando el
12-AS es transferido a las SUVs conteniendo el fluoréforo NBD, la fluorescencia del
12-AS cae debido al fenémeno de FRET, por lo cual se registra una caida en la
intensidad de fluorescencia del 12-AS en el tiempo. Esta caida de fluorescencia en el
tiempo se describi6 mediante una curva de caida exponencial, de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

Ecuacion [4]
F(f) =axetk +¢

Doénde “a” y “c” son los parametros de ajuste y k se interpreta como el valor de la
velocidad de transferencia (s). El control de decaimiento de la sonda en el tiempo
(control de fotoblanqueo o photobleaching) se realizé empleando el mismo protocolo
pero sin agregado de SUVs en la segunda jeringa (empleando solo TBS). El ajuste de
los datos experimentales aplicando la ecuacion 4 se llevd a cabo empleando el
programa SigmaPlot. Cada valor puntual de velocidad de transferencia se obtuvo
realizando 5 réplicas de las curvas de caida exponencial para cada condicién
SUV:EgAgB. A su vez, los valores de velocidad de transferencia reportados
corresponden al valor promedio de tres determinaciones independientes + SD. El
andlisis estadistico de las velocidades de transferencia obtenidas se realiz6 mediante
el andlisis de varianzas (ANOVA), seguido del test de Tukey para comparar los valores

obtenidos en todas las condiciones, empleando el programa Graphpad Prism.
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2.5. Andlisis de la capacidad del EQAgB nativo de unirse a monocitos y

macrofagos: contribucion de los componentes proteicos y lipidicos

En esta seccion se describen los materiales y métodos empleados para llevar a
cabo el quinto y Ultimo objetivo de este trabajo, es decir analizar la capacidad de las
subunidades de EgAgB libres de lipidos de interaccionar con monocitos y macrofagos,
asi como la participacion de los lipidos del EgAgB nativo en esta interaccién. Para ello
se utiliz6 una técnica basada en citometria de flujo, empleando un equipo
FACSCallibur (BD Biosciences), visualizando los datos en el programa CELLQuest
provisto con el equipo y analizando los datos empleando el programa FlowJo. Estos
experimentos fueron realizados en la Catedra de Inmunologia (Instituto de Higiene,
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Uruguay) bajo la supervision de la
Dra. Ana Maria Ferreira (co-directora de este trabajo) y en colaboracién con la Lic.

Maite Folle, estudiante de Maestria en el area Ciencias Biol6gicas de la Dra. Ferreira.

2.5.1. Preparacion de suspensiones de monocitos y macréfagos

2.5.1.1. Mantenimiento de la linea celular de pre-monocitos humanos THP-1

Las células de la linea celular de pre-monocitos humanos THP-1 (ATCC, American
Type Culture Collection) crecen en suspension y son cultivadas a 37°C en atmdsfera
con 5% de CO: utilizando medio RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 2 mM,
bicarbonato de sodio 1.5 g/L, Hepes 10 mM, &cido pirdvico 1.0 mM, antibiético
compuesto (penicilina, streptomicina, anfotericina) y 10 % de suero fetal bovino fetal
(SFB, GIBCO), segun el protocolo descripto por ATCC. Todos los componentes del
medio de cultivo descriptos, con excepciéon del SFB, fueron obtenidos de Sigma Aldrich
Corporation. El medio fue preparado en material estéril con agua libre de pir6genos
(Herix) y esterilizado mediante filtracion en cabina de flujo laminar vertical. Los cultivos
siempre fueron manipulados en cabina de flujo laminar vertical y fueron mantenidos a
una concentracion entre 0.3-0.5 x 10° células/mL y subcultivados cada 48 horas en
medio fresco para evitar que la concentracion de las células supere el valor de 1 x 10°
células/mL. Todo el material plastico de cultivo empleado para el mantenimiento de las

células fue adquirido a Nunclon, Thermo Fisher Scientific o Greiner Bio One.
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2.5.1.2. Diferenciacién de monocitos THP-1 a macréfagos

Para la diferenciacion de los monocitos THP-1 a macréfagos las células se
dispensaron en placas de cultivo de 48 pozos (Greiner Bio One) a una concentracion
de 0.75 x 108 células/pozo y fueron cultivadas 72 horas a 37°C en 5% CO; con medio
completo suplementado con 75 ng/mL de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma-
Aldrich Corporation). En estas condiciones las células se adhieren a la placa, creciendo
en forma de monocapa, y no sufren mas divisiones, por lo que la cantidad de células
por pozo se mantiene constante. Transcurridas las 72 horas los macréfagos fueron
empleados para los ensayos de citometria descriptos mas adelante. Para ello, los
macroéfagos se despegaron agregando a cada pozo 500 pL de PBS conteniendo EDTA
1 mM a 4°C. Esta solucion fue diez veces aspirada y dispensada con una pipeta P1000
en cada pozo para despegar las células, tratando de producir el menor dafio posible a
las mismas. Este proceso fue repetido por lo menos dos veces y el despegado de los
macroéfagos se confirmé observando la placa al microscopio 6ptico. Los macréfagos
obtenidos fueron mantenidos en frio y utilizados inmediatamente en los ensayos de

interaccion con las subunidades de EgAgB que se describiran mas adelante.

2.5.1.3. Obtencién de células inflamatorias de ratbn mediante lavados peritoneales

La obtencién de células inflamatorias de raton se llevo a cabo a través de un
método de lavado peritoneal. Para ello se utilizaron ratones adultos de la cepa
C57BL/6 que fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de Higiene (Universidad de
la Republica, Uruguay) y manipulados por el personal habilitado de dicho bioterio. Para
la obtencién de los macr6fagos los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con
100 pL de adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich Corporation), con el fin de
lograr un mayor reclutamiento de células inflamatorias en la cavidad peritoneal. Luego
de 48 horas, los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical, de acuerdo con
el protocolo acreditado por la Comisién Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA,
Universidad de la Republica, Uruguay) y se realiz6 el lavado peritoneal empleando 15
mL de PBS conteniendo EDTA 2 mM y SFB 2%. Este procedimiento fue realizado en
su totalidad por la Dra. Ferreira, quien posee las acreditaciones de la CHEA para la
manipulacion de los animales. Las células obtenidas se controlaron por citometria de
flujo, y se mantuvieron en frio hasta ser utilizadas inmediatamente en los ensayos de

interaccion con las subunidades de EgQAgB descriptos mas adelante.
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2.5.2. Preparacion del EgAgB nativo y otros ligandos lipidicos de interés

2.5.2.1. Purificacién de EgAgB nativo a partir de liquido hidatico

El EgAgB nativo fue purificado a partir de liquido hidatico extraido mediante
puncién aséptica de quistes hidaticos fértiles y no fértiles obtenidos de frigorificos
locales. El liquido hidatico asi obtenido fue conservado a -20°C hasta su posterior uso,
con el agregado de EDTA 5 mM y 2,6 di-tert-butil-4-metilfenol 20 pM (BHT, Sigma-
Aldrich Corporation) para evitar la oxidacion de los lipidos. Para purificar el EQAgB se
partio de 2 L de liquido hidatico proveniente de distintos quistes que fueron clarificados
mediante centrifugacion a 7800 rpm durante 20 minutos a 4°C en centrifuga Sorvall
RC 6 Plus (Thermo Fisher Scientific), empleando el rotor F10-6x500y con sus
correspondientes frascos. A continuacion el liquido hidatico se fraccion6 mediante
cromatografia de intercambio iénico en un equipo FPLC System (Pharmacia Biotech)
con el fin de obtener una fraccion enriquecida en las proteinas parasitarias y eliminar
la seroalbumina bovina y las inmunoglobulinas del hospedador presentes en el liquido
hidatico. Para ello, se empled la resina aniénica Q-Sepharose (GE Healthcare Life
Sciences) empaquetada en una columna de 40 mL de lecho y equilibrada en una
solucion amortiguadora fosfato 20 mM, NaCl 0.2 M, EDTA 5 mM, BHT 20 uM, pH 7.2.
El liquido hidatico se aplic6 en esta columna a un flujo de 1 mL/min durante toda la
noche y posteriormente la columna fue lavada con dos volumenes de la solucién
amortiguadora de equilibrio. La fraccion retenida se eluy6 de la columna aumentando
la fuerza iénica de la solucién amortiguadora utilizando fosfato 20 mM, NaCl 0.45 M,
EDTA 5 mM, BHT 20 pM, pH 7.2 a un flujo de 1 mL/min, siguiendo la absorbancia a
280 nm. A esta fraccion la llamaremos fraccibn Q-S+, y como se coment6
anteriormente contiene principalmente a las proteinas parasitarias, entre ellas al
EgAgB. La fraccion Q-S+ se concentrd en un equipo SpeedVac Concentrator (Savant,
Thermo Fisher Scientific) y se le intercambid la solucion amortiguadora por PBS, EDTA
5 mM, BHT 20 pM empleando una columna de desalado PD10 (Amersham
Biosciences). Para obtener el EQAgB de la fraccion Q-S+ se prepar6 un gradiente de
densidad empleando KBr aplicando una metodologia basada en la obtencion de
lipoproteinas plasméticas (Bejta et al., 2007). Para ello, se agreg6 KBr a una
concentracion de 0.49 g/mL a 5 mL de la fraccion Q-S+, y se transfiri6 a un tubo de
ultracentrifuga adecuado de 25 mL. En la parte superior del tubo se agregd una
solucion NaCl 0.15 M, KBr 0.05 g/mL, de forma cuidadosa para evitar que se mezcle

con la solucién inferior. Estas muestras se ultracentrifugaron a una velocidad de 55000
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rpm durante 4 horas a 4°C en una ultracentrifuga L7-65 (Beckman Coulter), empleando
el rotor 70Ti. Una vez transcurrido este tiempo, la fraccion de EgAgB aparecié como
una banda de color amarillo (debido a la presencia de lipidos en el EgAgB),
posicionada en el tubo de acuerdo a su densidad, mientras que el resto de las
proteinas precipitaron. Se aspiré esta banda, se transfirié a un tubo de vidrio y el KBr
se eliminé utilizando una columna de desalado PD10 equilibrada en la solucién
amortiguadora PBS, EDTA 5 mM, BHT 20 uM empleando una columna de desalado
PD10. La fraccion de EgAgB purificada fue gaseada bajo corriente de N2 (g) para evitar
la oxidacion de los lipidos y conservada a 4°C hasta su posterior uso. La determinacion
de la concentracién de EgAgB obtenida se llevd a cabo como se describié en el item
2.1.1.8 empleando el coeficiente de extincion molar determinado por Gonzélez
(Gonzélez et al., 1996)

2.5.2.2. Tratamiento de EgAgB nativo con fosfolipasa D

El EgAgB nativo obtenido como se describié en el item 2.5.2.1 fue tratado con
fosfolipasa D (PLD), enzima que hidroliza la fosfatidilcolina, con el fin de modificar la
fosfatidilcolina presente en el EQAgB y evaluar su participacién en la uniéon del EgAgB
a las células. Para ello, las muestras de EgAgB fueron incubadas con PLD
(Calbiochem) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se utilizaron 10
unidades de PLD por mg de EgAgB en una solucién amortiguadora Tris-HCI 30 mM,
CaCl; 2 mM, NaCl 100 mM, pH 8.0 y se incub6é durante 24 horas a 37°C.
Posteriormente, la PLD fue removida ultracentrifigando las muestras como se describi6
en el item 2.5.1.4. Para ello se utilizé6 1 mL de EgAgB tratado con PLD (EgAgB-PLD),
al que se le agreg6 KBr 0.49 g/mL y una solucién superior de NaCl 0.15 M, KBr 0.05
g/mL, en tubos de ultracentrifuga de 5 mL. Las muestras se ultracentrifugaron a 55000
rpm durante 4 horas a 4°C, empleando la ultracentrifuga Sorvall MX120 (Thermo
Fisher Scientific) y el rotor oscilante S52-ST. Como control se utilizé6 una muestra de
EgAgB a la que se le aplico el mismo tratamiento que a las muestras EQAgB-PLD, pero
sin agregado de PLD (EgAgB control). Finalmente, la eficiencia del tratamiento con
PLD se analizé realizando la extraccion de lipidos del EQAgB control y del EQAgB-PLD,
tal como se describié en el item 2.1.1.9 y analizando las fracciones lipidicas obtenidas

mediante TLC, siguiendo la metodologia descripta en el item 2.1.1.10.
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2.5.2.3. Marcacién de subunidades de EgAgB y EgAgB nativo con biotina

Para marcar las subunidades de EgAgB y el EgAgB nativo purificados como se
describi6 en los items 2.1.3.2 y 25.2.1 respectivamente, se utilizd N-
Hidroxisuccinimida-Biotina (NHS-Biotina) adquirida de Pierce, Thermo Fisher
Scientific, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 una concentracion de
proteina de 1 mg/mL en una solucién amortiguadora NaHCO3 0.1 M, pH 9.0 a la que
se le agregé NHS-Biotina (1 mg/mL en DMSO) en cantidad equimolar de acuerdo a la
cantidad de moles de lisina que se marcaron (aproximadamente 6 moles de lisina).
Las muestras se incubaron durante 4 horas a temperatura ambiente con agitacion y
en oscuridad. A continuacion se intercambio la solucion amortiguadora a PBS
mediante didlisis durante toda la noche. Para utilizar como control también se marcé
la proteina ovoalbumina (OVA, Sigma-Alldrich Corporation), empleando las mismas
condiciones que para el EgAgB nativo o las subunidades de EgAgB.

El marcado con NHS-Biotina se evalu6 en un ensayo empleando placas de ELISA
de 96 pozos (Nunclon, Thermo Fisher Scientific), en las que se adsorbieron diluciones
seriadas de las proteinas marcadas, partiendo de una concentracion 1 pg/mL
empleando 100 pL/pozo y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Posteriormente,
la placa fue blogueada con solucion PBS, Tween 0.05%, SFB 0.05% durante 1 hora a
temperatura ambiente e incubada con estreptavidina conjugada a peroxidasa (Sigma-
Aldrich Corporation) empleando 100 pL/pozo de una dilucién 1/20000 durante 1 hora
a 37°C en camara humeda. El revelado se llevd a cabo utilizando una solucion
conteniendo el reactivo 3, 3’, 5, 5-tetrametilbenzidina (TMB, Fluka) a una
concentracion 0.1 mg/mL adicionado con H20, 0.03% en una solucién amortiguadora
fosfato/citrato, pH 5.0. La reaccion se detuvo luego de 15-30 minutos con H.SO4 2 Ny
se midi6 la absorbancia a 450 nm corrigiendo a 560 nm en lector para placas de 96
pozos Labsystems Multiskan (Thermo Fisher Scientific).

2.5.2.4. Purificacion de lipoproteinas plasmaticas: HDL y LDL

Las lipoproteinas plasmaticas HDL y LDL fueron purificadas a partir de plasma
humano de donantes voluntarios sanos empleando un método de ultracentrifugacion
basado en el descripto por Bejta (Bejta et al., 2007). El plasma fue obtenido a partir de
muestras de sangre fresca, adicionada con EDTA 10 mM como anticoagulante,
incubada a 4°C durante 1 hora y centrifugada a 2000 rpm durante 8 minutos en una

centrifuga Sigma 3.18K (Sigma), empleando el rotor N°11133. A continuacion se
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realizé un gradiente de densidad, tal como se describié en el item 2.5.2.1 para la
obtencion de EgAgB. Brevemente, a 5 mL de plasma se le agregé KBr a una
concentracion final de 0.49 g/mL y se utilizd6 NaCl 0.15 M, KBr 0.05 g/mL para
completar el volumen a 25 mL. Las muestras se ultracentrifugaron a una velocidad de
55000 rpm durante 4 horas a 4°C, tal como se describié previamente. Luego de la
ultracentrifugacion, la banda correspondiente a la LDL (banda superior de color
naranja) y la banda correspondiente a la HDL (banda inferior de color amarillo) fueron
aspiradas cuidadosamente y transferidas a tubos de vidrio. Para la purificacién de la
HDL se realizdé una segunda ultracentrifugacion, para lo cual a la fraccion obtenida
inicialmente se le agreg6 KBr hasta saturacion, se complet6 el tubo con la solucién de
NaCl 0.15 M, KBr 0.05 g/mL y se ultracentrifugd a 55000 rpm durante 4 horas a 4°C.
El KBr de las fracciones de LDL y HDL purificadas se elimind mediante diélisis en
solucién amortiguadora PBS, EDTA 5 mM, BHT 20 uM durante 24 horas. Las
fracciones de LDL y HDL asi obtenidas, fueron transferidas a tubos de vidrio color
caramelo, gaseadas bajo corriente de N, (g) para evitar la oxidacion de los lipidos y

conservadas a 4°C hasta su posterior uso.

2.5.2.5. Preparacion de vesiculas unilamelares grandes (LUVS)

Para la preparacion de las vesiculas unilamelares grandes (LUVS) se utilizaron los
fosfolipidos naturales PC y PS preparando dos tipos de vesiculas distintas: 100 % de
PC y PC/PS (50:50 molar). Para la obtencion de las vesiculas, los fosfolipidos puros
disueltos en cloroformo se mezclaron de acuerdo a la concentracién final, se secaron
completamente bajo corriente de Nz (g) y se hidrataron en TBS para formar las
vesiculas multilamelares. A continuacion, esta suspension fue extruida empleando un
filtro de policarbonato 0,1 um en un equipo Avanti Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las LUVs obtenidas fueron conservadas a
4°C en frascos color caramelo y gaseadas bajo corriente de N, (g) para evitar la

oxidacion de los lipidos, hasta su posterior uso.

2.5.3. Andlisis de la interaccion de las subunidades de EgAgB con monocitos y

macrofagos

El andlisis de la interaccion de las subunidades de EgAgB libres de lipidos con

monocitos y macréfagos y su comparacion con la interaccién del EgAgB nativo se

89



MATERIALES Y METODOS

realizé mediante citometria de flujo, empleando un anticuerpo monoclonal contra la
subunidad EgAgB8/1 y marcando las subunidades de EgAgB libres de lipidos con

biotina, como se describira a continuacion.

2.5.3.1. Analisis de la interaccion de EgAgB nativo y EgAgB8/1 con monocitos y

macrofagos THP-1 empleando un anticuerpo monoclonal anti-EgAgB8/1

Para estos ensayos se utilizaron monocitos o macrofagos THP-1 preparados
como se describié en los items 2.5.1.1 y 2.5.1.2, respectivamente; siguiendo un
protocolo basado en trabajos anteriores (Ramos, 2008), con algunas modificaciones.
En el caso de los monocitos las células se contaron directamente a partir de los frascos
de cultivo originales empleando una camara de Neubauer y se distribuyeron en una
placa de 96 pozos de fondo cénico, utilizando 0.5 x 10° células en un volumen final de
100 pL por pozo. En el caso de los macréfagos se parti6 de 0.75 x 10° células
originalmente diferenciadas y recogidas como se detall6 en el item 2.5.1.2, que fueron
transferidas a una placa en las mismas condiciones que los monocitos. Esta diferencia
en el nimero de células se debe a que aproximadamente la tercera parte de los
macrofagos THP-1 se pierden debido al proceso de despegado de los mismos de la
placa donde se diferencian inicialmente (ver item 2.5.1.2). La placa fue centrifugada a
1000 rpm a 4°C en una centrifuga Sigma 3.18K empleando el rotor de placas N° 11222
para decantar las células y posteriormente se agreg6 a cada pozo EgAgB nativo (1, 5
y 10 pg/mL) o EgAgB8/1 (10, 20, 50 ug/mL) en PBS conteniendo SFB 1% y NaN30.1%
(PBS/SFB/NaNs) durante 1 hora a 4°C. El agregado de azida de sodio y la incubacién
a 4°C se realiz6 para evitar la internalizacién de las proteinas, estas condiciones fueron
mantenidas durante todo el procedimiento. Luego de esta incubacion las células se
lavaron dos veces con 150 uL de PBS/SFB/NaNs, centrifugando la placa para decantar
las células luego de cada lavado como se detall6 previamente y se incubaron con 100
UL de una solucién 10 pg/mL de un anticuerpo monoclonal anti-EgAgB8/1 (Mo-EB7),
generosamente donado por el Dr. Gualberto Gonzélez (Catedra de Inmunologia,
Universidad de la Republica), obtenido como se describié en Gonzalez et al., 1996.
Las células fueron incubadas con el anticuerpo Mo-EB7 durante 45 minutos a 4°C,
lavadas como se detallé anteriormente y posteriormente incubadas con un anticuerpo
anti-lgG/IgM de raton conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC, BD
Biosciences), en una dilucion 1/50 durante 45 minutos a 4°C. Para estos ensayos se
realizaron varios controles de unién inespecifica. En una primera instancia se utilizaron

algunos pozos a los que se les agreg6 unicamente PBS/SFB/NaNs en lugar de EgAgB.
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Estos pozos fueron posteriormente incubados con el anticuerpo Mo-EB7 y anti-
IgG/IgM-FITC en las condiciones descriptas previamente. Otros pozos fueron tratados
con EgAgB o EgAgB8/1 a la mayor concentracion y posteriormente fueron incubados
Unicamente con anti-lgG/IgM-FITC o alternativamente fueron incubados con un
anticuerpo IgG1l kappa de raton (BD Biosciences), como isotipo control para el
anticuerpo Mo-EB7 y luego con el anti-lgG/IgM-FITC, empleando las condiciones
descriptas previamente. Finalmente, las células fueron lavadas dos veces,
resuspendidas en 500 yL de PBS y analizadas mediante citometria de flujo. Los
valores de voltaje de los distintos detectores del citbmetro fueron ajustados para cada
tipo celular (monocitos 0 macréfagos) y se mantuvieron constantes en todos los
experimentos. Se definié el area correspondiente a las células vivas en el grafico
dispersion lateral (SSC) versus dispersion frontal (FSC) y se contaron entre 5000 y
10000 células vivas por experimento. Todas las condiciones analizadas por
experimento individual fueron realizadas por duplicado. La union del EgAgB a las
células se expresd como el indice de union de cada muestra, calculado como el
cociente entre la intensidad de fluorescencia de cada muestra y la intensidad de
fluorescencia del control con PBS (sin EgAgB). El indice de unién se expresé como el
valor promedio de tres experimentos independientes * el error estandar (SEM). Las
diferencias significativas del indice de unién obtenido para cada muestra de EQAgB en
relacién al indice de unién del control con PBS se analizaron empleando el test t
tomando como valor hipotético 1, empleando el programa Graphpad Prism. Asimismo,
el analisis estadistico de todos los datos se realizé6 mediante ANOVA, seguido del test

de Tukey, empleando el mismo programa.

2.5.3.2. Analisis de la interaccién de las subunidades de EgAgB marcadas con biotina

a monocitos y macrofagos THP-1

Para analizar la capacidad de las otras subunidades de unirse a los monocitos y
macrofagos se emplearon las subunidades marcadas con biotina, obtenidas como se
describi6 en el item 2.5.2.3. Para estos ensayos se emplearon monocitos y
macréfagos THP-1 distribuidos en placas de 96 pozos de fondo conico, en un volumen
final de 100 puL por pozo, tal como se detall6 en el item 2.5.3.1. Las células fueron
tratadas con las subunidades EgQAgB8/1, EgAgB8/2 y EgQAgB8/3 marcadas con biotina
(50 y 100 pg/mL) durante 1 hora a 4°C en PBS/SFB/NaNs. Posteriormente fueron
lavadas dos veces como se detall6 en el item 2.5.3.1 e incubadas con estreptavidina

conjugada a FITC (BD Biosciences) en una dilucién 1/800, durante 45 minutos a 4°C.

91



MATERIALES Y METODOS

Se realizaron varios controles de unién; por un lado algunos pozos no se incubaron
con las subunidades y se mantuvieron con PBS/SFB/NaN; hasta el agregado de
estreptavidina-FITC, como control de la unién directa del conjugado. Para controlar el
pegado de la estreptavidina-FITC a las células ocasionado por la incubacion de una
proteina marcada con biotina en similar concentracion, que pudiera resultar de la unién
inespecifica de cualquier proteina marcada con biotina, los monocitos se incubaron en
paralelo con OVA marcada a biotina. Alternativamente, los macrofagos fueron
incubados con IgG de conejo conjugada a biotina comercial (BD Biosciences), dado
que ésta no deberia presentar union a las células humanas. Finalmente, las células
fueron lavadas dos veces, resuspendidas en 500 pL de PBS y analizadas mediante
citometria de flujo usando las condiciones descriptas en el item 2.5.3.1. La unién de
las subunidades de EgAgB a las células se expresé como el indice de union de cada
muestra, calculado como se detallé en el item 2.5.3.1. El andlisis estadistico de los
datos se realiz6 mediante ANOVA, seguido del test de Dunnett para la comparacion
con el control (OVA o IgG marcadas), empleando el programa GraphPad Prism.

2.5.3.3. Analisis de la interaccion de las subunidades de EgAgB y EgAgB nativo

marcados con biotina a macréfagos primarios de ratén

Para estos ensayos se emplearon macréfagos primarios de raton, obtenidos como
se describi6 en el item 2.5.1.3. En este caso, se utilizaron 1.0 x 10° células/pozo, dado
que aproximadamente la mitad corresponden a otras células inflamatorias que no son
macrofagos. Las células fueron tratadas con EgAgB8/2, EgAgB8/3 o EgAgB nativo
marcados con biotina (20, 50 y 100 pug/mL) en PBS/SFB/NaNs; durante 1 hora a 4°C,
Posteriormente las células fueron lavadas dos veces como se detall6 en el item 2.5.3.1
e incubadas con estreptavidina-FITC (1/800) durante 45 minutos a 4°C.
Conjuntamente las células fueron incubadas con un anticuerpo anti-F4/80 de ratén
conjugado a ficoeritrina (anti-F4/80-FE, Isotipo IgG2a kappa, eBioscience) en una
dilucién 1/80. El F4/80 es una proteina de membrana caracteristica de los macrofagos
de ratén (Gordon et al., 2011), por lo que este anticuerpo se utiliz6 para marcarlos
especificamente dentro de la poblacién de células inflamatorias obtenidas en el lavado
peritoneal. Como control de unién inespecifica se utilizaron algunos pozos tratados
Unicamente con PBS/SFB/NaNsy otros tratados con OVA marcada con biotina. Como
la emision de fluorescencia del FITC y FE no se resuelve bien en los canales de
deteccién del citometro (es decir que la emision del FITC se detecta en el canal de

deteccion de la FE), resultdé necesario realizar controles adicionales de las medidas
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para la correccién de estas interferencias. Para ello se prepararon células marcadas
con cada uno de los conjugados fluorescentes por separado; se preparé una mezcla
de todas células tratadas con las distintas muestras y se marcaron Unicamente con
estreptavidina-FITC (marcado simple para FITC) o con anti-F4/80-FE (marcado simple
para FE). Estos marcados simples permiten determinar la emision del FITC que
contamina el canal de la FE y viceversa, empleando un muestreo de todas las células.
Empleando el programa FlowJo, es posible introducir correcciones en la lectura para
eliminar estas interferencias, lo que se conoce como compensacién. Ademas, se
preparé un control del marcado con el anticuerpo anti-F4/80-FE, empleando un
anticuerpo del mismo isotipo y especie que el anticuerpo anti-F4/80 (IgG2a kappa)
conjugado a FE (Biolegend). Finalmente las células se lavaron dos veces, se
resuspendieron en 500 pL de PBS y se analizaron mediante citometria de flujo. Los
valores del voltaje de los distintos detectores del citbmetro fueron ajustados para estas
células y se mantuvieron constantes en todos los experimentos. El analisis de la union
de las proteinas marcadas con biotina se realiz6 sobre los macrofagos, definidos como
F4/80 positivos; y sobre los linfocitos, definidos de acuerdo a sus valores SSC y FSC.
La unién de las subunidades de EgAgB a las células se expresdé como el indice de
unién de cada muestra, calculado como se detall6 en el item 2.5.3.1. El andlisis
estadistico de los datos se realiz6 mediante ANOVA, seguido del test de Dunnett para
la comparacién con el control (OVA marcada con biotina), empleando el programa
GraphPad Prism.

2.5.4. Andlisis de la contribucion de la fosfatidilcolina presente en el EQAgB

nativo en la interaccion con monocitos y macréfagos THP-1

Con el fin de profundizar en la caracterizacion del EQAgB a los monocitos y
macrofagos se evalud la participacion de los lipidos presentes en la particula nativa en
la interaccion. Dado que en la mayoria de las particulas lipoproteicas descriptas los
fosfolipidos se encuentran en la parte superficial de las moléculas debido a su
comportamiento anfipatico, es posible suponer que la fosfatidilcolina (fosfolipido mas
abundante en el EgAgB nativo) sea el lipido mas expuesto y por lo tanto pueda
participar de la interaccion. Para evaluar esta posibilidad se utilizé EgAgB nativo
tratado con fosfolipasa D (EgAgB-PLD) con la finalidad de analizar su capacidad de
union y compararla con la del EgAgB nativo. Asimismo, también se realizaron ensayos

de competencia empleando vesiculas fosfolipidicas artificiales de distinta composicion.
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Para los ensayos descriptos a continuacion se emple6 tanto el anticuerpo Mo-EB7, asi

como también el EgAgB marcado con biotina.

2.5.4.1. Analisis y comparaciéon de la capacidad de unién de EgAgB nativo y tratado

con fosfolipasa D a monocitos y macréfagos THP-1.

Para estos ensayos se emplearon monocitos y macrofagos THP-1 distribuidos en
placas de 96 pozos de fondo conico, en un volumen final de 100 pL por pozo, tal como
se detall6 en el item 2.5.3.1. Estas células fueron incubadas con EgAgB control o con
EgAgB-PLD, obtenidos como se describié en el item 2.5.2.2, a una concentracion 10
ug/mL en PBS/SFB/NaNsz durante 1 hora a 4°C. Posteriormente las células se lavaron,
y la union del EgAgB control o del EQAgB-PLD se revel6 empleando el anticuerpo
Mo-EB7, seguido del conjugado anti-lgG/IgM-FITC, siguiendo el protocolo descripto
en el item 2.5.3.1. Al finalizar el revelado, las células se resuspendieron en 500 pL de
PBS y analizaron mediante citometria de flujo. La uniéon del EgAgB control o del
EgAgB-PLD se expresdé como porcentaje de unién tomando con 100% el valor del
indice de unién obtenido para el EgAgB nativo a una concentracién 10 pg/mL
(calculado como se indicé en el item 2.5.3.1). El porcentaje de unién del EgAgB control
o del EgAgB-PLD se expresé como el valor promedio de tres experimentos
independientes + SEM. Las diferencias estadisticas entre los porcentajes de union
obtenidos para el EgAgB control y para el EgAgB-PLD se analizaron mediante
ANOVA, seguido del test de Dunnett para la comparacion de la unién del EgAgB Ctrl
y el EgAgB-PLD con la del EgQAgB nativo, empleando el programa GraphPad Prism.

2.5.4.2. Ensayos de competencia empleando vesiculas de fosfatidilcolina y
fosfatidilcolina/fosfatidilserina

Para estos ensayos se utlizaron las LUVs de fosfatidilcolina (PC) y
fosfatidilcolina/fosfatidilserina (PC/PS) preparadas como se describi6 en el item
2.5.2.5. En los ensayos se emplearon monocitos distribuidos en placas de 96 pozos
de fondo cénico, en un volumen final de 100 pL por pozo, tal como se detall6 en el
item 2.5.3.1. Las células fueron pre-incubadas con las LUVs de PC o de PC/PS a una
concentracion 500 pg/mL en PBS/SFB/NaN3; durante 30 minutos a 4°C. A continuacion
se lavaron una vez como se describié en el item 2.5.3.1 y se incubaron con el EQAgB
nativo marcado con biotina, obtenido como se describié en el item 2.5.2.3, a una

concentracion de 100 pg/mL en PBS/SFB/NaNs durante 1 hora a 4°C. El revelado de

94



MATERIALES Y METODOS

la union se realizé empleando estreptavidina-FITC, siguiendo el protocolo descripto en
el item 2.5.3.3. Al finalizar el revelado, las células se resuspendieron en 500 pL de
PBS y se analizaron mediante citometria de flujo. La unién del EgAgB a las células
pre-incubadas con LUVs de PC o PC/PS se expres6 como el indice de union de cada
muestra, calculado como se describid en el item 2.5.3.1. Las diferencias estadisticas
entre los indices de unién a las células incubadas con LUVs de PC o de PC/PS se
analizaron mediante ANOVA, seguido del test de Dunnett para la comparacion con la
union del EgAgB nativo en ausencia de LUVs (pre-incubadas con PBS/SFB/NaNs),
empleando el programa GraphPad Prism.

2.5.5. Ensayos de competencia empleando lipoproteinas plasmaticas

Con el fin de evaluar si es posible que el EgAgB nativo comparta receptores
celulares con otras lipoproteinas plasmaticas, se realizaron ensayos de competencia
entre el EQAgB nativo y las lipoproteinas plasmaticas LDL y HDL. Para estos ensayos
se utilizaron LDL y HDL preparadas como se describié en el item 2.5.2.4. En los
ensayos se emplearon monocitos distribuidos en placas de 96 pozos de fondo cénico,
en un volumen final de 100 pL por pozo, tal como se detallé en el item 2.5.3.1. Las
células fueron pre-incubadas con LDL o HDL a una concentracion 500 pg/mL en
PBS/SFB/NaNs; durante 30 minutos a 4°C. A continuacion se lavaron una vez como se
describi6 en el item 2.5.3.1 y se incubaron con el EgQAgB nativo marcado con biotina,
obtenido como se describid en el item 2.5.2.3, a una concentracion de 100 pg/mL en
PBS/SFB/NaNs; durante 1 hora a 4°C. El revelado de la unién se realiz6 empleando
estreptavidina-FITC, siguiendo el protocolo descripto en el item 2.5.3.3. Al finalizar el
revelado, las células se resuspendieron en 500 uL de PBS y se analizaron mediante
citometria de flujo. La union del EgAgB a las células pre-incubadas con las
lipoproteinas se expresé como el indice de union de cada muestra, calculado como se
describié en el item 2.5.3.1. Las diferencias estadisticas entre los indices de union a
las células pre-incubadas con HDL o LDL se analizaron mediante ANOVA, seguido del
test de Dunnett para la comparacion con la unién del EgAgB nativo en ausencia de

lipoproteinas, empleando el programa GraphPad Prism.
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En este capitulo se describen los resultados obtenidos en el transcurso de este
trabajo, divididos en varias secciones, ordenados segun el objetivo especifico

originalmente planteado.

3.1.0btencién de las subunidades recombinantes de EgAgB libres de

lipidos

Las subunidades recombinantes de EgAgB han resultado una herramienta de gran
utilidad a la hora de analizar aspectos relacionados a la estructura y la funcion del
EgAgB (Monteiro et al.,, 2008). Sin embargo, cuando se pretende analizar sus
propiedades bioquimicas y biolégicas, debe considerarse que es probable que estas
subunidades recombinantes se encuentren asociadas a lipidos de la bacteria, ya que
se trata de proteinas con capacidad de formar particulas lipoproteicas conteniendo una
gran variedad de lipidos (Obal et al., 2012). Es por esto que para analizar
apropiadamente la capacidad de oligomerizar y de unir ligandos lipidicos de las
subunidades de EgAgB, resulta de suma importancia contar con un método eficaz para
extraerles los lipidos. Asi el ajuste de un procedimiento para deslipidizar las
subunidades recombinantes del EQAgB constituyé el primer objetivo de esta tesis. Para
ello se trabajo con las subunidades recombinantes EgAgB8/1, EQAgB8/2 y EgAgB8/3.
A continuacion se describen los resultados obtenidos en relacion a la preparacion de

estas subunidades y su deslipidizacion.

3.1.1. Subclonado de las subunidades de EgAgB en el plasmido pET-28b

Con la finalidad de obtener las subunidades de EgAgB haciendo uso de las
herramientas disponibles en el laboratorio y de contar con un método de purificacién
sencillo, se decidié subclonar las subunidades de EgAgB en el plasmido pET-28b. La
eleccion de este plasmido se debié a que permite la purificaciébn de las proteinas
recombinantes empleando una columna de afinidad con metales quelados, ya que
codifica para una secuencia de seis histidinas en la region N-terminal de la proteina
clonada. Como paso inicial para lograr esto se disefiaron primers especificos para
amplificar los segmentos de ADN que codifican para las subunidades EgAgB8/1,
EgAgB8/2 y EgAgB8/3 mediante PCR (ver item 2.1.2.1), usando como ADN molde los

plasmidos pGEX4-T-1 conteniendo estas secuencias, verificados por secuenciacion
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(ver Figura 7.3 en la seccion Apéndices). A estos primers se les afadieron las
secuencias de corte de las enzimas de restriccibn Ndel y BamHI, para subclonar las
secuencias de EgAgB empleando estas enzimas en el sitio de clonado mdultiple del
plasmido pET28-b (ver Figura 7.2 en la seccién Apéndices).

Con estos primers se pusieron a punto las condiciones de temperatura y
concentracion de MgSQO, para cada PCR. En la Figura 3.1 se muestran los fragmentos
obtenidos para las PCRs de los genes correspondientes a EgAgB8/1, EgAgB8/2 y
EgAgB8/3 empleando las condiciones de PCR descriptas en el item 2.1.2.2. Como
puede observarse en la figura, en cada caso se obtuvieron fragmentos de
aproximadamente 200 pares de bases (pb), lo cual concuerda con el tamafio de las
secuencias de ADN que codifican para el péptido maduro de las distintas subunidades
de EgAgB (Fernandez et al., 1996; Rott et al., 2000; Chemale et al., 2001), ingresadas
en el banco de datos de genes GenBank con los nimero de acceso AF143813
(EgAgB8/1), U15001 (EgAgB8/2) y AF361934 (EgAgB8/3).
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Figura 3.1. Obtencion de los fragmentos de ADN codificantes para las subunidades de
EgAgB mediante PCR con primers especificos. Los fragmentos de PCR obtenidos para las
subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 fueron analizados en geles de agarosa al 1.5%
(m/v) tefiidos con SYBR-Safe y observados mediante luz ultravioleta (UV). En los carriles se
indican las muestras analizadas; los controles sin agregado de ADN molde (s/ADN), sin agregado
de enzima Pfx Polimerasa (s/Pfx) y a las distintas PCRs llevadas a cabo en cada caso. Se utilizé
un marcador para fragmentos pequefios de ADN (100 bp), se indican los tamafios de las bandas
de mayor importancia. Se marca con las flechas la posicion de los fragmentos de PCR obtenidos.

Debido a que la PCR para el gen que codifica para EQAgB8/1 fue la que dio mejores

resultados, inicialmente se decidi6 proseguir con este gen para subclonar en el plasmido
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pET-28b. Para ello, se realiz6 un paso intermedio de subclonado en el plasmido
pGEMT-Easy, con el fin lograr un corte mas eficiente del producto de PCR con las
enzimas Ndel y BamHI. Luego de este procedimiento se obtuvieron varias colonias de
color blanco, tal como se describié en el item 2.1.2.3. Dado que el clonado en el
plasmido pGEMT-Easy no es direccional, ya que se realiza mediante el apareamiento
A-T, y que este plasmido posee en su secuencia un sitio Ndel (ver Figura 3.2), se realizd
una digestion Unicamente con esta enzima para verificar la orientacion del fragmento
clonado. Al ser digerido solo con Ndel, si el inserto fue clonado en una de las
orientaciones liberaria un fragmento de un tamafio aproximado de aproximadamente
250 pb (correspondientes al inserto de EQAgB/1 mas 30 pb hasta el sitio de corte de
Ndel en el pldsmido), mientras que si fue clonado en la otra orientacion, solo se liberaria
un fragmento de unos 30 pb, correspondiente a la porcién que quedaria ubicada entre
los dos sitios de Ndel. En la Figura 3.2 se observa que todas las colonias verificadas

liberaron un inserto con un tamafo de aproximadamente 250 pb.
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Figura 3.2. Chequeo de colonias transformadas con la construccion pGEMT-EgAgB8/1.
Los plasmidos aislados y purificados de los cultivos bacterianos fueron digeridos con la enzima
Ndel, analizados en geles de agarosa al 1.0% (m/v) tefiidos con SYBR-Safe y observados
mediante UV. Se indican los carriles sembrados con el control sin enzima (s/Ndel) y con las
distintas colonias analizadas (Col.1 a Col.6). Se utilizé un marcador para fragmentos pequefios
de ADN (100 bp), se indican los tamarios de las bandas de mayor importancia. Se marca con la
flecha la posicion de las bandas correspondientes al inserto de EgAgB8/1 liberado. A la izquierda
se muestra el mapa representativo del plasmido pGEMT-Easy (tomado del manual de Promega).

Para asegurar el correcto corte del fragmento, se realizé una digestién secuencial
primeramente con la enzima BamHI para linealizar el plasmido, y una vez linealizado,
se purifico y posteriormente se tratd con la enzima Ndel para finalmente liberar el inserto

correspondiente a EgAgB8/1. El inserto digerido con estas enzimas fue luego ligado en
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el plasmido pET-28b digerido como se describio en el item 2.1.2.5. Con esta ligacién se
transformaron bacterias de E. coli de la cepa XL-1 Blue, y se obtuvo una Unica colonia,
de la cual se aislé el ADN plasmidico y se verific6 mediante digestion enzimética, PCR

y secuenciacién nucleotidica, como se observa en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Chequeo de la colonia obtenida luego de transformacién con la construccion
pET28b-EgAgB8/1. El plasmido aislado y purificado a partir de la colonia obtenida luego de la
transformacion con la ligacién pET28b-EgAgB8/1 fue analizado mediante digestion con las
enzimas de clonado, PCR y secuenciacion. (A) Las digestiones del plasmido con Ndel/BamHI y
las PCR con los primers especificos para EgAgB8/1 se analizaron en geles de agarosa al 1.5%
(m/v) tefiidos con SYBR-Safe y observados mediante UV. En el caso del andlisis de la digestion
con Ndel/BamHI en los carriles del gel se sembraron el plasmido sin enzima (s/enz), el plasmido
tratado Unicamente con una de las enzimas (Ndel o BamHI) o doble digerido (Ndel/BamHl). En
el andlisis por PCR, las muestras sembradas en los carriles fueron el control sin Pfx Polimerasa
(s/Pfx), el control sin ADN molde (s/ADN), el control positivo empleando el plasmido pGEX-4T-1
(Ctrl) y los productos de las distintas PCRs llevadas a cabo. Se utilizaron marcadores de ADN
(100bp y 1kb), se indican los tamafios de las bandas de mayor importancia. Las flechas indican
la posicién de los fragmentos correspondientes a EQAgB8/1. (B) Se muestra el alineamiento de
la secuencia proteica obtenida mediante la traduccién in silico de la secuencia de ADN de la
construccion pET28b-EgAgB8/1 verificada mediante secuenciacion nucleotidica (ver Figura 7.4
en la seccion Apéndices). La linea pET28b-EgAgB8/1 corresponde al secuenciado del plasmido
purificado a partir de la colonia obtenida luego de la transformacién con la ligacion pET28b-
EgAgB8/1, mientras que la linea EgAgB8/1 corresponde al secuenciado del pladsmido original
pGEX-4T-1, ambas concordantes con la secuencia proteica del EgAgB8/1 reportada en el
GenBank (N° AAD38373). La traduccion in silico se realizé empleando el programa Biology
Workbench y la alineacién de las secuencias se realiz6 mediante la herramienta ClustalW de
dicho programa. Se marca en fondo violeta la secuencia de la proteina EgAgB8/1 expresada en
la bacteria, en el recuadro se indican las seis histidinas aportadas por el plasmido pET28b, asi
como la region de reconocimiento (en rojo) y corte proteolitico de la trombina (flecha).
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Los controles mostraron que el clonado del fragmento correspondiente a
EgAgB8/1 en el plasmido pET28-b fue correcto. En el panel A de la Figura 3.3 se
observa que cuando el plasmido fue doble digerido con las enzimas Ndel y BamHI,
aparecié una banda entre 200 y 300 pb, indicando que se liberé un inserto del tamafio
esperado. Asimismo, se observa que los primers especificos para la subunidad
EgAgB8/1 amplificaron un fragmento del mismo tamafio que el fragmento obtenido
empleando como ADN molde el plasmido pGEX-4T-1-EgAgB8/1 (control positivo).
Asimismo, en el panel B de la Figura 3.3 se observa que la traduccion in silico a partir
de la secuencia de ADN del plasmido pET28b-EgAgB8/1 aislado de la colonia
transformante obtenida mediante secuenciacion, dio como resultado una secuencia
idéntica a la de la subunidad EgAgB8/1 con el correspondiente agregado del segmento
de seis histidinas, seguido de la secuencia de reconocimiento de la trombina presentes
en el plasmido pET28-b. La secuencia nucleotidica del plasmido pET28b-EgAgB8/1
verificada mediante secuenciacién se muestra en la Figura 7.4 de la seccién Apéndices.

Una vez verificado que el fragmento de EgAgB8/1 fue correctamente clonado en el
plasmido pET28b se transformaron distintas bacterias de expresién y se analizé la
expresion de la proteina EgAgB8/1, tal como se detall6 en el item 2.1.2.6. Ademas de
distintas cepas de expresion, se ensayaron distintas temperaturas (16, 30 y 37°C) y
concentraciones de IPTG (0.4 y 1.0 mM), como se resume en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Andlisis de la expresion de EgAgB8/1 en las bacterias transformadas. La
expresion de la proteina EQAgBB8/1 en las cepas de expresion transformadas con la construccion
pPET-28b-EgAgB8/1 fue analizada mediante SDS-PAGE. (A) Los lisados de una colonia de E.
coli de la cepa BL21-(DE3) sin inducir (s/ind) y bajo induccién con IPTG (0.4y 1 mM) a 37°Cy
30°C fueron analizados mediante SDS-PAGE 15% (m/v) y tefiidos con azul de Coomassie. (B)
Los lisados de distintas colonias de E. coli de la cepa BL21-(DE3)-pLysS sin inducir (s/ind) y bajo
induccion con IPTG 1 mM a 37°C y 16°C (Col. 1 a 3) fueron analizados mediante SDS-PAGE
20% (m/v) y tefiidos con azul de Coomassie. En ambos casos se emplearon marcadores de peso
molecular (Peptide y LMW) cuyos pesos moleculares se indican en la figura.
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En todos los casos ensayados la correcta transformacion de las distintas bacterias
de expresion fue confirmada realizando PCR con los primers especificos para EQAgB8/1
empleando directamente el lisado de las bacterias como ADN molde (técnica de Colony
PCR). El analisis de la expresion se realizd Unicamente en aquellas colonias que fueron
correctamente transformadas con el plasmido pET28b-EgAgB8/1. En el panel A de la
Figura 3.4 se observa que en la cepa de expresién BL21-(DE3) no fue posible observar
induccién de la expresion de EgAgB8/1 (~ 8 kDa), dado que no se observaron
diferencias entre el perfil de proteinas del lisado de las bacterias no inducidas y el de
las bacterias inducidas, ya sea empleando 0.4 0 1.0 mM de IPTG y una temperatura de
30 o 37°C. Debido en este sistema de expresién también se recomienda el uso de la
cepa de E. coli BL21-(DE3)-pLysS para aumentar la estabilidad de los plasmidos y asi
mejorar la expresion de las proteinas recombinantes (Pan & Malcolm, 2000), se
realizaron ensayos empleando esta cepa a distintas temperaturas. Como se observa en
el panel B de la Figura 3.4, tampoco fue posible observar induccion de ninguna proteina
de 8 kDa en los lisados de bacterias inducidas con IPTG (1.0 mM), tanto a 37°C como
a 16°C. Esto indicaria que la subunidad EgAgB8/1 no se expresa correctamente, que lo
hace en cantidades muy pequefias que no se detectan por este método, o bien que
resulta toxica para la bacteria y por lo tanto es degradada. Se consulté a varios
investigadores con experiencia en la expresion de las subunidades recombinantes de
EgAgB y se encontré que otros grupos también habian tenido inconvenientes a la hora
de expresar distintas subunidades de EgAgB en el sistema pET. Particularmente, en el
grupo de la Dra. Mara Rosenzvit (Departamento de Microbiologia, Universidad de
Buenos Aires) se clonaron las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/4 en el plasmido
pPET22, un plasmido similar al plasmido pET28, en el que la proteina también se codifica
con una secuencia de seis histidinas para facilitar su purificacion. Empleando este
sistema los investigadores obtuvieron un rendimiento muy bajo de las subunidades
EgAgB8/2 y EgAgB8/4, tan solo 50 g por litro de cultivo bacteriano (Kamenetzky, 2007).
Debido a este motivo y a las dificultades encontradas a la hora de expresar la proteina
EgAgB8/1, se decidié no continuar con el subclonado de las subunidades EgAgB8/2 y
EgAgB8/3 en el plasmido pET28b, y emplear el sistema pGEX en el que las mismas
estaban originalmente clonadas, como se detallara en el siguiente item. En el sistema
pGEX las proteinas se expresan como proteinas de fusién a Glutation S-Transferasa
(GST), lo cual puede mejorar los problemas de toxicidad y/o solubilidad para proteinas
hidrofébicas (Harper & Speicher, 2011), como podria ser el caso de las subunidades

recombinantes de EgAgB.
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3.1.2. Andlisis de la expresion y purificacion de las subunidades de EgAgB a
partir del plasmido pGEX-4T-1

Como se comentd en el item anterior, el clonado en el sistema pET no mostré
buenos resultados a la hora de la expresion de las subunidades de EgAgB. Por este
motivo se decidié cambiar la estrategia experimental y obtener las subunidades usando
el sistema de expresién pGEX empleado originalmente (Fernandez et al., 1996; Rott et
al.,, 2000; Monteiro et al., 2007). Para ello, los plasmidos pGEX4T1-EgAgB8/1,
pGEX4T1-EgAgB8/2 y pGEXAT1-EgAgB8/3 fueron verificados por secuenciaciéon previo
a su uso (ver Apéndice 7.1) y luego se emplearon para transformar distintas cepas de
expresion y analizar la expresién de las proteinas de fusion mediante induccién con
IPTG. Las proteinas de fusién tienen un peso molecular aproximado de 34 kDa, dado
gue la GST tiene un peso de 26 kDa y las subunidades de EgAgB de aproximadamente
8 kDa. En las distintas cepas de E. coli analizadas los mejores resultados se obtuvieron
con la cepa de expresion BL21 Codon Plus-RIL, por lo cual se decidio trabajar con esta
cepa. En la Figura 3.5 se muestran los resultados de la induccion en estas bacterias
empleando 0.1 mM de IPTG a 37°C.
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Figura 3.5. Analisis de la expresion de las subunidades de EgAgB en las bacterias
transformadas. La expresion de las subunidades de EgAgB en la bacterias de E. coli de la cepa
BL21 Codon Plus-RIL transformadas con los plasmidos pGEX-4T-1 con los distintos insertos fue
analizada mediante SDS-PAGE 15% (m/v) seguido de tincion con azul de Coomassie. En los
carriles se sembraron los lisados de bacterias sin inducir (s/ind) y de distintas colonias bajo
induccion con IPTG 0.1 mM a 37°C (colonias 1 a 3). Se empled el marcador de peso molecular
LMW, cuyos pesos moleculares se indican en la figura. Se marca con la flecha la posicién de la
banda correspondiente a la proteina de fusién inducida (34 kDa).
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En la Figura 3.5 se observa que en todos los lisados de las bacterias inducidas
aparece una banda de ~ 34 kDa que no aparece en los controles sin inducir, indicando
gue las proteinas de fusibn se expresan correctamente. Si bien la banda
correspondiente a 34 kDa se induce en todos los casos, puede observarse que las
proteinas de fusién EgAgB8/2-GST y EgAgB8/3-GST presentaron mejores niveles de
expresion que la proteina EQAgB8/1-GST. Por este motivo se comenzd a ajustar las
condiciones para la purificacion de la proteina EgAgB8/3-GST. Durante la puesta a
punto de la purificacion se constat6 que gran parte de la proteina producida se encontrd
en la fraccién insoluble luego de la lisis de las bacterias. Para corregir esta situacion, y
teniendo en cuenta que en algunos casos la precipitacion de las proteinas puede
deberse a una alta velocidad de sintesis que impediria el correcto plegamiento de las
mismas, se realizaron ensayos tendientes a moderar la sintesis proteica, empleando
temperaturas de induccién mas bajas (16°C), sin lograr mejores resultados. Por otro
lado, también se ensayaron distintos métodos para producir la lisis de las bacterias. Se
aumentaron los ciclos de lisis por ultrasonido, se ensayo la lisis empleando lisozima (a
1 mg/mL) en combinacién con una soluciéon de sacarosa 10% o0 con una solucion
hipoténica y finalmente se intentdé recuperar la proteina insoluble usando
concentraciones crecientes de urea. Si bien empleando urea 6 M se logré recuperar una
buena parte de la proteina precipitada, no fue posible renaturalizarla correctamente
mediante dialisis para proseguir con la purificacion de la misma, paso que resulta
fundamental para purificarla por afinidad empleando una columna de glutatién. Por otro
lado, se intenté realizar la purificacion empleando Unicamente la fraccion soluble
obtenida inicialmente, pero en este caso se obtuvieron tan s6lo 200 ug de proteina de
fusion EgAgB8/3-GST por litro de cultivo bacteriano, resultando un rendimiento muy bajo
para llevar a cabo los ensayos propuestos en el presente trabajo. Se consulté a varios
investigadores con experiencia en la expresion de las subunidades recombinantes de
EgAgB fusionadas a GST, particularmente se mantuvo un contacto fluido con el grupo
del Dr. Arnaldo Zaha en Brasil. Dado que este grupo habia logrado expresar estas
subunidades con éxito, para poder conocer a fondo la metodologia que han desarrollado
realicé una pasantia en su laboratorio, donde se logr6 mejorar ampliamente los
rendimientos proteicos obtenidos. El protocolo completo de obtencidn y purificacién de
las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 o EgAgB8/3 se detall6 en el item 2.1.3.2 de la
seccion Materiales y Métodos. Luego de la puesta a punto en el laboratorio del Dr. Zaha,
fue posible reproducir estos resultados en nuestro laboratorio. En todos los casos, para
obtener una correcta expresion de la proteina de fusion soluble, fue fundamental

mantener el cultivo bacteriano bien oxigenado, empleando volimenes menores de

104



RESULTADOS

cultivo y manteniéndolo constantemente en agitacion fuerte. A modo de ejemplo, se
muestran los distintos pasos de la purificacién de la subunidad EgAgB8/1 en la Figura
3.6. Resultados similares fueron obtenidos para EgAgB8/2 y EgAgB8/3 (ver Figura 7.5

de la seccion Apéndices).
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Figura 3.6. Purificacién de EgAgB8/1. Analisis mediante SDS-PAGE de los productos obtenidos
a lo largo de los distintos pasos en la purificacion de la proteina EgAgB8/1. (A) La obtencién y
purificacion de la proteina de fusion EgAgB8/1-GST se siguié mediante SDS-PAGE 12.5 % (m/v)
y tincién con azul de Coomassie. En los carriles del gel se sembraron los lisados de bacterias sin
inducir e inducidas, las fracciones insoluble y soluble luego de la lisis de las bacterias inducidas y
las fracciones no unida y unida a la columna de glutation previo al tratamiento con trombina (unido
pre-T). Esta Ultima corresponde al andlisis directo de la resina con agregado de solucién siembra
y hervido durante 5 minutos. Se indica con la flecha la posicion de la banda correspondiente a la
proteina EgAgB8/1-GST (34 kDa). (B) La obtencion de la subunidad EgAgB8/1 se realizé mediante
tratamiento de la fraccidn unida a la columna de glutation con trombina y posterior elucién de
proteina. Estos pasos se verificaron mediante SDS-PAGE 15% (m/v) seguidos de tincion con azul
de Coomassie. Las lineas corresponden a las distintas eluciones de EgAgB8/1 y a la fraccién que
se mantuvo unida a la columna luego del tratamiento con trombina (unido post-T). Se indica con
la flecha la posicién de la banda correspondiente a la proteina EgAgB8/1. En ambos casos se
corrié en paralelo la proteina GST (26 kDa) y el marcador de peso molecular LMW, cuyos pesos
moleculares se indican en la figura.

En el panel A de la Figura 3.6 se observan los distintos pasos para la obtencién de
la proteina de fusion EQAgB8/1-GST. Como se muestra en la figura, aparece una clara

banda de ~ 34 kDa al comparar los lisados de las bacterias no inducidas e inducidas
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con 0.1 mM de IPTG a 37°C durante 3 horas. Las bacterias inducidas se lisaron
mediante ultrasonido y el material soluble se separdé del insoluble mediante
centrifugacion. En este paso se observa que una buena parte de la proteina de fusion
se mantuvo en la fraccion soluble, fraccion que fue sometida a una cromatografia de
afinidad empleando una columna de glutation. Para verificar que la proteina de fusién
se unié a la columna de glutation se tomdé una alicuota de la resina luego de su
incubacién con la fraccién soluble y se analizé directamente por SDS-PAGE. Como se
puede apreciar en el panel A de la Figura 3.6, la proteina de fusién se encontr6 en la
fraccion unida a la columna, mientras que la amplia mayoria de las proteinas no se
unieron a la misma y se encontraron en la fraccion no retenida. Para la obtencién final
de la subunidad recombinante se tomé ventaja de la presencia del sitio de corte para la
trombina presente en el plasmido pGEX4-T-1 (ver Figura 7.1 de la seccion Apéndices).
Esto permite realizar una elucion selectiva de la proteina recombinante luego de incubar
la columna de glutation con trombina, mientras que la GST se mantiene unida a la
columna. En el panel B de la Figura 3.6 se muestran los resultados de los distintos pasos
para la obtencién final de la subunidad EgAgB8/1. Luego del tratamiento de la columna
con trombina, en las dos primeras fracciones se eluy6é una banda menor a 14 kDa (de
acuerdo al marcador de peso molecular empleado), correspondiente al EgAgB8/1, tal
como se observa en la figura. Por otro lado, la fraccién retenida en la columna luego de
la protedlisis con trombina se analiz6 tomando una alicuota de la resina y de acuerdo
con su tamario correspondié a la GST, ya que presentd un peso molecular aparente de
26 kDa, claramente menor que el de la proteina de fusién (34 kDa). Como se indicé
anteriormente, la purificacion de las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3 se realizé del
mismo modo Yy los resultados obtenidos fueron similares (se ilustran en el item 7.4 de la
seccion Apéndices). Los rendimientos para cada proteina fueron distintos, siendo
siempre menores en el caso de EgAgB8/1. Los valores promedio obtenidos de las
distintas purificaciones llevadas a cabo en este trabajo fueron 7.2, 15.4 y 22.4 mg de
proteina por litro de cultivo, para EQAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3, respectivamente.
Una vez obtenidas las distintas subunidades de EgAgB se procedié a poner a punto el
método de remocion de los ligandos hidrofobicos que la proteina podria unir en el

citoplasma de E. coli, como se detallara a continuacion.
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3.1.3. Remocidn lipidica de las subunidades de EgAgB mediante cromatografia

liquida de alta resolucion en fase reversa

Como se comento al inicio de la seccion 3.1, para llevar a cabo los distintos
experimentos propuestos en este trabajo era imprescindible obtener las proteinas en su
forma apo, es decir libres de lipidos. Como es de esperar para las LBPs, cuando son
expresadas en el citoplasma de cualquier célula son potencialmente capaces de unir los
ligandos hidrofébicos alli presentes, aun cuando no resulten los ligandos que unirian
normalmente en su entorno natural. Por ello, es necesario contar con un método que
permita remover estos ligandos de forma adecuada. En el caso de las subunidades de
EgAgB, se habia utilizado anteriormente un método basado en el uso de una matriz
hidrofobica, conocida como Lipidex (Chemale et al., 2005). Sin embargo, por la
experiencia de nuestro grupo, esta resina no resulta adecuada para remover en su
totalidad los lipidos asociados a otras proteinas que de unién a lipidos, particularmente
de aquellas proteinas pertenecientes a organismos parasitos. Por este motivo, en este
trabajé se utiliz6 un método mas drastico empleando cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (RP-HPLC), siguiendo una técnica descripta para otras LBPs
de paréasitos (Meenan et al., 2011). Mediante este método es posible separar las
proteinas y los lipidos, de acuerdo a su capacidad diferencial de interaccionar con una
cadena hidrocarbonada hidrofébica unida a la columna de HPLC empleada. En este
caso se utilizé una columna C8 y como fase movil se utilizé6 un gradiente de H,O y
acetonitrilo. Las proteinas se sembraron en presencia de TFA con el fin de
desensamblar su estructura y permitir asi que los lipidos que se encontraban unidos a
la proteina interaccionen diferencialmente con la columna de acuerdo a su
hidrofobicidad. El gradiente se inici6 con 10% de acetonitrilo y ascendié hasta 100% de
acetonitrilo en 25 minutos, siguiendo los pasos descriptos en el item 2.1.4. En el caso
de las proteinas EgAgB8/2 y EgAgB8/3, ambas eluyeron a un gradiente cercano al 70%
de acetonitrilo, mientras que la proteina EgAgB8/1 eluy6 a un gradiente mayor, cercano
al 95% de acetonitrilo, indicando que EgAgB8/1 posee un componente de hidrofobicidad
mayor que EgAgB8/2 y EgAgB8/3. El acetonitrilo se elimind de las muestras mediante
liofilizacion y las proteinas se resuspendieron en PBS para su replegamiento. Luego de
este paso, todas las proteinas fueron centrifugadas para eliminar cualquier resto de
proteina insoluble. Nuevamente, la proteina EQAgB8/1 mostré diferencias respecto a
EgAgB8/2 y EgAgB8/3, debido a que en todas las purificaciones realizadas siempre se

obtuvo una mayor cantidad de proteina insoluble o precipitada, que no pudo ser
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recuperada, disminuyendo asi la cantidad de proteina final obtenida. Este
comportamiento puede estar relacionado con la naturaleza mas hidrofébica del
EgAgB8/1, hecho observado segun los resultados descriptos arriba. Para verificar la
eficiencia de este método en la remocidn de los lipidos, una alicuota de cada subunidad
obtenida (1.3 mg de EgAgB8/1, 9.0 mg de EgAgB8/2 y 3.5 mg de EgAgB8/3) fue dividida
en dos partes iguales, y una de ellas sometida al tratamiento mediante RP-HPLC. Los
lipidos de ambas fracciones fueron extraidos y analizados mediante TLC, como se
describi6 en la seccibn de materiales y métodos (ver items 2.1.1.9 y 2.1.1.10,
respectivamente). También se analizaron las especies lipidicas mayoritarias presentes
en el lisado de bacterias E. coli BL21 Codon Plus RIL, con el fin de establecer el espectro
de lipidos que podrian estar unidos a las subunidades recombinantes de EgAgB. Un
esquema de esta estrategia experimental se muestra en al panel A de la Figura 3.7. En
el panel B de la Figura 3.7 se observa que entre los lipidos neutros de estas bacterias
se ubican principalmente los acidos grasos y los diacilglicéridos, mientras que en el caso
de los lipidos polares las especies mayoritarias son la fosfatidiletanolamina (PE) y la
cardiolipina (CL), en concordancia con datos previos sobre la composicion fosfolipidica
de E coli (Ames, 1968). Es esperable, por lo tanto, que los lipidos que puedan unirse a
las subunidades de EgAgB purificadas a partir de estas bacterias se encuentren entre
estas especies. Efectivamente, al analizar los lipidos extraidos de las subunidades
recombinantes EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 (Pre) se encontré que estas tenian
unidos principalmente los fosfolipidos PE y CL, mientras que contenian cantidades
minoritarias de lipidos neutros, como se observa en el panel C de la Figura 3.7.
Asimismo se observa en la figura que las muestras tratadas mediante RP-HPLC (Post)
no contenian PE y CL, indicando que este método resultd efectivo en la remocion de los
fosfolipidos unidos a las proteinas recombinantes.

Una vez que se obtuvieron las subunidades recombinantes de EgAgB libres de
lipidos se, analizé su estructura secundaria por dicroismo circular (CD), tal como se

detalla mas adelante en esta seccion.
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Figura 3.7. Remocion de los lipidos unidos a las subunidades de EgAgB8 recombinantes
mediante RP-HPLC. (A) Esquema de la estrategia experimental utilizada para este analisis. Se
partio de 1.3 mg de EgAgB8/1, 9.0 mg de EgAgB8/2 y 3.5 mg de EgAgB8/3, que fueron divididos
en dos fracciones iguales. Una de las alicuotas fue sometida a RP-HPLC sobre una columna C8
utilizando un gradiente de TFA:acetonitrilo para la elucion. Los lipidos presentes en las fracciones
eluidas, en paralelo con las subunidades sin tratar y un lisado de E.coli, fueron extraidos
utilizando la técnica de Folch y analizados por TLC y revelando las placas por carbonizacion con
8 % CuSO4 (m/v) en 10% HsPO4 (v/v). (B) TLC de lipidos polares y lipidos neutros mostrando las
clases lipidicas presentes en un lisado de bacterias E. coli de la cepa BL21 Codon Plus (C) TLC
mostrando los lipidos presentes en las proteinas recombinantes antes de su tratamiento por RP-
HPLC y luego del mismo (Pre y Post, respectivamente). Se muestra ademas el andlisis por TLC
de un control del arrastre de lipidos durante todo el procedimiento, que se obtuvo realizando la
extraccion lipidica sobre la solucion de PBS que se empled para obtener las subunidades de
EgAgB. En todos los casos, las especies lipidicas se identificaron por comparaciéon con un
estandar corrido en paralelo (STD), cuyas siglas se indican a continuacién. PC: fosfatidilcolina,
PS: fosfatidilserina, PI: fosfatidilinositol, CL: cardiolipina, PE: fosfatidiletanolamina, DAG:
diacilglicéridos, Col: colesterol, AG: acidos grasos, TAG: triacilglicéridos, EE: esteres de
esteroles.
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3.1.4. Estudio estructural de las subunidades obtenidas por dicroismo circular

Con la finalidad de evaluar el plegamiento de las subunidades de EgAgB luego del
método de purificacion, se midieron los espectros de las proteinas mediante CD en el
UV lejano (195-250 nm). Como se muestra en la Figura 3.8, en todos los casos se
observé un espectro tipico de proteinas con alto contenido de a-hélices, con un doble
minimo a las longitudes de onda 208 y 222 nm, de forma similar a lo reportado
previamente (Gonzalez-Sapienza & Cachau, 2003; Monteiro et al., 2007). Este resultado
concuerda con la estructura de a-helicoidal propuesta para las subunidades de EgAgB,
indicando que las distintas subunidades presentaron una estructura correcta luego de
completar el proceso de purificacion realizado para su obtencion. Mediante la
deconvolucion de los espectros empleando el programa k2d (Andrade et al., 1993;
Merelo et al., 1994), se estimd que el porcentaje de a-hélices fue de 31%, 66% y 29%,
el de hoja-B fue de 15%, 5% y 15% y el de random coil fue de 54%, 29% y 56% para
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3, respectivamente, de forma similar a lo previamente

descripto para las subunidades recombinantes con lipidos (Monteiro et al., 2007).
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Figura 3.8. Andlisis por dicroismo circular de las subunidades de EgAgB libres de lipidos.
Se analiz6 la estructura de las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 recombinantes
libres de lipidos mediante CD en el UV lejano (195-250 nm) a 25°C. Se empled una concentracion
de 30 UM en PBS para cada proteina. Cada linea representa el espectro promedio de tres
mediciones seguidas para cada una de las proteinas, las referencias se indican en la figura. Los
espectros son representativos de dos experimentos independientes.
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En sintesis, los resultados presentados en esta seccibn mostraron que la
purificacién de las subunidades recombinantes de EgAgB como proteinas de fusién a
GST fue el método mas adecuado para su obtencion. Ademas, la remocion de los
ligandos lipidicos de las subunidades recombinantes mediante la técnica de RP-HPLC
fue adecuada, ya que se obtuvieron las subunidades libres de lipidos y con la estructura
secundaria esperable, de acuerdo con el andlisis por CD y los datos reportados para
estas subunidades. Las proteinas purificadas mediante este método fueron luego
empleadas para llevar a cabo los estudios propuestos en los siguientes objetivos de
esta tesis.

3.2.Anédlisis de la capacidad de oligomerizacion de las subunidades de

EgAgB libres de lipidos

Estudios previos de las subunidades recombinantes de EgAgB revelaron que éstas
no se encuentran en forma monomeérica en solucion, sino que tienen la capacidad de
autoensamblarse formando homo-oligémeros de mayor peso molecular (Monteiro et al.,
2007). En dicho trabajo se evidencié la presencia de oligdémeros de 120-160 kDa, por lo
gue se sugirié que la estructura formada por las subunidades recombinantes de EgAgB
podria ser similar a la del EQAgB nativo. Sin embargo, en estos estudios no se considerd
la contribucién de los lipidos unidos a las subunidades recombinantes en el proceso de
oligomerizacion. Ya se mencion6 que la particula de EQAgB nativa une lipidos de varias
clases distintas (Obal et al., 2012), y que mediante ensayos in vitro, se determind que
algunas subunidades recombinantes, como el EQAgB8/1 y EgAgB8/2, son capaces de
unir acidos grasos (Chemale et al., 2005). Ademas, en la seccién anterior (ver item
3.1.3) se puso de manifiesto que las subunidades de EgAgB recombinantes unen
principalmente PE y CL en E. coli, posiblemente debido a que estos son los lipidos
mayoritarios presentes en estas bacterias. Por este motivo result6é de interés analizar si
las subunidades recombinantes libres de lipidos tienen capacidad para formar
oligbmeros. A continuacion se describiran los resultados obtenidos en relacién a este

analisis, que constituy6 el segundo objetivo de esta tesis.
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3.2.1. Estudios utilizando cromatografia de exclusion molecular

Para analizar la capacidad de oligomerizacion de las subunidades de EgAgB se
inicié el estudio empleando cromatografia de exclusion molecular, tal como habia sido
descripto previamente para las subunidades recombinantes con lipidos (Monteiro et al.,
2007). Para ello se emple6 una columna Superdex200 en la que se analizd
primeramente un patron de proteinas comerciales conteniendo BSA (66 kDa), anhidrasa
carbdnica (29 kDa) y citocromo c¢ (12 kDa) y posteriormente las subunidades EgAgB8/1,
EgAgB8/2 y EgAgB8/3 (ver item 2.2.1). Los perfiles de elucion se siguieron mediante
absorbancia a 280 y 215 nm; los datos obtenidos a 215 nm brindaron mejores resultados
para comparar todas las proteinas, dado que las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/3
no tienen ningun triptéfano en su secuencia y por tanto tienen un valor de absortividad
a 280 nm mas bajo que el EgAgB8/2 (ver Tabla 7.1 en la seccion Apéndices). En la
Figura 3.9 se muestran los perfiles de elucion de las tres subunidades. En el panel A se
observan los perfiles de elucion completos, mientras que en el panel B se amplia la zona
correspondiente a los picos para su mejor visualizacion. Como se puede observar, las
tres subunidades tuvieron un perfil de elucién con un Unico pico bien definido, siendo
muy diferente al perfil de las subunidades con lipidos publicado previamente por
Monteiro y colaboradores, dénde se observaron picos mas anchos y con presencia de
picos secundarios indicando la presencia de poblaciones heterogéneas de oligébmeros
(Monteiro et al., 2007).

El tamafio de estos oligébmeros se estimd calculando el peso molecular aparente de
las distintas subunidades de EgAgB de acuerdo a sus volumenes de elucion, realizando
una curva de calibracion con los volumenes de elucion de las proteinas comerciales
utilizadas como estandar, de acuerdo a lo descripto previamente para otras proteinas
(Uversky, 1993). Para ello se graficaron los volumenes de elucion obtenidos para la
BSA, la anhidrasa carbdnica y el citocromo ¢ en cada uno de los duplicados analizados
en funcion del logaritmo de sus pesos moleculares y se ajustaron los datos a una
ecuacion lineal, como se muestra en la Figura 3.10. Con los valores de este ajuste y de
acuerdo a los voliumenes de elucién obtenidos para las subunidades de EgAgB se pudo
estimar el peso molecular relativo de los oligdmeros, obteniendo valores de 60, 64 y 38
kDa para EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgBS8/3, respectivamente. Nuevamente se
encontraron diferencias respecto a los valores estimados para las proteinas con lipidos,
ya que Monteiro y colaboradores obtuvieron poblaciones mayoritarias de 125 kDa, 164
kDa y 113 kDa para EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3, respectivamente, ademas de

poblaciones de mayor peso molecular en los tres casos (Monteiro et al., 2007).
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Figura 3.9. Anélisis de las subunidades de EgAgB mediante cromatografia de exclusion
molecular. La oligomerizacion de las subunidades EgAgB8/1 (214 uM), EgAgB8/2 (324 pM) y
EgAgB8/3 (320 pM) se analizé mediante exclusién molecular, empleando como estandar de peso
molecular una mezcla de proteinas (1 mg/mL) conteniendo seroalbimina bovina (66 kDa),
anhidrasa carbonica (29 kDa) y citocromo ¢ (12 kDa) comerciales, cuyo perfil de elucién se
muestra en rojo. (A) Cromatograma completo para las proteinas del patron y para las
subunidades de EgAgB (ver referencias en la figura). (B) Seccién del cromatograma
correspondiente a la zona de resolucion de las proteinas (12 y 22 mL). Se indican en la figura
los picos correspondientes a los pesos moleculares de las proteinas empleadas como estandar.
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Figura 3.10. Estimacién del peso molecular aparente de los oligobmeros de EgAgB
mediante cromatografia de exclusién molecular. El peso molecular aparente de los
oligbmeros de EgAgB8/1, EQAgB8/2 y EgAgB8/3 se calculé realizando una curva de calibracion
de acuerdo al volumen de elucién de las proteinas comerciales de tamafio conocido empleadas
en la cromatografia de exclusién molecular (Ve versus Log[PM]). Esta curva se ajusté a una
ecuacion lineal empleando el programa SigmaPlot y con los datos obtenidos mediante este ajuste
se calcularon los pesos moleculares aparentes para las distintas subunidades de acuerdo a sus
volimenes de elucién.

Este analisis permitié determinar que las subunidades de EgAgB son capaces de
establecer interacciones consigo mismas, alun en ausencia de los lipidos que éstas
unen, formando homo-oligébmeros. Sin embargo, los oligdmeros formados por las
distintas subunidades en ausencia de los lipidos poseen un tamafio menor al que éstas
forman cuando unen los lipidos de la bacteria. Esto podria explicar la existencia de
poblaciones heterogéneas al analizar las proteinas conteniendo los lipidos, dado que
estas podrian estar uniendo cantidades variables de los mismos y por lo tanto presentar
distintos tamafios. Por el contrario, el andlisis de las subunidades libres de lipidos no
mostro la existencia de poblaciones heterogéneas en cuanto a su tamafo.

Para analizar la estabilidad de estos oligdmeros, se realizaron diluciones de las
proteinas y se analizaron por exclusién molecular empleando las mismas condiciones.
En estos ensayos solo la subunidad EgAgB8/2 pudo ser detectada, dado que como se
comentd anteriormente esta subunidad presenta mayor absortividad que EgAgB8/1 y

EgAgB8/3. Estos resultados se muestran en la Figura 3.11.
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Figura 3.11. Andlisis de diluciones de EgAgB8/2 mediante cromatografia de exclusion
molecular. La estabilidad del oligbmero de EgAgB8/2 fue analizada mediante exclusion
molecular, empleando diluciones seriadas de la proteina (diluciones al medio desde 324 hasta
40 uM). (A) Perfiles de elucion de las diluciones de EgAgB8/2 siguiendo la absorbancia a 280
nm. (B) Pesos moleculares aparentes estimados de acuerdo a los volumenes de elucion de las
distintas diluciones. Los calculos se realizaron empleando el ajuste que se muestra en la Figura
3.10.

En el panel A de la Figura 3.11 se muestra el cromatograma correspondiente a las
distintas diluciones seriadas al medio que se analizaron, yendo desde una
concentracion de 324 uM de EgAgB8/2 hasta 40 uM. Como se puede observar en la
figura, todas las diluciones mostraron un pico Unico a un volumen de elucion de
aproximadamente 15.3 + 0.1 mL, los valores de intensidad a 280 nm variaron de forma
concordante a las diluciones realizadas. En el panel B se muestran los valores de los
pesos moleculares relativos estimados usando la curva de calibracion obtenida para las

proteinas comerciales, tal como se explicé anteriormente. A todas las diluciones
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ensayadas el peso molecular relativo de los oligbmeros de EgAgB8/2 fue
aproximadamente 61 + 3 kDa, lo que sugiere que la oligomerizacién observada no es
producto de un fenémeno de agregacion debido a la concentracién proteica, si no que
ocurre por la existencia de interacciones entre los monémeros, que resultan estables
alin en concentraciones mas bajas de proteina. De forma comparativa y de acuerdo a
los pesos estimados para los oligbmeros de las distintas subunidades, el EgAgB8/3
formaria homo-oligdmeros de menor tamafio, ya que su peso estimado fue cercano a
40 KDa, mientras que en el caso de EgAgB8/1 y EQAgB8/2 el peso estimado fue cercano
a 60 KDa. Con el fin de analizar en mayor detalle el proceso de oligomerizacion de las
subunidades de EgAgB se realizaron ensayos de entrecruzamiento de proteinas

empleando agentes entrecruzantes, tal como se describird a continuacion.

3.2.2. Experimentos de entrecruzamiento con carbodiimidas

Con el fin de profundizar el analisis de la oligomerizacion de las subunidades de
EgAgB libres de lipidos se realizaron ensayos de entrecruzamiento empleando
carbodiimidas, utilizando el agente 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC).
El EDC es un agente de entrecruzamiento soluble en agua que activa a los grupos
carboxilo para reaccionar de forma espontanea con aminas primarias formando enlaces
amida (Nakajima & Ikada, 1995). Se lo conoce como un agente de entrecruzamiento de
largo cero (zero-length) o de brazo 0.0 A, debido a que induce la formacion del enlace
amida sin incorporarse en este enlace, por lo tanto une las moléculas de interés sin
ningun tipo de brazo o espaciador. Para ello, es necesario que ambos grupos estén lo
suficientemente cerca para que ocurra la union. Por recomendacion del fabricante,
primeramente se calculé la cantidad de EDC necesaria de acuerdo a la cantidad de
residuos de acido aspartico, acido glutamico y lisina para cada subunidad, empleando
un exceso 10:1 molar de EDC respecto a los moles de dichos residuos en la
concentracion de proteina empleada en estos ensayos. Este calculo arrojé un valor de
48, 6.9 y 8.4 mM EDC para las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3
respectivamente. Para cubrir este rango y facilitar las preparaciones de las muestras se
emplearon concentraciones crecientes de 5, 10 y 20 mM EDC para las subunidades
libres de lipidos, siguiendo el protocolo descripto en la seccion de materiales y métodos
(ver item 2.2.2). A fin de comparar los resultados se realizé el ensayo en las mismas
condiciones con las subunidades con lipidos (sin el paso de RP-HPLC) y la proteina
EgAgB nativa purificada a partir de liquido hidatico. Ademas, como control se utilizé la

proteina ABA-1-Al del parasito Ascaris suum, perteneciente a la familia de las
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poliproteinas alergénicas de nematodos, caracterizada por comportarse como una
proteina monomérica con alto contenido de a-hélices y con capacidad de unir lipidos
(Meenan et al., 2011). Del mismo modo, la proteina ABA-1-Al se utiliz6 tanto en
ausencia como en presencia de sus ligandos. Los resultados obtenidos mediante este
ensayo se muestran en la Figura 3.12. En el panel A se observan los productos de
entrecruzamiento obtenidos para cada una de las subunidades de EgAgB libres de
lipidos. Como puede observarse, el comportamiento fue distinto para las tres
subunidades, en el caso de las subunidades de EgAgB8/1 y EgAgB8/2 libres de lipidos
se obtuvieron productos mayoritarios de un tamafio cercano a 45 KDa en comparacion
con el marcador de peso molecular utilizado, mientras que también se observan
productos de mayor tamafio. En el caso de las subunidad EgAgB8/3 libre de lipidos, se
observa principalmente un patrén de bandas en escalera mas heterogéneo, aunque
también se observan productos de mayor tamafio. Los productos de entrecruzamiento
obtenidos para las subunidades con lipidos fueron distintos a los mencionados
anteriormente, como se observa en el panel B de la Figura 3.12. En este caso se
obtuvieron productos de mayor tamafio para todas las proteinas, cercanos a la banda
de 97 kDa del marcador molecular empleado para EgAgB8/1 y EQAgB8/2 y mas cercano
a la banda de 66 kDa en el caso de EgAgB8/3. En todos los casos también aparecen
productos de mayor tamafio por encima de estas bandas. Estos productos se asemejan
a los obtenidos al analizar el entrecruzamiento del EgAgB nativo, como puede
apreciarse en el panel C de la Figura 3.12, donde aparecen productos de un tamafio
cercano a 97 kDa, similares a los que se observan para las subunidades EQAgB8/1 y
EgAgB8/2. Cabe destacar que en ninguna de las condiciones analizadas la proteina
ABA-1-Al se observd como oligdmero, tanto en presencia o ausencia de sus ligandos,
como a la concentracion mas alta de EDC, se encontré siempre en forma de mondmero
(panel D de la Figura 3.12). Esto sugiere que las subunidades de EgAgB deberian
encontrarse interaccionando lo suficientemente cerca como para entrecruzarse en estos

ensayos, lo que no ocurriria en el caso de la proteina ABA-1-Al.
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Figura 3.12. Andlisis de la oligomerizacion del EQAgB mediante entrecruzamiento con
EDC. Los productos de entrecruzamiento se analizaron mediante SDS-PAGE al 15% (m/v) y
tincion con nitrato de plata. Las lineas corresponden a la proteina sin tratar (s/EDC) y a las
concentraciones de EDC analizadas (5, 10 y 20 mM), empleando 30 uM de proteina en cada
caso. (A) Entrecruzamiento de las subunidades de EgAgB libres de lipidos. (B) Entrecruzamiento

de las subunidades de EgAgB con lipidos. (C) Entrecruzamiento del

EgAgB nativo.

(D) Entrecruzamiento de la proteina ABA-1-Al (control). Los tamafios del marcador de peso

molecular se indican en cada panel (kDa).
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Los resultados obtenidos mediante el andlisis de entrecruzamiento con EDC apoyan
la idea de que las subunidades libres de lipidos son capaces de formar homo-oligémeros
de mayor tamafo, y que estos son mas pequefios a los que se forman cuando las
subunidades estan unidas a sus ligandos lipidicos. Esto sugiere que si bien las
subunidades son capaces de interaccionar consigo mismas, lo hacen de forma distinta
cuando los lipidos se encuentran presentes. La comparacién entre las tres subunidades
mostré que los oligdbmeros formados por el EgAgB8/3 libre de lipidos serian méas
pequefios a los que se forman en el caso de EQAgB8/1 y EgAgB8/2, lo cual coincide
con el resultado obtenido empleando cromatografia de exclusién molecular (ver item
3.2.1). Asimismo, esta diferencia pareceria mantenerse aun cuando la proteina une los
lipidos, dado que los productos de EgAgB8/3 con lipidos parecen tener un tamafio
menor al de los productos formados por EgAgB8/1 y EgAgB8/2. Al analizar el
comportamiento del EgAgB nativo, se pudo observar que los productos de
entrecruzamiento obtenidos tuvieron un tamafo similar a los productos obtenidos para
las subunidades EgAgB8/1 y EQAgB8/2 con lipidos. Cabe mencionar que un analisis por
espectrometria de masas realizado en Uruguay por la Dra. Ana Ferreira y la Lic. Maite
Folle (Catedra de Inmunologia, UdelaR) mostré que esta fraccion de EgAgB nativo
purificada de liquido hidatico contiene las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2, EgAgB8/3
y EgAgB8/4. Si bien no esta claro cdmo se asocian estas subunidades en la particula
nativa, es decir si las particulas pueden contener diferentes subunidades asociadas
entre si, 0 si es posible que existan distintas particulas formadas por distintos tipos de
homo-oligémeros, estos ensayos mostraron que los productos de entrecruzamiento con
EDC tuvieron un comportamiento similar al de las subunidades recombinantes sin
deslipidizar, mas alla de la composicién que puedan presentar.

Con el fin de profundizar el andlisis mediante entrecruzamiento, se realizaron
ensayos empleando concentraciones menores de EDC para reducir la relacion molar
entre el EDC vy los residuos de lisina, acido aspartico y acido glutamico en las
subunidades libres de lipidos. Al reducir la cantidad de EDC, la reaccion se limitaria a
aquellas moléculas que se encuentren mas cercanas. Para ello se empledé una
concentracion de 1.0, 0.1 y 0.01 mM EDC, es decir 5, 50 y 500 veces menos a la
empleada en los ensayos anteriores. Los resultados obtenidos en estos ensayos se
muestran en la Figura 3.13. A la menor concentracion de EDC empleada (0.01 mM) se
observan principalmente el monémero y el dimero para todas las subunidades, al
aumentar la concentracion (0.1 mM) se observan un patron en escalera con bandas
regularmente espaciadas, mientras que en el caso de 1.0 mM de EDC, el resultado se

asemeja al obtenido para 5 mM, el monomero disminuye ampliamente y para las
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subunidades de EgAgB8/1 y EQAgB8/2 se observa una banda de un peso molecular en
el entorno de los 45 kDa, mientras que la subunidad EgAgB8/3 mantiene el patrén
heterogéneo de bandas en escalera. Estos resultados sugieren que las subunidades de
EgAgB interaccionan de forma que permanecen muy préximas entre si, el primer
componente que se favorece al disminuir la concentracion de EDC es el dimero, y
posteriormente aparecen trimeros, tetrdmeros y oligobmeros de mayor orden. El hecho
de que se mantenga la diferencia entre el comportamiento de EgAgB8/3 respecto a
EgAgB8/1 y EgAgB8/2 aun a 1 mM de EDC sugiere que la subunidad EgAgB8/3 es
capaz de formar oligdbmeros mas heterogéneos que EgAgB8/1 y EgAgB8/2.

+EDC +EDC + EDC
¢

F il d gl oé‘m*

" fo
—_— kDa
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- '45

-30

p— | -20.1
- - . -
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EgAgB8/1 EgAgB8/2 EgAgB8/3

Figura 3.13. Andlisis de la oligomerizacién del EQAgB mediante entrecruzamiento con
EDC. Los productos de entrecruzamiento se analizaron mediante SDS-PAGE al 15% (m/v) y
tincion con nitrato de plata. Las lineas corresponden a las subunidades EgAgB8/1, EQAgB8/2 y
EgAgB8/3 sin tratar (s/EDC) y a las distintas concentraciones de EDC utilizadas en este caso
(0.01, 0.1 y 1.0 mM). Los tamafios del marcador de peso molecular se indican en la figura (kDa).

Como resumen de los resultados presentados en esta seccién, mediante analisis
por exclusién molecular y entrecruzamiento quimico, se determiné que los lipidos no
son indispensables para la oligomerizacién de las subunidades EgAgB8/1, EQAgB8/2 y
EgAgB8/3, ya que en su ausencia estas subunidades también son capaces formar
homo-oligébmeros de mayor tamafio. Los datos sugieren que los oligobmeros formados
por EgAgB8/3 son mas heterogéneos y presentan en general un tamafio menor que los
formados por las otras subunidades analizadas. La comparacion de los productos de
entrecruzamiento de las subunidades libres de lipidos y sin deslipidizar mostr6 que los
oligbmeros formados por las subunidades con lipidos tienen un tamafio mayor,
sugiriendo que estos oligbmeros podrian tener una organizacion estructural diferente

debido a la participacion de los lipidos durante este proceso.
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3.3.Caracterizacion de las propiedades de union de las subunidades de

EgAgB aligandos lipidicos

Como se comento en las secciones anteriores, estudios previos de las subunidades
recombinantes de EgAgB mostraron que algunas de ellas, en particular EQAgB8/1 y
EgAgB8/2, son capaces de unir algunos analogos de acidos grasos in vitro (Chemale et
al., 2005). Por otro lado, el andlisis de la composicion lipidica del EgAgB nativo mostré
gue ésta presenta una amplia variedad de lipidos, tanto lipidos neutros (acidos grasos,
diacilglicéridos, triacilglicéridos, colesterol y esteres de esteroles) como lipidos polares
(fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y cardiolipina)
(Obal et al.,, 2012). Asimismo, la capacidad de las subunidades recombinantes
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 de unir fosfolipidos quedé demostrada en este trabajo
de acuerdo a la caracterizacion de los lipidos de E. coli que unieron durante su sintesis
en la bacteria (ver seccion 3.1.3). Una vez que se lograron obtener las subunidades
recombinantes libres de lipidos, se profundiz6 el estudio de las propiedades de unién
de distintos ligandos lipidicos a las subunidades de EgAgB, lo cual constituyé el tercer
objetivo de este trabajo. Para ello se emplearon métodos basados en el uso de técnicas
fluorescentes. A continuacion se describiran los resultados obtenidos en relacion a este

objetivo.

3.3.1. Andlisis de la unién de lipidos a las subunidades de EgAgB empleando

fluorescencia intrinseca

Como una primera aproximacion al analisis de la unidén de lipidos a las subunidades
de EgAgB se utilizaron las propiedades de fluorescencia intrinseca de las proteinas. La
fluorescencia intrinseca de las proteinas se debe principalmente a la presencia de los
aminoacidos aromaticos: triptéfano, tirosina y en menor medida fenilalanina.
Particularmente, debido a que la fluorescencia del triptéfano es sensible al entorno polar
de la molécula, se ha empleado ampliamente para el andlisis de interacciones proteina-
proteina, de cambios conformacionales y de unién a diversos ligandos (Lakowicz, 2007).
En el caso de las subunidades de EgAgB, la subunidad EgAgB8/2 es la Unica que
presenta un triptéfano en su secuencia, por lo que se empleé esta subunidad para
analizar los cambios en la fluorescencia intrinseca de la proteina al unirse a distintos
ligandos lipidicos. Esta aproximacion tiene como ventaja la posibilidad de emplear los

lipidos naturales sin necesidad de usar otro tipo de analogos lipidicos. Esta estrategia
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fue empleada por Chemale y colaboradores, quienes analizaron la fluorescencia
intrinseca de la subunidad EgAgB8/2 deslipidizada con la resina hidrofdbica Lipidex tras
el agregado de acidos grasos (Chemale et al., 2005). En dicho estudio no se logré
evidenciar cambios en los espectros tras el agregado de los acidos grasos. Como es
posible que la remocion de los ligandos hidrofébicos no haya sido eficiente con la
columna Lipidex (de acuerdo con la experiencia de nuestro grupo de investigacién), no
puede descartarse que en estos ensayos la proteina ain mantuviera unidos algunos
lipidos de E. coli y debido a ello los espectros no presentaran variaciones con el
agregado de acidos grasos.

En el presente trabajo se realizaron ensayos similares con la subunidad EgAgB8/2
deslipidizada mediante RP-HPLC, empleando &cido oleico y colesterol como posibles
ligandos, siguiendo el protocolo descripto en la seccién de materiales y métodos (ver
item 2.3.1). Para ello, se excitd (Aex= 295 nm) de forma selectiva al triptéfano ubicado
en la posicion 16 de la secuencia (Trpl6) y se recogieron los espectros entre 310 y 400
nm, como se muestra en la Figura 3.14. En estos ensayos, la emision de la subunidad
EgAgB8/2 mostré un pico aproximadamente a los 340 nm, lo cual indicaria que podria
estar bastante expuesto al solvente o en una zona no hidrofébica de la proteina
(Lakowicz, 2007). Como puede observarse en el panel A, el espectro de la proteina
EgAgB8/2 deslipidizada mediante RP-HPLC no mostré modificaciones tras los
sucesivos agregados de acido oleico, tanto en lo que respecta al valor de intensidad de
fluorescencia, como a la posicion del maximo. En estos ensayos se utilizé la mayor
cantidad de acido oleico posible de acuerdo al valor de su concentracion micelar critica
(Richieri et al., 1992), ya que la formaciéon de micelas a mayores concentracion podria
interferir con las mediciones de fluorescencia. Por otro lado, en el panel B se observa
gue tampoco se registraron cambios en los espectros de EgAgB8/2 tras los sucesivos
agregados de colesterol. En conjunto, estos resultados podrian indicar que estos
ligandos no fueron capaces de unirse a la subunidad EgAgB8/2 o eventualmente que el
triptéfano de la proteina no se encuentra préximo al sitio de unién de estos ligandos y
por lo tanto su emisién no se ve afectada tras la uniéon de los mismos. Dado que el
EgAgB nativo presenta unidos tanto acidos grasos como colesterol, y que de acuerdo
al espectro de emisién de la proteina el Trpl6 parece estar expuesto al solvente en una
zona poco hidrofébica, la hipotesis de que éste se encuentra alejado del sitio de unién
a los ligandos y por este motivo no es sensible a la union de los mismos pareceria ser
la mas probable. Como se describio6 en la introduccion, en otras HLBPs, como Me-HLBP

y Hd-HLBP, el triptéfano pareceria estar proximo al sitio de union del ligando (Barrett et
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al., 1997; Saghir et al., 2001), pero su posicionamiento en la cadena polipeptidica difiere

del correspondiente en el EgQAgB8/2 (se encuentra en la posicién 41).
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Figura 3.14. Andlisis de la unién de ligandos a EgAgB8/2 empleando fluorescencia
intrinseca. La unién de lipidos al EQAgB8/2 se siguié mediante recoleccion de los espectros
(310-400 nm) luego de la excitacion del Trpl6 ((Aexc 295 nm). (A) Espectros de EgAgB8/2 libre
de lipidos (5 pM) y tras los sucesivos agregados de &cido oleico (0.5, 1.0, 1.5 y 6.5 uM). (B)
Espectros de EgAgB8/2 libre de lipidos (2 uM) y tras los sucesivos agregados de colesterol (0.7,
1.4, 2.2, 3.6, 5.1 y 19.4 pM). Los espectros son representativos de dos experimentos
independientes.
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Dado que mediante el analisis de la fluorescencia intrinseca no fue posible
profundizar el analisis de la unién de los lipidos a las subunidades de EgAgB,
posteriormente se realizaron ensayos empleando diversos analogos fluorescentes de

lipidos, tal como se describira en el item siguiente.

3.3.2. Andlisis de la union de anélogos fluorescentes de lipidos a las

subunidades de EgAgB

La unién de ligandos a las subunidades de EgAgB se evalué empleando diversos
analogos fluorescentes de lipidos, debido a que el andlisis de la fluorescencia intrinseca
de las proteinas no brind6 buenos resultados.

Para caracterizar la unién de los esteroles a las subunidades de EgAgB se inicio el
analisis empleando un analogo fluorescente del colesterol, el dehidroergosterol (DHE),
siguiendo el protocolo descripto en la seccién Materiales y Métodos (ver item 2.3.2.1).
Para ello se excitd la sonda a 325 nm empleando una concentracién final de DHE en
cubeta de 0.5 M y se registraron los espectros entre 350-515 nm de la sonda sola y
tras el agregado de las subunidades EgAgB8/1, EQAgB8/2 y EgAgB8/3 (desde 0.1 hasta
2.6 pM). La union de la sonda a la proteina se esperaria visualizar como un cambio en
el espectro del DHE tras el agregado de las distintas subunidades de EgAgB. Sin
embargo, en ninguno de los casos se observaron modificaciones importantes en los
espectros del DHE tras los sucesivos agregados de ninguna de las tres subunidades,
como puede observarse en la Figura 3.15. En esta figura se observa el espectro del
DHE solo, asi como tras el agregado de la mayor concentracién de proteina empleada
en cada experimento (2.6 uM). Como se puede observar, el espectro tras el agregado
de las subunidades es apenas distinto al de la sonda sola, mostrando mayores
diferencias en el caso de la subunidad EQAgB8/2, pero estos cambios no representaron
una modificacién sustancial. Cabe mencionar que los espectros de los agregados
intermedios son practicamente superponibles. Este resultado mostré que la sonda
fluorescente DHE no seria capaz de unirse a estas subunidades, por lo cual la unién de

los esteroles a las subunidades de EgAgB no se pudo determinar mediante este método.

124



RESULTADOS

A B
1.6e+5
DHE solo
1.4e+5 A +
DHE EgAgB8/1
1.2e+5 A
__1.0e+5 -
<
=.8.0e+4
3
6.0e+4 -
4.0e+4 A
2.0e+4 4
HO
O-o T T T T T
340 360 380 400 420 440 460
C D Longitud de onda (nm)
1.60 1.80
DHE solo DHE solo
1.40 A + EgAgB8/2 1.60 1 + EgAgB8/3
1.20 - 1.40 4
1.20 A
1.00 H —
< << 1.00 A
5 0.80 1 2 0.80
L L 2O
0.60 - 060 -
0.40 - 0.40 -
0.20 A 0.20 -
0.00 T T T T T T T T 0.00 T T T T T T T T
340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3.15. Analisis de la union de DHE a las subunidades de EgAgB. (A) Se muestra la
estructura quimica de la sonda DHE. La unién de DHE a las subunidades de EgAgB8/1 (B),
EgAgB8/2 (C) y EgAgB8/3 (D) se midio registrando los espectros de emision de la sonda (350-
515 nm o 350-450 nm en el caso de EgAgB8/1), tras la excitacion a 325 nm. La linea punteada
representa el espectro de la sonda sola (0.5 uM), las lineas solidas representan los espectros
tras el agregado maximo de las distintas subunidades de EgAgB (2.6 uM).

Con el fin de poder ampliar el analisis de los ligandos lipidicos del EgAgB, se emple6
el analogo fluorescente del acido undecanoico, el acido 11-(dansilamino)undecanoico
(DAUDA). Para ello se excitd la sonda a 345 nm empleando una concentracion final de
DAUDA en cubeta de 0.5 pM y se registraron los espectros entre 365-665 nm de la
sonda sola y tras el agregado de las subunidades de EgAgB siguiendo el protocolo
descripto en la seccion de materiales y métodos (ver item 2.3.2.2). La uniéon del DAUDA
a la proteina se esperaria ver como un aumento en la intensidad de emision de la sonda,
asi como en un corrimiento en el méximo de longitud de onda de emision (McDermott

et al., 2001). Nuevamente, para ninguna de las subunidades de EgQAgB se observaron
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modificaciones importantes en los espectros del DAUDA tras los sucesivos agregados
de proteina, como se observa en la Figura 3.16. Dado que se observé un aumento de
la intensidad de la emision de fluorescencia del DAUDA més notorio para EQAgB8/2 y
EgAgB8/3, para estas proteinas se llegd hasta una concentracion proteica de 8 UM, lo
gue representaria un exceso molar de proteina de 16 veces. Si bien se observé que la
intensidad presenté un aumento mayor y que el maximo de emisién se corrid mas aun
hacia longitudes de onda menores, este aumento fue leve en comparacién con el
observado para otras LBPs, empleando una relacién proteina ligando mucho menor
(McDermott et al., 2001; Saghir et al., 2001; Lee et al., 2007). Este resultado indicaria

gue la afinidad de las subunidades por el DAUDA es muy baja.
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Figura 3.16. Analisis de la unién de DAUDA a las subunidades de EgAgB. (A) Se muestra
la estructura quimica del DAUDA. La unién de DAUDA a las subunidades de EgAgB8/1 (B),
EgAgB8/2 (C) y EgAgB8/3 (D) se midio registrando los espectros de emision de la sonda (365-
665 nm), tras la excitacion a 345 nm. La linea punteada representa el espectro de la sonda sola
(0.5 uM), las lineas solidas representan los espectros tras el agregado de las distintas
subunidades de EgAgB (2 uM en verde y 8 UM en naranja).
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Dado que el DAUDA, un anéalogo fluorescente de un acido graso, mostré una union
poco afin a las subunidades de EgAgB, para profundizar el analisis se estudié la
capacidad de antroiloxi-derivados de acidos grasos (AOFA) de unirse a las subunidades
de EgAgB libres de lipidos. Estas sondas, en particular el 4cido 16-(9-antroiloxi)-
palmitico (16-AP) habian mostrado capacidad de union a las subunidades EgAgB8/1 y
EgAgB8/2 deslipidizadas mediante Lipidex (Chemale et al., 2005). Asimismo, el uso de
estas sondas permite luego evaluar la transferencia de las mismas hacia membranas
fosfolipidicas artificiales mediante un ensayo de transferencia de energia, como se
comentara mas adelante. En particular, en el presente trabajo se analizé la unién del
acido 12-(9-antroiloxi)-estearico (12-AS) a las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y
EgAgB8/3 deslipidizadas mediante RP-HPLC, siguiendo el protocolo descripto en la
seccion Materiales y Métodos (ver item al 2.3.2.3). Para ello se excit6 la sonda a 383
nm empleando una concentracion final de 12-AS en cubeta de 0.5 uM y se registraron
los espectros entre 400-500 nm de la sonda sola y tras el agregado de las subunidades
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 hasta llegar a saturacion. Los AOFAs son sondas
gue presentan una baja emision en solvente acuoso, pero que aumentan su emisién
cuando se encuentran en un entorno hidrofébico. Al igual que para el DAUDA, este
aumento de emisién es acompafiado por un corrimiento espectral hacia longitudes de
onda menores. Este corrimiento, conocido como corrimiento hacia el azul, es indicativo
gue la sonda se encuentra en un entorno hidrofébico, como podria ocurrir cuando se
une a una proteina (Storch et al., 1989). Como se observa en la Figura 3.17, el espectro
de la sonda 12-AS tras los agregados de las subunidades de EQAgB mostré un aumento
en la emisiéon de fluorescencia, asi como también un corrimiento en la longitud de onda
de emisiébn maxima hacia valores menores (desde 450 a 440 nm), similar al observado
para otras LBPs empleando estas sondas (Porfido et al., 2012). En todos los casos se
llegé hasta saturacién, es decir punto en el cual los espectros no presentaron
variaciones importantes. Este comportamiento indicaria que las subunidades son
capaces de unirse al 12-AS.

Para obtener los valores de Ky del 12-AS y las distintas subunidades de EgAgB se
grafico el maximo de emisién a 440 nm versus la concentracion de proteina empleada
y utilizé el programa SigmaPlot para determinar la ecuacién que mejor se ajusté a estos
datos. El mejor ajuste de los datos experimentales se obtuvo empleando una ecuacién
gue describe un equilibrio de unién con un Gnico sitio. En la Figura 3.18 se observan los
datos experimentales, asi como las curvas tedricas obtenidas empleando esta ecuacion.
En los distintos paneles de esta figura se observan los datos experimentales y la curva
tedrica obtenida para las subunidades EgAgB8/1 (A), EgAgB8/2 (B) y EgAgB8/3 (C).
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Los valores de Kq obtenidos fueron 0.14 + 0.04 uM para EgAgB8/1, 0.16 + 0.09 uM para
EgAgB8/2 y 0.34 + 0.02 uM para EgAgB8/3. Estos valores indican que estas
subunidades de EgAgB son capaces de unir al ligando fluorescente 12-AS. Valores
similares de Kgq fueron reportados al analizar la union de otro AOFA (acido 16-(9-
antroiloxi)-palmitico [16-AP]) a las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/2 deslipidizadas
mediante Lipidex, si bien existe una diferencia en el nUmero de sitios de unién que estos
autores reportaron (Chemale et al., 2005). Diferencias entre los métodos de
deslipidizacion de las proteinas, asi como en el ajuste empleado para la obtencion de
los pardmetros que describen la unién podrian explicar estas variaciones.
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Figura 3.17. Anédlisis de la unién de 12-AS a las subunidades de EgAgB. (A) Se muestra la
estructura quimica del 12-AS. La unién de 12-AS a las subunidades de EgAgB8/1 (B), EQAgB8/2
(C) y EgAgB8/3 (D) se midio registrando los espectros de emision de la sonda (400-500 nm) tras
la excitacion a 383 nm. La linea punteada representa el espectro de la sonda sola (0.5 pM), las
lineas solidas representan los espectros tras sucesivos agregados de 0.05 pM de las
subunidades de EgAgB (lo cual corresponde al rango 0.05 — 0.55 pM). Los espectros son
representativos de tres ensayos independientes.
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Figura 3.18. Determinacién de la Kq para la union 12AS-EgAgB. Los valores de Kq que
describe la union entre las subunidades de EgAgB y la sonda 12-AS se obtuvieron registrando
la emision del 12-AS (Aex = 383 nm, Aem = 440 nm) tras sucesivos agregados de 0.05 pM de
proteina. Los puntos corresponden a los datos experimentales obtenidos, mientras que la linea
solida corresponde a la curva tedrica calculada empleando el programa SigmaPlot. Cada gréfico
es representativo de tres experimentos independientes. Se indican en cada caso los valores de
Kqobtenidos para cada proteina. (A), (B) y (C) Determinacion de la Ka para EQAgB8/1, EgAgB8/2
y EgAgB8/3, respectivamente.
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Como resumen de los resultados presentados en esta seccion, se pudo determinar
gue el uso de la fluorescencia intrinseca de la proteina EgAgB8/2 no resulté apropiada
para el andlisis de la unién a ligandos, posiblemente debido a que el Trp16 del EgAgB8/2
se encuentra en una zona de la proteina que no participa de la unién a los lipidos. Por
otro lado, las sondas DHE y DAUDA o bien no se unieron a las distintas subunidades
de EgAgB o bien lo hicieron con una afinidad muy baja. No obstante, empleando la
sonda 12-AS se pudieron determinar las constantes de disociacion que describen la
union entre la sonda y las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3. El uso de
esta sonda a su vez permitié realizar ensayos de transferencia de ligando desde las
subunidades de EgAgB hacia membranas fosfolipidicas artificiales, como se describira

en la siguiente seccion.

3.4.Anédlisis de la capacidad de las subunidades de EgQAgB de transferir

acidos grasos hacia membranas fosfolipidicas

Dada la capacidad del EgAgB de unir diferentes clases de lipidos (Chemale et al.,
2005; Obal et al., 2012), muchos de los cuales no son sintetizados por Echinococcus
granulosus, como el colesterol y los &cidos grasos (Frayha, 1968,1974; Tielens &
Hellemond, 2006; Zheng H. et al., 2013), es posible pensar que el EgAgB pueda
participar en la distribucién de lipidos dentro de los tejidos del parasito o incluso en la
adquisicion y transporte de los lipidos desde el hospedador, como ha sido propuesto
para la proteina TsM150 de T. solium (Lee et al., 2007). Teniendo en cuenta que para
cumplir esta funcién el EQAgB deberia ser capaz de transferir sus ligandos a sus blancos
moleculares y que una gran variedad de estos lipidos se encuentran formando parte de
las membranas celulares, se podria suponer que el EQAgB es capaz de interactuar con
dichas membranas para transferir sus ligandos. Por lo tanto, fue de nuestro interés
analizar la capacidad del EgAgB de transferir ligandos hacia membranas fosfolipidicas,
lo cual constituyé el cuarto objetivo del presente trabajo.

Como un primer abordaje a este estudio se empled un ensayo in vitro analizando la
capacidad de las subunidades recombinantes de EgAgB de transferir el ligando 12-AS
hacia membranas fosfolipidicas artificiales, empleando un ensayo basado en el
fendbmeno de FRET. Para estos ensayos se emplearon las subunidades EgAgB8/2 y

EgAgB8/3, como representantes de las dos subfamilias en que pueden clasificarse las
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subunidades del EgAgB de acuerdo a su homologia a nivel proteico (ver Figura 1.12).

Los resultados obtenidos se detallan a continuacion.

3.4.1. Determinacion del coeficiente de particién de 12-AS entre las subunidades
de EgAgB y SUVs

El coeficiente de particion (Kp) de la sonda 12-AS entre las subunidades EgAgB8/2
y EgAgB8/3 y las SUVs definido de acuerdo a la Ecuacion 2 descripta en el item 2.4.2
de la seccién Materiales y Métodos, se calcul6é a través de un ensayo empleando la
técnica de FRET. Esta técnica se basa en el fendmeno de transferencia de energia de
una sonda que actla como dador de FRET hacia otra que actiia como aceptor de FRET.
Para que esto ocurra, es fundamental que el espectro de emisién del dador se
superponga con el espectro de absorcion del aceptor y que ambas moléculas se
encuentren muy préximas entre si. En este ensayo se agregaron concentraciones
crecientes de SUVs de PC/NBD-PC al complejo EgAgB:12-AS y se registraron los
cambios en la fluorescencia del 12-AS tras estos agregados. En este sistema la sonda
12-AS actla como dador, mientras que el NBD actia como aceptor de FRET, por lo
cual si la sonda es transferida a la membrana, el 12-AS se encontrara proximo al grupo
NBD y ocurrird el fendbmeno de trasferencia de energia. De este modo, la emision de
fluorescencia del 12-AS presentd una disminucion a medida que aumenté la cantidad
de SUVs agregadas. Esta disminucién de la fluorescencia se graficé en funcién de la
relacion molar SUV:EgAgB y se empleé la Ecuacion 3 descripta en el item 2.4.2 de la
seccion Materiales y Métodos para ajustar a los datos experimentales obtenidos. Los
datos experimentales, asi como la curva tedrica obtenida para ambas subunidades se
muestran en la Figura 3.19. De acuerdo a este ajuste se obtuvieron valores de K, de
0.62 + 0.09 para EgAgB8/2 y de 0.88 + 0.15 para EgAgB8/3. De acuerdo a como esta
definido el Ky, segun la Ecuacion 2 descripta en el item 2.4.2 de la seccion Materiales y
Métodos, estos valores indican una muy leve preferencia de la sonda 12-AS por las
vesiculas. Los valores de K, asi obtenidos permitieron establecer la relacion molar
adecuada para los ensayos de determinacion de la velocidad de transferencia que se
comentaran mas adelante, asegurando que el fenbmeno observado se deba a la
transferencia de la sonda desde la proteina hacia las vesiculas, lo que se conoce como

unidireccionalidad del proceso.
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Figura 3.19. Determinacién de la K, de 12-AS entre las subunidades de EgAgB y SUVs. (A)
y (B) Se muestran los espectros de emision de la sonda 12-AS unida a las subunidades de
EgAgB en ausencia de vesiculas y tras los sucesivos agregados de SUVs de PC/NBD-PC (Aex
383, Aem 400-500 nm). La linea punteada representa el espectro de la sonda sola, el espectro
méximo corresponde a la sonda unida a la proteina (relacibn molar proteina:ligando 15:1),
mientras los espectros intermedios muestran la caida en la emision de la sonda a medida que
aumenta la cantidad de SUVs agregada. (C) y (D) Los valores de Kp del 12-AS entre las
subunidades de EgAgB y las SUVs se obtuvieron registrando la intensidad de fluorescencia del
12-AS a 440 nm tras los sucesivos agregados de SUVs. Los puntos corresponden a los datos
experimentales obtenidos, mientras que la linea solida corresponde a la curva teérica calculada
empleando la Ecuacion 3 (ver item 2.4.2) utilizando el médulo Solver del programa Microsoft
Excel. Los datos son representativos de dos experimentos independientes. Los valores de Kp
obtenidos mediante este ajuste fueron de 0.62 + 0.09 para EgAgB8/2 y de 0.88 = 0.15 para
EgAgB8/3.
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3.4.2. Transferencia de 12-AS desde las subunidades de EgAgB hacia SUVs

La velocidad de transferencia de ligando desde LBPs hacia vesiculas fosfolipidicas
es un parametro que se ha utilizado para caracterizar la forma en que estas proteinas
interaccionan con las membranas (Storch & Bass, 1990; McDermott et al., 2002; Falomir
Lockhart et al., 2009; Porfido et al., 2012). Estos estudios permitieron clasificar a estas
proteinas en funcién del mecanismo por el cual transfieren los ligandos, ya sea a través
de un contacto directo con las vesiculas o bien por un mecanismo en el que la
disociacion del ligando es el paso limitante de la transferencia. En el presente trabajo
se emplearon estos ensayos como primera aproximacion al estudio de la capacidad de
las subunidades de EgAgB de transferir ligandos hacia membranas fosfolipidicas.

Para determinar la velocidad de transferencia del ligando 12-AS desde las
subunidades de EgAgB8/2 y EgAgB8/3 hacia las SUVs se empleo la técnica de FRET
descripta previamente. La determinacion de las velocidades de transferencia se logré
empleando un médulo de mezclado rapido adosado al espectrofluorémetro, tal como se
explico en la seccion Materiales y Métodos (ver item 2.4.3). Empleando este sistema,
se monitorearon los cambios en el tiempo de la fluorescencia del 12-AS unido a las
subunidades EgAgB8/2 o EgAgB8/3 al mezclarse con cantidades crecientes de
vesiculas, durante un periodo de 60 segundos. Un esquema de esta estrategia

experimental se muestra en la Figura 3.20.
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Figura 3.20. Esquemade la estrategia experimental empleada para determinar la velocidad
de transferencia de 12-AS desde EgAgB hacia SUVs mediante FRET. Se emple6 un médulo
de mezclado rapido adosado al espectrofluorometro; una de las jeringas del equipo contiene el
complejo EgAgB:12AS (en azul) y la otra contiene las SUVs de NBD-PC (en amarillo). Este
equipo permite comenzar la medida de la fluorescencia en el momento exacto en que se realiza
la mezcla de ambas jeringas en la cubeta. Cuando el 12-AS se transfiere desde una proteina
hacia las SUVs conteniendo NBD, su fluorescencia disminuye debido a que el NBD es un aceptor
de FRET del 12-AS, lo que se registra en el tiempo como una curva de decaimiento de
fluorescencia, como se muestra en la imagen de la derecha. Para estos experimentos se
emplearon concentraciones crecientes de SUVs, asi como SUVs con distinta composicion
fosfolipidica con la finalidad de aumentar la carga neta superficial negativa de las vesiculas.
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Para asegurar la unidireccionalidad del proceso, se emplearon relaciones molares
SUV:Proteina superiores a 10:1. Por ello, la dependencia de la velocidad de
transferencia con la concentracidbn de vesiculas enfrentadas se midi6 empleando
relaciones SUV:Proteina de 10:1, 20:1 y 40:1. Un ejemplo de las curvas obtenidas en
estos ensayos empleando vesiculas de PC/NBD-PC se muestra en la Figura 3.21.
Como se observa en la figura, para ambas proteinas la fluorescencia del complejo
EgAgB:12AS se mantuvo constante durante los 60 segundos de la medida en ausencia
de SUVs, mientras que decay6 al mezclarse con concentraciones crecientes de SUVs.
Como se explico previamente, esta caida se debe al fendmeno de FRET entre el 12-AS
y el grupo NBD presente en las vesiculas.
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Figura 3.21. Transferencia de 12-AS desde las subunidades de EgAgB hacia SUVs. La
transferencia de 12-AS desde las subunidades de EgAgB hacia SUVs se siguid registrando la
emision del 12-AS (Aex= 383 nm, Aem= 440 nm) unido a EQAgB8/2 (A) o EgAgB8/3 (B) en relacion
molar proteina:ligando 15:1, tras agregar SUVs de PC/NBD-PC. Los decaimientos de la
fluorescencia se monitorearon durante 60 segundos. La linea punteada muestra el control con
TBS, mientras que el control de decaimiento de la sonda en el tiempo se muestra en color verde
(control de fotoblanqueo). Las otras lineas representan las distintas concentraciones de SUVs
empleadas, en relacién molar SUV:Proteina 10:1 (amarillo), 20:1 (naranja) y 40:1 (marrén). Las
curvas representan el promedio de cinco medidas para cada condicion. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes. Un andlisis similar se realizé empleando
vesiculas conteniendo 25 % PS o CL.
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A partir de las curvas obtenidas registrando la caida de la fluorescencia en el tiempo
gue se observan en la Figura 3.21, se aplicé la ecuacién de decaimiento exponencial
descripta en el item 2.4.3 (Ecuacion 4) para obtener la velocidad de transferencia para
cada relacion SUV:Proteina. En estos ensayos se emplearon SUVs de PC/NBD-PC, asi
como también vesiculas de PS/NBD-PC y CL/NBD-PC con la finalidad de aumentar la
carga neta negativa en la superficie de las vesiculas. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 3.22. En el panel A se observan las velocidades de transferencia
de ligando obtenidas para las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3 empleando vesiculas
de PC/NBD-PC. En estos ensayos, las velocidades de transferencia aumentaron
significativamente (p < 0.05) desde 0.039 + 0003 s*a 0.084 + 0.005 s* al aumentar la
cantidad de SUVs desde 10:1 a 40:1 para la proteina EQAgB8/2. Por el contrario, para
la subunidad EgAgB8/3 no se observé un aumento significativo en los valores de
velocidad de transferencia obtenidos, dado que en las mismas condiciones estos
variaron entre 0.07 £ 0.02 sy 0.08 + 0.02 s. Un resultado similar se observo al analizar
las velocidades de transferencia de ligando hacia vesiculas de PS/NBD-PC, como
puede observarse en el panel B de la Figura 3.22. En el caso de la subunidad EgAgB8/2,
se observé un aumento significativo (p < 0.05) desde 0.040 + 0.005 s hasta0.10 + 0.02
s, mientras que la variacién para la subunidad EgAgB8/3 fue desde 0.07 + 0.01 s*
hasta 0.08 + 0.04 s, no representando un cambio estadisticamente significativo. Dado
gue en el caso de la subunidad EgAgB8/2 se observa que la velocidad de transferencia
del ligando depende de la concentraciéon de vesiculas empleada para ambos tipos de
SUVs, esto podria indicar la existencia de un contacto directo con la membrana para
gue ocurra la transferencia de ligando. Por el contrario, para la subunidad EgAgB8/3 la
velocidad de transferencia no es sensible a la concentracién de las vesiculas, lo cual
indicaria que el choque efectivo entre la proteina y la vesicula podria no ser el paso
limitante para que ocurra la transferencia del ligando. Por otro lado, como se observa
en el panel C de la Figura 3.22, al analizar las velocidades de transferencia obtenidas
para las vesiculas de CL/NBD-PC, en ambos casos se observaron aumentos
significativos (p < 0.05) al aumentar la concentracién de SUVs desde 10:1 hasta 40:1,
variando entre 0.43 + 0.03 s* hasta 3.1 + 0.6 s en el caso de EgAgB8/2, y desde 1.0 +
0.5 s hasta 3.6 + 0.8 s en el caso de EgQAgB8/3. Este aumento en la velocidad de
transferencia a medida que aumenta la concentracién de las vesiculas sugiere la
existencia de un contacto directo con estas membranas para que ocurra la transferencia

de los acidos grasos desde ambas proteinas hacia las vesiculas de CL/NBD-PC.
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Figura 3.22. Velocidades de transferencia de 12-AS desde las subunidades de EgAgB
hacia SUVs. Las velocidades de transferencia de 12-AS desde las subunidades de EgAgB hacia
SUVs se obtuvieron mediante el ajuste de los datos de decaimiento exponencial obtenidos al
registrar la emision del 12-AS (Aex= 383 nm, Aem = 440 nm) unido a EgAgB8/2 o EgAgB8/3 tras
el agregado de distintas concentraciones de SUVs (SUV:Proteina 10:1, 20:1 y 40:1). (A), (B) y
(C) Velocidades de transferencia empleando SUVs de PC/NBD-PC, PS/NBD-PC y CL/NBD-PC,
respectivamente. Los valores de velocidad de transferencia se expresaron como el promedio +
SD de tres experimentos independientes. El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante
el anéalisis ANOVA vy el test de Tukey empleando el programa GraphPad Prism, los puntos que
presentaron diferencias significativas se detallan en el texto.
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Al comparar las velocidades de transferencia entre vesiculas de distinta
composicion, se observé que la velocidad aumentd considerablemente al emplear SUVs
de CL/NBD-PC, tal como se muestra en la Figura 3.23 para la relacibn SUV:Proteina
20:1. En el caso de EgAgB8/2, las velocidades de transferencia variaron entre 0.06 *
0.01 st para las SUVs de PC/NBD-PC, 0.06 + 0.01 s para las SUVs de PS-NBD-PC y
1.6 £ 0.5 s para las SUVs de CL/NBD-PC. En el caso de EgAgB8/3, las velocidades de
transferencia variaron entre 0.08 + 0.02 s para las SUVs de PC-NBD-PC, 0.07 + 0.03
s para las SUVs de PS-NBD-PC y 2.8 + 0.6 s* para las SUVs de CL/NBD-PC. En
ambos casos la variacion entre las SUVs de PC y PS no fue significativa, mientras que
se observé un aumento significativo en la velocidad de transferencia cuando se
utilizaron las SUVs de CL (p < 0.005 para EgAgB8/2, p < 0.0005 para EQAgB8/3). Este
resultado indicaria que las fuerzas electroestaticas podrian tener un rol importante en la
interaccion entre las subunidades y las vesiculas. Asimismo, es interesante destacar
gue la velocidad de transferencia de 12-AS hacia vesiculas ricas en CL fue
significativamente mayor en el caso de la proteina EgAgB8/3 (p < 0.05). Esto sugiere la
existencia de diferencias en la densidad de cargas de ambas subunidades que podrian

explicar una cinética mas rapida para el EQAgB8/3 en comparacién con el EgAgB8/2.
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Figura 3.23. Velocidades de transferencia de 12-AS desde las subunidades de EgAgB
hacia SUVs de distinta composicion. Las velocidades de transferencia de 12-AS desde las
subunidades de EgAgB hacia SUVs de distinta composicion se obtuvieron mediante el ajuste de
los datos de decaimiento exponencial obtenidos al registrar la emision del 12-AS (Aex= 383 nm,
Aem = 440 nm) unido a EgAgB8/2 o EgAgB8/3 tras el agregado de SUVs de PC/NBD-PC (PC),
PS/NBD-PC (PS) y CL/NBD-PC (CL) utilizando una relacién molar SUV:Proteina de 20:1. Los
valores de velocidad de transferencia se expresaron como el promedio + SD de tres
experimentos independientes. Se indican en la figura los datos que presentaron diferencias
significativas, mediante el andlisis ANOVA, seguido del test de Tukey empleando el programa
GraphPad Prism (* p < 0.05, ** p < 0.005, *** (p < 0.0005).
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Como se comenté anteriormente, los resultados obtenidos comparando las
velocidades de transferencia entre vesiculas de distinta composicion sugieren que las
fuerzas electrostaticas son importantes en el mecanismo de transferencia. Para obtener
mayor informacién acerca de esta contribucion se plantearon ensayos de transferencia
aumentando la fuerza idnica, pero dado que las subunidades de EgAgB no fueron
capaces de unir el 12-AS en estas condiciones, estos ensayos no pudieron realizarse.

En resumen, los resultados presentados en esta seccion muestran que las
subunidades de EgAgB son potencialmente capaces de transferir acidos grasos hacia
membranas fosfolipidicas. En el caso de la subunidad EgAgB8/2 el paso limitante en la
reaccion de transferencia seria el contacto directo con la membrana, mientras que para
la subunidad EgAgB8/3 el paso limitante podria ser la disociacion del ligando de la
proteina para luego incorporarse a la membrana. Por otro lado, se encontré que la
velocidad de transferencia fue significativamente mayor para las vesiculas ricas en CL
(doble carga superficial negativa), sugiriendo que las fuerzas electroestaticas podrian
tener un rol importante en el mecanismo de transferencia o que podria existir una
preferencia particular por las vesiculas ricas en CL. Si bien este escenario es muy
distinto al que podria ocurrir in vivo, tanto en lo relacionado a la estructura de las
particulas de EgAgB, como a las membranas con que las mismas podrian interaccionar,
estos ensayos constituyen una primera aproximacion experimental que alienta el
desarrollo de estudios mas complejos basados tanto en el uso de otros sistemas con

vesiculas artificiales asi como también con células.

3.5.Analisis de la capacidad del EQAgB nativo de unirse a monocitos y

macroéfagos: contribucion de los componentes proteicos y lipidicos

Como se comentd anteriormente, el hecho de que EgAgB es capaz de unir varias
clases lipidicas que no pueden ser sintetizadas por el parasito (Obal et al., 2012), hace
suponer que el EgAgB podria participar en la adquisicion de lipidos desde el
hospedador, de forma similar a lo sugerido para otras proteinas miembros de la familia
de las HLBPs (Lee et al., 2007). Para que esto ocurra, el EQAgB deberia interaccionar
con lipoproteinas y/o con células del hospedador para luego transferir estos lipidos a
transportadores en la capa germinativa o eventualmente ser transportado nuevamente
hacia el interior del parasito. En este sentido, la interaccion del EQAgB con las células

del hospedador ha sido previamente reportada, en particular con células del sistema
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inmune (Siracusano et al., 2008). De hecho, ha sido demostrado que el EQAgB podria
ejercer una modulacién anti-inflamatoria en estas células. En particular, nuestro grupo
de trabajo se ha enfocado en la interaccién del EQAgB con monocitos y macrofagos.
Estudios preliminares mostraron que el EgAgB nativo (purificado a partir de liquido
hidatico) es capaz de unirse a estas células y modular la activaciéon inducida por
productos derivados de patdgenos (Ramos, 2008). Sin embargo, dada las dificultades
para deslipidizar el EQAgB nativo, hasta el momento no se evalud la contribucion de sus
fracciones lipidica y proteica a la union a monocitos y macrofagos. La obtencion de las
subunidades recombinantes del EgAgB libres de lipidos posibilité abordar este estudio.
Esto es importante porque elucidar que componentes del EgAgB participan en la
interaccidn con los monocitos y los macréfagos permitird avanzar en el conocimiento de
estas interacciones y en los efectos del EgAgB sobre las células mieloides. Asi, fue de
nuestro interés evaluar la capacidad de las subunidades libres de lipidos de
interaccionar con monocitos y macrofagos, asi como evaluar la contribucion de los
lipidos en esta unién, lo cual constituyé el quinto objetivo del presente trabajo. Los

resultados obtenidos en relacion a este objetivo se describen a continuacion.

3.5.1. Andlisis de la interaccién de las subunidades de EgAgB con monocitos y

macréfagos

Para analizar la capacidad de las subunidades de EgAgB libres de lipidos de
interaccionar con monocitos y macréfagos se empled un ensayo basado en la técnica
de citometria de flujo. Inicialmente se utiliz6 como modelo monocitos y macréfagos
diferenciados a partir de la linea celular humana THP-1, tal como se describié en la
seccion Materiales y Métodos (ver item 2.5.3.1). En primer lugar se ajusté el sistema
con el EgAgB nativo para luego realizar el estudio con las subunidades recombinantes.

Para analizar la capacidad de estas células de unir el EQAgB nativo se reprodujeron
ensayos ajustados previamente en nuestro laboratorio (Ramos 2008). Las células se
incubaron con el EQAgB y para revelar la unién se emplearon como anticuerpos primario
y secundario un anticuerpo monoclonal contra la subunidad EgAgB8/1 (Mo-EB7) y un
anti-lgG/IgM de raton conjugado a FITC, respectivamente. Para evitar la posible
internalizacién del EgAgB, todas las incubaciones se realizaron en frio y en presencia
de azida de sodio. Ademas, para evaluar el aporte de fluorescencia por interacciones
inespecificas de los anticuerpos con las células tratadas con el EgAgB, se realizaron

controles en los cuales se utilizé la mayor concentracion de EgAgB en la incubacion y
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no se adiciond el anticuerpo primario o se utilizé6 un anticuerpo irrelevante del mismo
isotipo y especie que el Mo-EB7 (IgG1 de ratdn, isotipo control). El indice de unién se
determiné como el cociente de la intensidad de fluorescencia detectada en las células
incubadas con el EgAgB sobre la intensidad de fluorescencia de las células control
(incubadas con PBS en lugar del EgAgB). Un esquema de la estrategia experimental

empleada para este andlisis se muestra en el panel A de la Figura 3.24.
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anti-lgG-FITC ‘U»»a,,q(Mo-EBn P
., &, EgAgB-Biotina

Receptor?

’ ’

0 CH
3 ‘: . q:
"" b (: cu. S (:
e ¥ 5 ~ G
Citometria de flujo Citometria de flujo
Indice de union: IF,estra/lF control Indice de union: IF estra/IF control

Figura 3.24. Esquemade la estrategia experimental paraanalizar launién del EQAgB nativo
y de las subunidades de EgAgB a los monocitos y macrofagos. (A) La unién del EgAgB
nativo y el EgAgB8/1 a las células se monitore6 empleando un anticuerpo monoclonal anti
EgAgB8/1 (Mo-EB7), el revelado se realiz6 empleando un anticuerpo anti-lgG conjugado a FITC.
(B) La unién de las subunidades EgAgB8/2 y EQAgB8/3 a las células se monitore6 empleando
las subunidades marcadas con biotina, el revelado se realiz6 empleando estreptavidina
conjugada a FITC. En ambos casos los resultados se expresaron como indice de union,
determinado como el cociente de la intensidad de fluorescencia detectada en las células
incubadas con el EgAgB sobre la intensidad de fluorescencia de las células control.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.25, donde se observa que el
EgAgB nativo se unié a monocitos y macréfagos de la linea celular THP-1. En el panel
A de la figura se muestra a través de un histograma la distribucion de la poblacién de
monocitos THP-1 de acuerdo a su fluorescencia. Se observé un aumento de la
fluorescencia de las células incubadas con concentraciones crecientes de EgAgB;
mientras que no se observo aumento de fluorescencia en todos los controles realizados
(control con PBS y controles de las interacciones inespecificas de los anticuerpos). Los
resultados obtenidos para cuatro experimentos independientes se representan en el
gréfico de barras del panel B, donde se observa un aumento significativo en el indice de
union del EgAgB nativo, que mostré dependencia con la dosis utilizada en estos
ensayos. Resultados similares fueron obtenidos para el caso de los macréfagos THP-1,

como se ilustra en los paneles C y D de la Figura 3.25. Estos resultados indican que el
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EgAgB nativo es capaz de unirse a los monocitos y los macréfagos THP-1 de forma

dependiente de la dosis, confirmando los datos previamente obtenidos (Ramos, 2008).
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Figura 3.25. Uni6on de EgAgB nativo a monocitos y macréfagos THP-1. Para analizar la union
de EgAgB nativo a monocitos y macrofagos THP-1 las células fueron incubadas con cantidades
crecientes de EgAgB (1, 5y 10 pg/mL) y el revelado de la unién se llevé a cabo empleando un
anticuerpo monoclonal anti-EgAgB8/1 (Mo-EB7) seguido de un anticuerpo anti-lgG/IgM
conjugado a FITC. Como control las células fueron tratadas con PBS (PBS), con un anticuerpo
IgG1 kappa de ratébn como isotipo control para el Mo-EB7 (Control Isotipico) o con EgAgB sin
agregado de Mo-EB7 (Control s/EB7); en todos los casos seguido del anticuerpo anti-lgG/IgM-
FITC. (A) y (C) Histogramas o distribucion de la poblacion celular en funcién de la fluorescencia
de FITC emitida, para monocitos y macréfagos THP-1. Se muestran en gris las células control y
en color naranja las células tratadas con EgAgB nativo. Los histogramas son representativos de
cuatro experimentos independientes para cada tipo celular. (B) y (D) indice de unién de EgAgB
nativo para monocitos y macréfagos THP-1. Este indice se calculé como el cociente entre la
intensidad de fluorescencia de cada muestra sobre la intensidad de fluorescencia del control con
PBS (indice de unién PBS = 1). Los datos se expresaron como el promedio + SEM de cuatro
experimentos independientes. Se indican con * los datos que mostraron diferencias significativas
con el control de PBS analizados mediante el test t, y con + los datos que presentaron diferencias
significativas entre si analizados mediante ANOVA, seguidos del test de Tukey. Este andlisis se
realizé empleando el programa GraphPad Prism. (*,* p < 0.05; **,** p < 0.005).
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Estos resultados sugieren la presencia de uno o mas receptores capaces de
reconocer al EgAgB en los monocitos y macréfagos. Por otro lado, al comparar la union
del EgAgB a los monocitos y macrofagos, se observa que el indice de unién fue mayor
en el caso de los macréfagos, para todas las concentraciones de EgAgB utilizadas,
sugiriendo que el EgAgB nativo presenta una mayor interaccion con los macréfagos.
Esto podria deberse tanto a una mayor expresion del/los receptor(es) que interactia(n)
con el EgAgB o a la expresién de receptores diferentes en los macréfagos

Para analizar la contribucion a la unibn a monocitos y macrofagos de los
componentes proteico y lipidico del EgGAgB se realizé el mismo ensayo de unién
empleando en primer lugar la subunidad EgAgB8/1 libre de lipidos. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 3.26. En este caso también se produjo un aumento
de la fluorescencia de las células al ser incubadas con concentraciones crecientes de
EgAgB8/1, mientras que en los controles no hubo aumento de fluorescencia (ver
histogramas de los paneles A y C de la figura). Los datos obtenidos a partir de tres
experimentos independientes se representan en el grafico de barras de los paneles By
D, donde se observa un aumento significativo y dependiente de la dosis en el indice de
unién del EgAgB8/1 tanto para los monocitos, como para los macréfagos THP-1. Estos
datos indicarian que la subunidad EgAgBS8/1 libre de lipidos es capaz de unirse
directamente a ambos tipos celulares, sugiriendo que la porcidn proteica puede
contribuir a la unién del EQAgB nativo a dichas células. En este caso también se observé
una mayor unioén a los macréfagos en comparaciéon con los monocitos, de forma similar
a lo observado para el EgAgB nativo. Sin embargo, el EgAgB nativo pareceria unirse
con mayor afinidad que el EgAgB8/1, ya que fue necesario emplear mayores
concentraciones de EgAgB8/1 para evidenciar la unién. Esto puede tener mdltiples
explicaciones, incluyendo el hecho de que el EQAgB expone probablemente un nimero
mayor de sitios para la unién (al menos se estiman del orden de la decena de
subunidades por particula) que los presentes en las subunidades recombinantes
deslipidizadas (oligbmeros de entre 7 u 8 subunidades en el caso de EgAgB8/1, segun
lo reportado previamente en este trabajo). Ademas no puede descartarse que la afinidad
de los receptores celulares por las otras subunidades del EgAgB sea mayor y/o que la
presencia de los lipidos favorezca la interaccion. Asi, para profundizar este andlisis, se
evalud la capacidad de unién de las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3 libres de
lipidos, y posteriormente se analizé la participacién de la fosfatidilcolina en la

interaccion, como se comentara mas adelante en esta seccion.
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Figura 3.26. Unién de la subunidad EgAgB8/1 a monocitos y macréfagos THP-1. La unién
de EgAgB8/1 a monocitos y macréfagos THP-1 fue analizada empleando cantidades crecientes
de EgAgB8/1 (10, 20 y 50 pg/mL) y revelada como se describi6 en la Figura 3.25, empleando los
mismos controles. (A) y (C) Histogramas obtenidos para monocitos y macréfagos THP-1. Se
muestran en gris las células control y en color verde las células tratadas con EgAgB8/1. Los
histogramas son representativos de tres experimentos independientes para cada tipo celular. (B)
y (D) indice de unién de EgAgB8/1 para monocitos y macréfagos THP-1, expresados como el
promedio + SEM de tres experimentos independientes. Se indican con * los datos que mostraron
diferencias significativas con el control analizados mediante el test t, y con + los datos que
presentaron diferencias significativas entre si analizados mediante ANOVA, seguido del test de
Tukey. El analisis estadistico se realizd6 empleando el programa GraphPad Prism (*,* p < 0.05;
** ++ p < 0.005, *** p < 0.0005).

Para analizar la capacidad de las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3 a los
monocitos y macrofagos, dado que no se contaba con anticuerpos monoclonales contra
estas subunidades para emplear la misma estrategia que la descripta anteriormente, se

utilizaron las subunidades marcadas con botina, tal como se describié en la seccion
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Materiales y Métodos (ver item 2.5.3.2). El revelado de la unidn en este caso se realizo
empleando estreptavidina conjugada a FITC. Un esquema de esta estrategia
experimental se muestra en el panel B de la Figura 3.24. De forma comparativa también
se marcé la subunidad EgAgB8/1. Los resultados obtenidos para estas subunidades se
muestran en la Figura 3.27. En los paneles A y B de la figura se observan los
histogramas obtenidos para los monocitos y macréfagos al emplear las subunidades
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 marcadas con biotina. Como se puede observar,
utilizando esta metodologia también se observo la unién de la subunidad EgAgB8/1 libre
de lipidos a ambos tipos celulares y se encontr6 que la subunidad EgAgB8/3 libre de
lipidos también es capaz de unirse tanto a los monocitos como macréfagos THP-1, dado
gue las poblaciones celulares presentaron mayor fluorescencia que el control con PBS.
Por otro lado, la unién de la subunidad EgAgB8/2 a ambos tipos celulares fue menor
comparativamente con la union de EgAgB8/1 y EgAgB8/2. Como se observa en el panel
C al analizar los indices de unién a los monocitos de las tres subunidades, el EQAgB8/1
y EQAgB8/3 presentaron una union significativamente mayor que la proteina
ovoalbumina (OVA) marcada con biotina empleada como control. Por otro lado, el indice
de union del EQAgB8/2 no presenté diferencias significativas respecto al indice de unién
de la OVA. En el panel D se observa que el indice de union de las tres subunidades a
macrofagos fue significativamente mayor que el que presentd la IgG marcada con
biotina empleada como control en estos ensayos. Cabe mencionar que en este caso, el
indice de unién de la proteina EgAgB8/2 fue menor que el de EgAgB8/1 y EgAgB8/3.
En conjunto los resultados indican que principalmente las subunidades EgAgB8/1 y
EgAgB8/3, y en menor grado la subunidad EgAgB8/2, son reconocidas por éstas
células. Esto estaria de acuerdo con el hecho de que las subunidades EgAgB8/1 y
EgAgB8/3 son mas parecidas entre si, que con la subunidad EgAgB8/2 (ver Figura
1.12). No se puede descartar que la union de biotina pueda haber alterado las
propiedades de union de la subunidad EgAgB8/2, disminuyendo su union a las células.
En este sentido, cabe mencionar que estos resultados se reprodujeron con varios
conjugados de EgAgB8/2 con biotina preparados en forma independiente y en paralelo
con los correspondientes del EQAgB8/1 y EgAgB8/3. Ademas, se utilizé una relacién
molar de biotina igual para todas las subunidades, lo cual hace improbable que los
mismos residuos se vieron afectados por la unién de la biotina en diferentes
preparaciones. Por otro lado, es interesante destacar que la unién de las subunidad
EgAgB8/3 también fue significativamente mayor que la de la subunidad EgAgB8/1 para
las dos concentraciones ensayadas, en ambos tipos celulares. Asimismo, en todos los

casos, nuevamente se encontrd que la unién a los macréfagos fue mayor que la unién
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a los monocitos, como se puede observar al comparar las barras de los graficos en los

paneles Cy D de la Figura 3.27.
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Figura 3.27. Unién de lasubunidades de EQAgB a monocitos y macréfagos THP-1. La unién
de EgAgB8/1 (verde), EQAgB8/2 (celeste) y EgAgB8/3 (violeta) marcadas con biotina (50 y 100
pg/mL) se reveld6 empleando estreptavidina-FITC. (A) y (B) Histogramas obtenidos para
monocitos y macrofagos THP-1, se muestran los datos para 100 pug/mL. (C) y (D) indice de union
de las subunidades de EgAgB para monocitos y macréfagos THP-1, expresados como el
promedio + SEM de tres experimentos independientes. Se indican los datos que presentaron
diferencias significativas, con los controles de OVA e IgG marcadas con biotina (OVA-B, 1gG-B)

para monocitos y macrofagos, respectivamente. Los datos fueron analizados mediante ANOVA
seguido del test de Dunnett para la comparacion con el control, empleando el programa
GraphPad Prism (* p < 0.05); ** p < 0.005; *** (p < 0.0005).
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Para profundizar el andlisis de la union de las distintas subunidades libres de lipidos
a los monocitos y macréfagos, se realizaron ensayos empleando células primarias de
raton obtenidas de un infiltrado inflamatorio, tal como se describi6 la seccion Materiales
y Métodos (ver item 2.5.3.3). Ademas del hecho de emplear células primarias en lugar
de una linea celular, este andlisis permite comparar la unién del EgAgB a diferentes
tipos de células inflamatorias, ya que ademas de monocitos y macréfagos, mediante
este método también se obtienen otros tipos celulares como neutréfilos, eosindfilos,
basdfilos y linfocitos. En estos ensayos se emple6 el EQAgB nativo, asi como también
las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3, todos marcados con biotina. Como control se
empled la proteina OVA marcada con biotina en las mismas condiciones. Entre las
células inflamatorias obtenidas mediante lavado peritoneal, se analizé la union de estas
proteinas a los macréfagos y a los linfocitos. Como se observa en los paneles Ay B de
la Figura 3.28, los macrofagos fueron seleccionados de acuerdo a la expresién en
membrana de la proteina F4/80 especifica de macréfagos (Gordon et al.,, 2011),
mediante tincién con un anticuerpo anti-F4/80 de ratdn; mientras que los linfocitos fueron
seleccionados a partir del gréfico de puntos de acuerdo a sus valores de dispersion
lateral (SSC) y dispersion frontal (FSC), dentro de la poblacién F4/80 negativa. Los
resultados obtenidos para el analisis de la unién de las subunidades de EgAgB y del
EgAgB nativo a estos macréofagos y linfocitos, se observa en el panel C de la Figura
3.28. Como se observa en la figura, el EGAgB nativo y la subunidad EgAgB8/3 libre de
lipidos fueron capaces de unirse a los macréfagos inflamatorios murinos, ya que se
determiné que su indice de unidn fue significativamente mayor al de la proteina OVA
empleada como control. En el caso de EgAgB8/2; si bien se observo una tendencia
hacia valores en el indice de unién mayores que los obtenidos para el control, el andlisis
estadistico no demostr6 que este aumento fuera significativo. En cuanto a la union a los
linfocitos, se observd un aumento significativo en el indice de union a la maxima
concentracion de EgAgB8/3 respecto a la OVA a la misma concentracion, sin embargo
al comparar este aumento con el que se produjo en el caso de los macréfagos, se puede
observar que para los macréfagos el aumento fue aproximadamente diez veces superior
al que se produjo para los linfocitos. Estos resultados apoyan los resultados obtenidos
empleando los monocitos y macréfagos de la linea celular THP-1 y sugieren que el
EgAgB nativo y la subunidad EgAgB8/3 libre de lipidos son capaces de unirse de forma
preferencial a los macrofagos, y que podrian existir diferencias en la capacidad de

diferentes subunidades del EgAgB de interactuar con las células del hospedero.
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Figura 3.28. Unidn de la subunidades de EgAgB a células inflamatorias de ratén. La unién
de las subunidades de EgAgB y del EgAgB nativo a células inflamatorias de ratén se evalué
empleando células recuperadas de un infiltrado inflamatorio peritoneal. Los macréfagos se
seleccionaron mediante tincién con un anticuerpo anti-F4/80 conjugado a ficoeritrina (FE). (A)
Histograma de la poblacién celular en funcion de la fluorescencia de FE. Las células F4/80
negativas (-) se tomaron de acuerdo con la emisién de fluorescencia producida por la incubacién
con un anticuerpo 1gG2a kappa de ratdén conjugado a FE empleado como isotipo control (gris).
En rojo se muestra el histograma obtenido empleando el anti-F4/80-FE, se consideraron las
células F4/80 positivas (+), como aquellas que presentaron fluorescencia mayor a la del isotipo
control. (B) Grafico de puntos SSC vs FSC donde se indican en rojo las células correspondientes
a macréfagos (F4/80 (+)) y en azul los linfocitos. (C) Se representa la union de OVA (gris),
EgAgB8/2 (celeste), EgAgB8/3 (violeta) y EgAgB nativo (naranja) a macréfagos (barras sin
relleno) y a linfocitos (barras con lineas en diagonal). Se emplearon las proteinas marcadas con
biotina a 20, 50 y 100 pg/mL, la uniéon se revelé empleando estreptavidina-FITC. El indice de
union se calculé como fue descripto previamente y fue expresado como el promedio + SEM de
tres experimentos independientes, salvo en el caso de EgAgB nativo a 20 y 50 pg/mL que
corresponden a dos experimentos independientes. Se indican los datos que presentaron
diferencias significativas respecto a OVA para cada concentracion, analizados mediante ANOVA
seguido del test de Dunnett, empleando el programa GraphPad Prism (* p < 0.05; ** (p < 0.005).
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3.5.2. Andlisis de la contribucion de la fosfatidilcolina presente en el EgQAgB

nativo en la interaccion con monocitos y macréfagos THP-1

En el item anterior se describié la union del EQAgB nativo, asi como también de
algunas de las subunidades libres de lipidos a monocitos y macrofagos. Concretamente
se determind que principalmente las subunidades deslipidizadas EgAgB8/1y EQAgB8/3,
pueden ser reconocidas por éstas células, lo cual sugiere que las subunidades proteicas
median la interaccion de la particula nativa con las células. Sin embargo, dado que el
EgAgB nativo es una molécula compleja con un alto porcentaje de lipidos, es probable
que no solo las subunidades proteicas, sino también los lipidos polares como la
fosfatidilcolina (PC) se ubiguen superficialmente, y puedan participar en la interacciéon
con estas células. Por esa razén, nos interesé analizar el papel de la PC en la interaccién
del EgAgB nativo con monocitos y macrofagos. Para iniciar este analisis el EQAgB nativo
fue tratado con fosfolipasa D (PLD), enzima que hidroliza la PC, dejando en su lugar al
acido fosfatidico y liberando el grupo colina, cambio que modificaria sustancialmente la
cabeza polar de la PC expuesta en el EQAgB. Posteriormente, el EQAgB tratado con
PLD (EgAgB-PLD) fue purificado por ultracentrifugacién para eliminar la PLD y la colina
y evitar interferencias en estos ensayos. Como control de este procedimiento a una
fraccion de EgAgB se le aplicé el mismo tratamiento sin agregado de PLD (EgAgB
control). Un esquema de la estrategia experimental utilizada se muestra en el panel A
de la Figura 3.29.

Para verificar la efectividad del tratamiento, se realizdé una extraccion lipidica del
EgAgB-PLD y del EgAgB control y las fracciones lipidicas obtenidas se analizaron
mediante TLC, tal como se explico en la seccion Materiales y Métodos (ver item 2.5.2.2).
En el panel B se muestran los resultados obtenidos mediante este analisis, dénde se
observa que el tratamiento con PLD resulté efectivo, dado que desaparecio la banda
correspondiente a PC en la fraccién lipidica del EQAgB-PLD y no en su control. M&s aun
el perfil de bandas correspondientes a todos los fosfolipidos muestra alteracion, con la
aparicion de una nueva banda que migra mas que la PC, y que podria corresponder al
acido fosfatidico. Por tanto el tratamiento con PLD permitido obtener una particula de
EgAgB con modificaciones en sus fosfolipidos, principalmente con la desaparicion de la
PC, que por tanto resulta util para analizar su contribuciéon a la unibn a monocitos y
macréfagos. Para analizar la capacidad de union del EQAgB-PLD a los monocitos y

macroéfagos de la linea THP-1 y compararla con el EQAgB control, se realizaron ensayos
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de union utilizando el anticuerpo Mo-EB7 seguido del conjugado anti-IgG/IgM-FICT para

el revelado (ver item 2.5.4.1), como se muestra en los paneles C y D de la Figura 3.29.
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Figura 3.29. Analisis de la contribucion de la PC en la union del EQAgB a monocitos y
macrifagos THP-1. (A) Esquema de la estrategia experimental utilizada para este analisis. El
EgAgB nativo se dividié en dos fracciones, una de ellas fue sometida a tratamiento con PLD
(EgAgB-PLD), mientras que a la otra se le aplicé el mismo tratamiento sin agregado de PLD
(EgAgB Control). La PLD fue eliminada por ultracentrifugacion y la capacidad de ambas muestras
de unirse a monocitos y macrofagos se realiz6 mediante citometria de flujo, como fue descripto
previamente. (B) Las fracciones lipidicas del EgAgB Control y del EgAgB-PLD fueron analizadas
mediante TLC de doble desarrollo y reveladas mediante tincién con vapores de iodo. Como
control se realizé el mismo procedimiento para la solucion de PBS en la que se obtuvo el EgAgB
nativo. Las especies lipidicas se identificaron por comparacién con un estandar corrido en
paralelo (STD), como fue descripto en la Figura 3.7. Se indica con una flecha llena la banda
correspondiente a PC y con una flecha puteada la banda que podria corresponder al acido
fosfatidico. (C) y (D) Union del EgAgB-PLD y el EgAgB control (10 pg/mL) a monocitos y
macrofagos THP-1, respectivamente. Esta union se reveld6 empleando el anticuerpo Mo-EB7
seguido del anticuerpo anti-lgG/IgM-FITC. Los resultados se expresaron como porcentaje de
unién tomando como 100% la unién del EgAgB nativo sin ningln tratamiento. Los datos
corresponden al promedio de tres experimentos independientes + SEM. Se indican los datos que
presentaron diferencias significativas respecto al EgAgB nativo, analizados mediante ANOVA
seguido del test de Dunnett, empleando el programa GraphPad Prism (*** p < 0.0005).
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Los resultados obtenidos al analizar la union del EQAgB-PLD y el EgAgB control se
expresaron como porcentaje de union tomando como 100% la unién del EQAgB nativo
sin ningun tratamiento. Como se observa en los paneles C y D de la Figura 3.29, tanto
en monocitos, como en macréfagos, la unién del EgAgB control no varié respecto a la
unién del EgAgB nativo sin tratamiento, mientras que la unién del EgAgB-PLD fue
significativamente menor. Este resultado sugiere que de algun modo la PC influye en la
unién del EgAgB a estas células. Esto puede deberse tanto a una participacién directa
de la PC en la unién o a una participacion indirecta, en donde la PC madifique la forma
en la que se exponen las subunidades de EgAgB en la particula nativa afectando la
capacidad de union del EgAgB a estas células.

Finalmente, para complementar los estudios del papel de la PC en la interaccion
del EgAgB con las células se realizaron ensayos de competencia con vesiculas
unilamelares grandes (LUVs) compuestas por PC o PC/PS (50:50 molar), tal como se
describié en el seccion Materiales y Métodos (ver item 2.5.4.2). En estos ensayos se
emplearon monocitos THP-1 que fueron pre-incubados con las vesiculas y
posteriormente tratados con EgAgB nativo marcado con biotina, revelando la unién con
estreptavidina-FITC. Los resultados se expresaron como porcentaje de union tomando
como 100% la union del EgAgB nativo a las células pre-incubadas con PBS como
control. Como se muestra en la Figura 3.30, el porcentaje de unién de EgAgB a las
células pre-incubadas con LUVs de PC mostr6 una leve disminucién significativa
respecto a la union a las células tratadas con LUVs de PC/PS. Este resultado muestra
gue las LUVs de PC no lograron inhibir en forma notoria la interaccién del EgAgB con
las células. Esta leve inhibicién (~ 10%) contrasta con la reducida capacidad de unién
del EgAgB tratado con PLD (80% menos que el control), sugiriendo que posiblemente
la inhibicién en la unién a las células que se observé en el caso del EgAgB tratado con
PLD se deba mayormente a la participacion de la PC en la exposicion de las distintas
subunidades de EgAgB en la particula nativa, mas que a una interaccién directa de la
PC con las células, dado que la inhibicién de la unién en el caso de EgAgB-PLD fue

mucho mayor que la observada mediante competencia con las vesiculas de PC.
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Figura 3.30. Competencia por la unién a monocitos THP-1 con LUVs de PC y PC/PS. La
union de EgAgB nativo marcado con biotina (100 pg/mL) a monocitos THP-1 pre-incubados con
LUVs de PC o PC/PS (500 pug/mL) fue revelada empleando estreptavidina-FITC. Los resultados
se expresaron como porcentaje de unién tomando como 100% la unién del EgAgB nativo a
monocitos pre-incubados con PBS como control. Los datos corresponden al promedio de tres
experimentos independientes + SEM. Se indican los datos que presentaron diferencias
significativas en comparacién con el control en ausencia de LUVs, analizados empleando
ANOVA seguido del test de Dunnett, empleando el programa GraphPad Prism (* p < 0.05).

3.5.3. Ensayos de competencia empleando lipoproteinas plasmaticas

Los resultados descriptos hasta el momento en relacién a la unién de EgAgB a
monocitos y macréfagos sugieren la existencia de receptores en estas células capaces
de reconocer al EQAgB. Este reconocimiento pareceria estar dado a través de algunas
subunidades de EgAgB, aunque los lipidos, en particular los fosfolipidos como la PC,
tendrian un papel importante en la interaccién, por lo menos en relacion a la forma en
gue se arma la particula nativa para exponer estas subunidades. Dado que el EgAgB
nativo podria adoptar una estructura similar a la de las lipoproteinas plasmaticas y que
las subunidades de EgAgB comparten motivos moleculares con algunas
apolipoproteinas que son reconocidas por distintos receptores de lipoproteinas
plasmaticas, es posible pensar que el EQAgB sea reconocido este tipo de receptores.
Con el fin de evaluar esta posibilidad se realizaron ensayos de competencia empleando
HDL y LDL. Estas lipoproteinas se purificaron a partir de plasma humano, tal como fue

descripto en la seccion Materiales y Métodos (ver item 2.5.2.4). En estos ensayos las
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células fueron pre-incubadas con las lipoproteinas y posteriormente fueron tratadas con
concentraciones crecientes de EgAgB nativo marcado con biotina. Como control, se
realizé6 el mismo ensayo empleando OVA marcada con biotina en las mismas
condiciones. La union fue revelada empleando estreptavidina-FITC y los resultados se
expresaron como indice de union, tal como fue descripto previamente (ver item 3.5.1).
Como se observa en la Figura 3.31, no se produjo union de la OVA marcada con biotina
a los monocitos, ya que el indice de union fue cercano a uno en todas las condiciones
utilizadas. Por el contrario, en el caso del EgAgB nativo el indice de unién aumento al
aumentar la concentracion, tal como fue descripto en los items previos. Al comparar la
unién del EQAgB a las células pre-incubadas con HDL y LDL, se pudo observar una leve
disminucién, mas marcada en el caso de la HDL. Sin embargo, si bien esta tendencia
se cumple para todas las concentraciones de EQAgB empleadas, el analisis estadistico
mostro que esta disminucion no fue significativa para ninguna de las dos lipoproteinas.
Este resultado sugiere que si bien no se podria descartar que el EQAgB pueda compartir
receptores con las lipoproteinas plasmaticas, el mismo es capaz de ser reconocido por

estas células aun en presencia de HDL y LDL.
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Figura 3.31. Competencia por la unién a monocitos THP-1 con lipoproteinas plasmaticas.
La unién de EgAgB nativo marcado con biotina (20, 50 y 100 pg/mL) a monocitos THP-1
pre-incubados con PBS, HDL o LDL (500 pg/mL) fue revelada empleando estreptavidina-FITC.
Comparativamente también se utilizé OVA marcada con biotina a 100 pg/mL. El indice de union
se calculé como el cociente entre la intensidad de fluorescencia de cada muestra sobre la
intensidad de fluorescencia del control con PBS para cada concentracion de OVA o EgAgB
utilizada. Los datos corresponden al promedio de tres experimentos independientes + SEM. Las
diferencias significativas entre la unién a las células pre-incubadas con HDL o LDL fueron
analizadas empleando ANOVA seguido del test de Dunnett comparando con las células en
ausencia de lipoproteinas (pre-incubadas con PBS) para cada concentraciéon de OVA o EgAgB.
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Asimismo, los resultados obtenidos en los experimentos de competencia con las
lipoproteinas plasmaticas apoyan la idea de que la PC participaria principalmente en la
forma en la que se exponen las subunidades de EgAgB en la particula nativa, puesto
gue la PC presente en estas lipoproteinas tampoco produjo una inhibicion en la unién
del EgAgB tan importante como la observada en el caso del EQAgB tratado con PLD.

Como resumen de los resultados presentados en esta seccién, se pudo determinar
gue células inflamatorias, como los monocitos y macrofagos, son capaces de unir al
EgAgB nativo, asi como a las subunidades libres de lipidos, en particular EQAgB8/1 y
EgAgB8/3. Por otra parte, también se pudo establecer que la PC es importante en la
interaccion, posiblemente participando en la forma en que las subunidades de EgAgB
se presentan en la particula de EgAgB nativo, mas que a través de una interaccién
directa con las células. Por otro lado, realizando ensayos de competencia a las
lipoproteinas plasmaticas, HDL y LDL, se observo que éstas no fueron capaces de
inhibir significativamente la unién del EgAgB nativo a monocitos. Estos datos sugieren
gue otros receptores no compartidos con estas lipoproteinas podrian estar

reconociendo al EgAgB en estas células.
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La hipétesis general planteada en el presente trabajo de tesis esta relacionada
con el posible papel del EgAgB de E. granulosus en el intercambio de lipidos con el
hospedador, que involucra la necesidad de captar especies lipidicas que el parasito
no puede sintetizar y el transporte posterior de estos lipidos dentro del parasito. A su
vez, esta funcion podria estar relacionada con la funcién anti-inflamatoria propuesta
para esta molécula en base a sus efectos sobre algunos tipos de células mieloides,
puesto que un posible blanco molecular para la adquisicién de los lipidos desde el
hospedador podrian ser estas células. Dado que distintas subunidades de EgAgB son
expresadas en el metacestodo de E. granulosus, seria posible que estas subunidades
cumplan distintas funciones, ya sea uniendo y/o transportando distintos tipos de
lipidos, asi como interaccionando con distintos blancos moleculares.

Dentro de los interrogantes que es posible plantear en el marco de esta hipétesis
general, el objetivo global de este trabajo fue avanzar en la caracterizacion estructural
y funcional del EgAgB, méas especificamente en la forma en que se asocian los
constituyentes proteicos y lipidicos en la particula y en la contribucién que estas
fracciones tienen a algunas de las propiedades descriptas para el EgAgB nativo. En
particular los objetivos especificos planteados fueron: i) la obtencion de las
subunidades de EgAgB libres de lipidos, ii) el analisis de la capacidad de
oligomerizacion de estas subunidades, iii) el analisis de las propiedades de unién de
estas subunidades a distintos ligandos lipidicos, iv) la capacidad de distintas
subunidades de transferir ligandos hacia membranas fosfolipidicas modelo y v) la
participacion de distintas subunidades y/o de la fraccidn lipidica en el reconocimiento
del EgAgB nativo por monocitos y macrofagos. En los capitulos previos se describieron
los métodos llevados a cabo para cumplir estos objetivos, asi como los resultados
obtenidos en el transcurso de este trabajo. En este capitulo se discuten con mas
detalle estos resultados, destacando los aspectos mas relevantes de los mismos y

comparandolos con los antecedentes previos.

4.1. Obtencién de las subunidades recombinantes de EgAgB libres de

lipidos

Para llevar a cabo el andlisis de la capacidad de oligomerizacion de las
subunidades de EgAgB en ausencia de ligandos, la caracterizaciéon de sus

propiedades de union, su capacidad de transferir ligandos, asi como la participacion
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de la fraccidén proteica y lipidica en la interaccion con células del sistema inmune,
primeramente fue fundamental la obtenciéon de las subunidades recombinantes de
EgAgB libres de lipidos.

Para obtener las subunidades libres de lipidos, como primera estrategia se decidid
subclonar los ADN codificantes para las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y
EgAgB8/3 en el plasmido pET28b para purificar estas subunidades mediante
cromatografia de afinidad con metales quelados, haciendo uso de la cola de histidinas
con la que se expresan las proteinas en dicho pldsmido. Este método de purificacion
ha sido ampliamente utilizado en nuestro laboratorio para la obtencion de otras
proteinas recombinantes, por lo cual ademas de la experiencia de los investigadores
en su aplicacion, se disponia de todos los reactivos necesarios para llevarlo a cabo de
inmediato. De este modo, mediante técnicas de biologia molecular se logré obtener la
construccién pET28b-EgAgB8/1, que fue verificada mediante secuenciacion. En el
sistema pET se utiliza la ADN polimerasa del bacteriéfago T7 para dirigir la expresion
del gen de interés, enzima que se expresa en la cepa de E. coli BL21-(DE3) bajo
control de un promotor inducible por IPTG (Studier & Moffatt, 1986). Para evaluar la
expresion de la proteina EgAgB8/1 a partir del plasmido pET28b se ensayaron
distintas temperaturas de induccion y concentraciones de IPTG, sin embargo, no fue
posible obtener cantidades de proteina detectables mediante SDS-PAGE en la cepa
BL21-(DE3). Dado que ha sido reportado que en este sistema existe un nivel basal de
expresion aln en ausencia de inductor y que esto puede llevar a una disminucion en
la estabilidad del plasmido, y por consiguiente a su eliminacion, también se ensayo6 la
expresion de EgAgB8/1 en la cepa de expresion BL21-(DE3)-pLysS. En esta cepa, el
plasmido pLysS produce la lisozima del bacteriéfago T7, enzima que actda como
inhibidor natural de la polimerasa T7, mejorando asi la induccién basal que ocurre en
la cepa BL21-(DE3) (Studier, 1991). Sin embargo, tampoco en esta cepa fue posible
lograr una mejor expresion de la proteina EQAgB8/1 en ninguna de las condiciones
ensayadas. Cabe mencionar que todas las cepas BL21 utilizadas son adecuadas para
la expresion de proteinas, dado que carecen de las proteasas OmpT y Lon,
involucradas en la degradacion proteica. Si bien no se pudo determinar el motivo por
el cual el EQAgBB8/1 no se expreso en este sistema, una hipétesis posible es que esta
subunidad resulte toxica para las bacterias, ya que se sabe que algunos péptidos
formados por a-hélices anfipaticas resultan téxicos porque perturban la membrana
plasmatica bacteriana (Oren & Shai, 1998; Shai, 2002). Ademas, este inconveniente
no es un hecho Unicamente ocurrido para la expresion de la subunidad EQAgB8/1 en

el sistema pET, sino que también ha sido constatado por otros investigadores para las
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subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/4 (Kamenetzky, 2007). Por otro lado, esta hipétesis
explicaria el hecho de que en ensayos previos fue posible obtener las subunidades
recombinantes de EgAgB como proteinas de fusiébn a GST (Fernandez et al., 1996;
Rott et al., 2000; Monteiro et al., 2007), dado que la GST podria estar previniendo los
efectos toxicos causados por las subunidades expresadas en el sistema pET (Harper
& Speicher, 2011).

Dado que no se obtuvieron resultados empleando el sistema pET28b y que la
expresion de las subunidades como proteinas de fusién a GST brind6 anteriormente
buenos resultados, se decidi6 cambiar la estrategia experimental y purificar las
subunidades de EgAgB como proteinas de fusion a GST a partir del plasmido pGEX,
a pesar de no ser un método desarrollado previamente en nuestro laboratorio. Para
ello, primeramente se puso a punto la purificacion de la subunidad EgAgB8/3
fusionada a GST a partir del plasmido pGEX-4T-1. Durante esta puesta a punto se
constatd que una fraccion importante de proteina de fusibn EgAgB8/3-GST se
mantuvo en la fraccién insoluble luego de la lisis de las bacterias. Como se describié
en el item 3.1.2 del capitulo Resultados, se realizaron varios intentos tendientes a
mejorar la cantidad de proteina de fusion soluble obtenida. Los mejores resultados se
obtuvieron disminuyendo el volumen del cultivo y aumentando la agitacién del mismo,
de modo tal de maximizar la aireacién y permitir una correcta oxigenacion del cultivo.
En la mayoria de los casos la produccién de proteinas recombinantes es llevada a
cabo bajo condiciones aerobias para obtener un mayor rendimiento de biomasa y
producto, ya que la generacién de energia es mayor que bajo condiciones anaerobias.
Ademas, bajo condiciones anaerobias la glucosa del medio es oxidada sélo de forma
parcial por E. coli, lo que conlleva a la acumulacién de subproductos de fermentacién
gue pueden resultar téxicos. Asimismo, estos procesos podrian afectar la solubilidad
de las proteinas recombinantes sobre-expresadas en la bacteria. En los cultivos
liquidos a la escala empleada en el laboratorio el oxigeno que utilizan las bacterias es
el oxigeno disuelto en el medio proveniente del oxigeno atmosférico. En algunos
casos, la expresion de proteinas recombinantes tras la induccion esta acompafiada de
un aumento en la tasa de consumo de oxigeno y por lo tanto de una disminucion en la
concentracion de oxigeno disuelta en el medio (Bhattacharya & Dubey, 1997). Por este
motivo es probable que el hecho de disminuir el volumen del cultivo y de aumentar la
velocidad de agitacion aumente la superficie de contacto y permita una mayor
uniformidad de la suspension de bacterias de forma tal de aumentar el intercambio
entre éstas y el medio. Asimismo, la turbulencia generada por la agitacion

posiblemente permita la division de las burbujas de aire lo que también aumenta la
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superficie de contacto. Mediante este ajuste en las condiciones de cultivo fue posible
obtener una buena proporcion de EgAgB8/3-GST, y también de EgAgB8/1-GST y
EgAgB8/2-GST solubles. Una vez que se logré mejorar la cantidad de proteina de
fusién soluble, se prosiguié con la purificacion de las mismas mediante afinidad
empleando una columna de glutation. Finalmente, las subunidades fueron separadas
de la porcidon de GST mediante protedlisis especifica con trombina. Empleando dicho
protocolo fue posible obtener cantidades adecuadas de las subunidades
recombinantes EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 con un alto grado de pureza.

Con el objetivo de obtener las subunidades del EgAgB libres de lipidos fue
necesario ajustar un método para remover los ligandos provenientes de la bacteria que
se hubieran unido durante la sintesis de las subunidades en E. coli. En primer lugar
analizamos qué clases lipidicas contenian las subunidades recombinantes realizando
una extraccion lipidica y posterior analisis por TLC. Se encontr6 que las tres
subunidades unen mayoritariamente fosfolipidos de E. coli, en particular PE y CL. Este
resultado no llamo la atencién, ya que se habia descripto previamente que la particula
nativa de EgAgB contiene fosfolipidos, principalmente PC, en concordancia con la
abundancia de fosfolipidos en el liquido hidatico (Obal et al., 2012). En E. coli no se
ha detectado PC, y dentro de sus fosfolipidos mayoritarios se encuentran la PE y la
CL (Ames, 1968; De Siervo, 1969), tal como fue constatado en el andlisis de las
especies lipidicas de la cepa de E. coli utilizada para la expresion de las subunidades
de EgAgB. Por este motivo, resulta razonable que los fosfolipidos unidos por las
subunidades de EgAgB se encuentren entre estas especies, a pesar de que en la
particula nativa la PC sea el fosfolipido mayoritario. Para lograr remover estos ligandos
de las subunidades recombinantes EgAgB8/1 y EgAgB8/2, en trabajos previos se
habia utilizado la resina hidrofobica Lipidex (Chemale et al., 2005). Sin embargo, en
nuestro laboratorio esta resina no resulté apropiada para la remocion completa de
ligandos asociados a varias LBPs provenientes de organismos parasitos. Por esa
razon optamos por un método basado en RP-HPLC, originalmente desarrollado para
remover los ligandos de varias LBPs para el andlisis estructural de estas proteinas
mediante resonancia magnética nuclear (Meenan et al., 2011), y que ademas habia
resultado efectivo para deslipidizar varias LBPs en nuestro laboratorio (Ibafiez
Shimabukuro, 2014; Rey Burusco, 2014). Por otro lado dada la complejidad del
EgAgB, molécula con potencial para oligomerizar y capaz de unir una gran variedad y
cantidad de lipidos, preferimos optar por este método a pesar de que se trata de un
método muy drastico que implica la desnaturalizacién de las proteinas seguida de su

renaturalizacion. Aplicando el protocolo descripto por Meenan y colaboradores, fue
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posible remover los fosfolipidos unidos a las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y
EgAgB8/3, de acuerdo con el analisis de la extraccion lipidica realizada luego del
tratamiento mediante RP-HPLC. Vale la pena comentar que la aplicacién de este
método permitié constatar que la subunidad EgAgB8/1 presenta un componente mas
hidrofébico que las subunidades EgAgB8/2 o EgAgB8/3, dado que el gradiente
empleado para su elucion implicé un mayor porcentaje de solvente organico (95% de
acetronitrilo para EgAgB8/1 versus 70% para EgAgB8/2 o EgAgB8/3). Del mismo
modo, en todas las purificaciones de esta subunidad se observé una mayor tendencia
a precipitar luego de la renaturalizacion en solucion acuosa, lo cual indicaria una menor
estabilidad del EgAgB8/1 frente a la deslipidizacién. Es probable que estos factores
contribuyeran al menor rendimiento final obtenido tras la expresion, purificacion y
deslipidizacion del EQAgB8/1 en comparacion con el EQAgB8/2 y EgAgB8/3.

La caracterizacion estructural de las subunidades de EgAgB se llevo a cabo
mediante CD; para las tres subunidades se observd un espectro caracteristico de
proteinas con alto contenido en a-hélices, tal como fue previamente descripto, tanto
para la proteina nativa como para las subunidades recombinantes (Oriol & Oriol, 1975;
Gonzéalez-Sapienza & Cachau, 2003; Monteiro et al., 2007). La deconvolucién de los
espectros de CD sugiri6é que estas proteinas presentan un contenido de a-hélices que
vario entre el 30 y el 60% y un contenido de random coil o plegamiento con giros al
azar que varié entre el 29 y 50% entre las distintas subunidades. Si bien estos
porcentajes no siempre son exactos empleando distintos métodos de deconvolucion,
al compararlos con los obtenidos por Monteiro y colaboradores (Monteiro et al., 2007),
se observa que para las subunidades con lipidos estos autores obtuvieron valores que
practicamente no variaron entre las distintas subunidades y se asemejaron a los
obtenidos para el EQAgB nativo. De hecho todos los espectros de CD obtenidos por
estos autores son practicamente superponibles. Esto podria sugerir que al encontrarse
en presencia de los lipidos de la bacteria, las tres subunidades adoptan una estructura
similar a la que adoptarian en la particula de EQAgB nativo, mientras que en ausencia
de los lipidos estariamos observando ciertas diferencias en la estructura intrinseca que
adoptarian las subunidades por si mismas sin la participacion de sus ligandos. De
acuerdo con datos obtenidos in silico en el marco de una colaboracion recientemente
establecida con el grupo del Dr. Marcelo Costabel (Universidad Nacional del Sur,
Bahia Blanca, Argentina), parecen existir algunas diferencias en el plegamiento de las
subunidades del EgAgB, principalmente en el EgAgB1 en relacion a las demas
subunidades. Esta informacion se discute més adelante con mas detalle en esta

seccion (ver item 4.6).
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Como resumen de los resultados discutidos en referencia al primer objetivo de
este trabajo, el método mas eficiente para la obtencién de las subunidades
recombinantes fue la expresion como proteinas de fusién a GST, lo cual podria
colaborar previniendo su potencial toxicidad para la bacteria al ser expresadas sin la
porcion de GST. Asimismo, luego de ajustar las condiciones del cultivo mejorando la
aireacion del mismo, fue posible obtener cantidades adecuadas de proteina de fusién
soluble y por consiguiente obtener cantidades adecuadas de las subunidades
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgQAgB8/3. Los ligandos lipidicos provenientes de E. coli que
co-purificaron con las subunidades, principalmente PE y CL, fueron removidos
eficientemente empleando el método basado en RP-HPLC. Las proteinas libres de
lipidos obtenidas mediante este método presentaron una estructura secundaria acorde
a la reportada previamente (Oriol & Oriol, 1975; Gonzalez-Sapienza & Cachau, 2003;
Monteiro et al., 2007) y a los datos de modelado molecular recientemente obtenidos
(Dr. Costabel, comunicacion personal).

4.2.Analisis de la capacidad de oligomerizacion de las subunidades de

EgAgB libres de lipidos

Como se ha comentado a lo largo de este trabajo, una caracteristica de las
subunidades de EgAgB es su capacidad de auto-ensamblarse en oligobmeros de mayor
tamafio (Monteiro et al., 2007, 2012). Se ha propuesto que la caracteristica anfipatica
de las subunidades, asi como su disposicion de cargas eléctricas, de acuerdo a
estudios de modelado molecular, favorecen esta auto-asociacion (Monteiro et al.,
2007, 2008). Sin embargo, en estos trabajos la participacion de los lipidos en la
oligomerizacién no fue considerada.

Como una caracterizacion inicial para evaluar si las subunidades de EgAgB son
capaces de ensamblarse en ausencia de sus ligandos, en este trabajo se realizé un
andlisis de las subunidades libres de lipidos mediante cromatografia de exclusion
molecular. Los perfiles de elucién de las tres subunidades presentaron un pico Unico
bien definido, que de acuerdo al estandar empleado, no se corresponde con el perfil
esperado para los monémeros de 8 kDa. Esto indicaria que las tres proteinas son
capaces de formar oligdmeros de mayor tamafio. Las estimaciones de sus pesos
moleculares muestran que la subunidad EgAgB8/3 forma oligdbmeros de menor tamafio
(aproximadamente 40 kDa), mientras que las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/2
formarian oligébmeros mas grandes (aproximadamente 60 kDa). Estos datos sugieren

que los oligébmeros formados por EQAgB8/1 y EgAgB8/2 estarian formados por 7 u 8
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subunidades, mientras que los oligobmeros de EgAgB8/3 estarian formados por 4 0 5
subunidades. Si bien estos datos muestran que los lipidos no son imprescindibles para
el auto-ensamblaje de estas subunidades, si parecerian participar en la organizacién
estructural de la particula, ya que los oligémeros formados por las tres subunidades
sin deslipidizar presentaron un tamafo bastante mayor, entre 110 y 160 kDa, asi como
oligbmeros mas grandes (Monteiro et al., 2007).

Para profundizar el andlisis de la oligomerizacion de las subunidades libres de
lipidos, se realizaron experimentos de entrecruzamiento quimico con EDC vy los
productos se analizaron mediante SDS-PAGE. Como se ha comentado anteriormente,
dado que el EDC es un agente de entrecruzamiento de brazo cero o zero-length, es
necesario que los grupos carboxilo y las aminas primarias que entrecruza este agente
se encuentren muy cercanos para que se produzca el enlace covalente entre ambos
(Nakajima & lkada, 1995). En estos ensayos nuevamente se encontrd un
comportamiento distinto para las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/2 en comparacion
con EgAgBB8/3. Mientras el producto mayoritario tras el entrecruzamiento de las
subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/2 parece ser un componente cercano a los 45 kDa,
la subunidad EgAgB8/3 mostrd productos de entrecruzamiento mas heterogéneos,
presentando un patrén de bandas regularmente espaciadas, si bien productos de
mayor tamafio fueron detectados para las tres subunidades. En cambio, para las
subunidades no deslipidizadas, los productos de entrecruzamiento presentaron un
tamafio mayor, siendo también mas grandes en el caso de las subunidades de
EgAgB8/1 y EgAgB8/2 en comparacion con los formados por EQAgB8/3; presentando
similitudes con los productos de entrecruzamiento formados para el EgAgB nativo.
Estos datos apoyan la idea de que si bien los lipidos no son imprescindibles para la
oligomerizacion, en presencia de lipidos los oligémeros formados por las subunidades
de EgAgB presentan un tamafio mayor.

En la bibliografia, trabajos previos analizando la estabilidad de los oligémeros
formados por las subunidades sin deslipidizar, determinaron que los oligémeros
formados por la subunidad EgAgB8/3 son de mayor tamafio, mas estables y
compactos, seguidos por los de la subunidad EQAgB8/2 y luego por los de la subunidad
EgAgB8/1 (Monteiro et al., 2007, 2012). El andlisis de las subunidades de EgAgB libres
de lipidos llevado a cabo en el presente trabajo esta de acuerdo con algunas de estas
observaciones, si consideramos las caracteristicas de los oligémeros formados por las
distintas subunidades. Si bien el EQAgB8/3 deslipidizado mostré tendencia a formar
oligébmeros de tamafio menor que el EQAgB8/1 y EgAgB8/2, segun su comportamiento

en la cromatografia de exclusibn molecular, esta subunidad generé oligdbmeros de

161



DISCUSION

tamafios mas heterogéneos que los formados por el EgAgB8/1 y EgAgB8/2, algunos
de tamafio mayor a 97 kDa, coincidentemente con lo observado por Monteiro y
colaboradores (Monteiro et al., 2012). Por tanto es posible que en presencia de los
lipidos esta diferencia en la capacidad de oligomerizacion de EgAgB8/3 conduzca a la
formacion de componentes mayores a los formados por EgQAgB8/1 y EgAgB8/2.

Como resumen de los resultados discutidos en referencia al segundo objetivo de
este trabajo, se pudo determinar que las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y
EgAgB8/3 tienen capacidad de interaccionar consigo mismas para formar oligdmeros
de mayor tamafio aln en ausencia de los ligandos lipidicos que estas son capaces de
unir. Los datos obtenidos en este trabajo y su comparacién con la informacion
descripta por otros autores sugieren que cuando las subunidades unen sus ligandos,
los oligébmeros que se forman adoptan un tamafio mayor, con una organizacion
estructural distinta a la adoptada por las subunidades en ausencia de los ligandos,
asemejandose mas a la de la particula de EgQAgB nativo.

4.3.Caracterizacion de las propiedades de unién de las subunidades de

EgAgB aligandos lipidicos

Como se comento en la Introduccién, la capacidad de las HLBPs de unir lipidos
ha sido estudiada para varios miembros de esta familia, mostrando que podria variar
entre proteinas pertenecientes a subfamilias de una HLBP particular. Por ejemplo, en
el caso de la proteina TsM150 de T. solium, los componentes de la subfamilia de 10
kDa llamados CyDA, b1 y m13h, mostraron unién a 16-AP, pero no a DAUDA o ANS,
mientras que el componente RS1de la subfamilia de 7 kDa se unié a DAUDA y ANS,
pero no a 16-AP (Kim et al., 2011). En el caso del EgAgB, la informacion disponible
era muy incompleta. Ensayos basados en técnicas fluorescentes demostraron que el
EgAgB nativo y las subunidades recombinantes EQAgB8/1 y EgAgB8/2 deslipidizadas
mediante Lipidex son capaces de unir al analogo fluorescente 16-AP, pero no a otras
sondas fluorescentes como DAUDA, DACA o ANS (Chemale et al., 2005). Sin
embargo, no se conocia si las distintas subunidades del EgAgB podrian unir
directamente otro tipo de lipidos, diferente a los acidos grasos, y no se habian
examinado las propiedades de union de las subunidades EgAgB8/3, EgAgB8/4 y
EgAgB8/5. En este trabajo nos propusimos abordar algunos de estos interrogantes,
utiizando las subunidades recombinantes EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3

totalmente deslipidizadas. Las herramientas metodolégicas que se utilizaron
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involucraron la medicién de los cambios en la fluorescencia intrinseca del EQAgB8/2
tras el agregado de acido oleico o colesterol, y la capacidad de las subunidades de
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 de unir distintas sondas lipidicas, incluyendo
analogos de 4cidos grasos y colesterol. Este analisis fue hovedoso, no sélo por incluir
otro tipo de ligandos, sino también porque el método de remocién de los lipidos
asociados a las subunidades (basado en el uso de RP-HPLC) mostré ser un método
mas eficiente que la resina Lipidex, logrando una completa remocién de los ligandos
unidos a distintas LBPs (Ibafiez Shimabukuro, 2014; Rey Burusco, 2014). Mas aun,
las propiedades de union de la subunidad EgAgB8/3 no habian sido exploradas
anteriormente.

Una de las aproximaciones experimentales posibles de aplicar para el estudio de
la interaccion lipido-proteina esta basada en el andlisis de la fluorescencia intrinseca
de triptéfano, pero sélo pudo ser aplicada en nuestro caso con la proteina EQAgB8/2,
ya que es la Unica que presenta un triptéfano en su secuencia (Trpl6). Este andlisis
mostré que el Trpl6 de EgAgB8/2 se encuentra en un entorno bastante polar de la
proteina. EI mismo no resulté ser sensible a los sucesivos agregados de acido oleico
o de colesterol, mostrando un comportamiento similar al descripto previamente por
Chemale y colaboradores para la proteina deslipidizada por Lipidex. Esto sugiere que
en este aminoacido se encuentra en una zona de la proteina que no participa en la
unién del ligando. Como se ha comentado previamente, en la Me-HLBP de M. expansa
y en la Hd-HLBP de H. diminuta el tript6fano ubicado en la posicion numero 41 (Trp4l)
de ambas proteinas parece formar parte del sitio de unién a ligandos lipidicos (Barrett
et al., 1997; Saghir et al., 2001). Como se puede observar en el alineamiento de la
Figura 4.1, este triptéfano es compartido por varias subunidades de distintas HLBPs,
no asi por las subunidades de EgAgB (indicado en la figura con una flecha roja). En el
caso del EgAgB no se ha determinado cual es la regién que participa en la unién al
ligando. En este sentido, seria interesante disefiar mutantes de las distintas
subunidades de EgAgB, para generar isoformas que presenten y otras que no
presenten un triptéfano en la regién donde se encuentra el Trp41l en Me-HLBP y
Hd-HLBP de acuerdo al alineamiento, de manera de evaluar si esta region de la

proteina participa de la unién al ligando.
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Figura 4.1. Alineamiento de las secuencias de distintas HLBPs. Las secuencias
correspondientes a HLBPs de distintos cestodos fueron alineadas empleando la herramienta
ClustalW del programa Biology Workbench. Los residuos completamente conservados,
idénticos o similares se muestran en violeta, azul y gris, respectivamente. Se indica con una
flecha roja el residuo de tript6fano (W) que se menciona en el texto. Las distintas proteinas
empleadas en este analisis son: EgAgB1-5 de Echinococcus granulosus; RS1, Ts14, Ts18,
CyDA, bl y m13h, TsHLBP1, TsHLBP2 de Taenia solium; Tcl-2 de Taenia crassiceps;
Hd-HLBP de Hymenolepis diminuta; MeHLBP de Moniezia expasa; Tm-3, Tm-4, Tm-8, Tm-10,
Tm-14 y Tm-16 de Taenia multiceps y Th11, Th12, Th19, y Th2 de Taenia hydatigena. Se indica
entre paréntesis los nimeros de acceso en la base de datos GenBank para cada proteina.
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Para profundizar el analisis de las propiedades de unién de las subunidades de
EgAgB se abordd su posible asociacion con colesterol, ya que es uno de los ligandos
lipidicos presentes en el EgAgB nativo. Para esto se utilizé como sonda fluorescente
el analogo de colesterol DHE. El uso de esta sonda fluorescente se basé en que es
muy similar estructuralmente al colesterol (ver Figura 4.2A). Ademas, el DHE ha sido
empleado en numerosos estudios funcionales sobre el trafico de colesterol, asi como
en el estudio de las membranas biologicas (Schroeder, 1984; Smutzer et al., 1986;
Wistner, 2007; Mclintosh et al., 2008). Los resultados obtenidos mostraron que el DHE
no fue capaz de unirse a ninguna de las subunidades de EgAgB analizadas. Dada la
similitud con el colesterol, el hecho que las subunidades de EgAgB no presenten union
al DHE sugiere que en la particula de EQAgB nativo el colesterol posiblemente no se
encuentre interactuando directamente con las subunidades proteicas, por lo menos en

lo que respecta a las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 o EQAgB8/3.
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Figura 4.2. Estructura quimica de sondas fluorescentes y ligandos lipidicos. Se muestran
las estructuras quimicas de distintas sondas y ligandos lipidicos de relevancia para este trabajo.
(A) Estructura quimica de la sonda DHE y comparacién con la estructura del colesterol. (B)
Estructura quimica del DAUDA. (C) Estructuras quimicas de los AOFAs empleados para el
andlisis de las propiedades de union de las subunidades de EgAgB: 12-AS y 16-AP.
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Por otro lado, se analizé la capacidad de las tres proteinas recombinantes de unir
acidos grasos utilizando dos sondas fluorescentes: DAUDA y 12-AS. En el caso del
DAUDA, cuya estructura quimica se muestra en el panel B de la Figura 4.2, se
encontré una unién débil a las subunidades de EgAgB. Como se comentd mas arriba,
ya habia sido descripto previamente que las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/2
deslipidizadas mediante Lipidex no fueron capaces de unir DAUDA (Chemale et al.,
2005). Como en este trabajo, se obtuvo el mismo resultado para estas subunidades
tras el tratamiento de RP-HPLC, el método utilizado para extraer los lipidos de la
proteina no parece influenciar en la capacidad de las subunidades de EgAgB de unir
esta sonda. Ademas, comprobamos que la subunidad EgAgB8/3 tampoco es capaz
de unir esta sonda. En contraste, las tres subunidades fueron capaces de unir el
analogo 12-AS con afinidad submicromolar, presentando un Unico sitio de unién por
monomero de cada subunidad (n = 1). Otros AOFAs, en particular el analogo 16-AP,
fueron utilizados anteriormente para el andlisis de las propiedades de union de varias
HLBPs. De hecho, como se comentd mas arriba, las subunidades recombinantes
EgAgB8/1 y EgAgB8/2 deslipidizadas mediante Lipidex presentaron unién al 16-AP
caracterizada por Kq submicromolares para ambas subunidades, pero un niamero de
sitios de unién por monémero proximo a 0.3 (Chemale et al., 2005). Esto sugiere que
serian necesarias por lo menos tres subunidades de EgAgB para unir una Unica
molécula de 16-AP, mientras que en este trabajo la union del 12AS a las subunidades
seria 1 a 1. Vale la pena mencionar que durante el desarrollo de este trabajo de tesis
se realizaron algunos ensayos preliminares de union de la sonda 16-AP a las
subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3, que sugirieron que la interaccion también seria
de tipo 1 a 1. Asi, las diferencias en cuanto al nimero de sitios de uniéon por monémero
no parecen deberse al uso de dos AOFAs distintos, y podria ser resultado de los
distintos métodos empleados para remover los ligandos provenientes de la bacteria.
Por otro lado el hecho que diferentes sondas DAUDA, 12-AS y 16-AP muestren
comportamientos diferentes sugiere que existe cierto grado de selectividad por estos
derivados de &cidos grasos. Las estructuras quimicas del DAUDA, 12-AS y el 16-AP
se comparan en la Figura 4.2. Como se observa en la figura, los sustituyentes que le
brindan la caracteristica fluorescente a los distintos analogos de acidos grasos son
distintos en el DAUDA y en los AOFAs, por lo que no se puede descartar que esta
diferencia sea responsable de este grado de selectividad. No obstante, también debe
considerarse la posibilidad de que las subunidades de EgAgB estén mayormente

adaptadas a unir 4cidos grasos de 16 y 18 carbonos, debido a que éstos son los acidos
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grasos mayoritarios que se encuentran en el entorno natural de esta lipoproteina, el
liguido hidatico (Obal et al., 2012). Esto permitiria explicar el hecho de que estas
subunidades sean capaces de unir analogos del acido palmitico (C16:0) y estearico
(C18:0), como el 16-AP y el 12-AS, pero no los analogos de los acidos undecanoico
(C11:0) o caprilico (C8:0), como el DAUDA y el DACA, de acuerdo a nuestros
resultados y a los obtenidos por Chemale y colaboradores (Chemale et al., 2005).
Comparativamente con las propiedades de union descriptas para otras HLBPs, las
subunidades de EgAgB analizadas en este trabajo comparten algunas propiedades de
union con algunas subunidades de otras HLBPs, como se detallar4 a continuacion.
Por ejemplo, en relaciéon a los AOFAs, se determiné que la sonda 16-AP mostrd unién
a la proteina Me-HLBP de M. expansa, a las proteinas TsHLBP1, TsHLBP2 y las
subunidades de 10 kDa de la proteina TsM150 de T. solium (Barrett et al., 1997; Kim
et al., 2011; Rahman et al., 2012). En todos los casos se reportdé un aumento en la
emision de esta sonda, asi como también un corrimiento en el méximo de emision
hacia valores de longitud de onda menores, tal como se observo para las subunidades
de EgAgB deslipidizadas en el presente trabajo. En el caso de la proteina Me-HLBP,
se reporté una Kq mayor que para las subunidades de EgAgB (aproximadamente 2
KUM), indicando una menor afinidad por esta sonda, aunque un valor de n cercano a 1
también fue reportado para esta HLBP (Barrett et al., 1997). La sonda 16-AP también
mostrd capacidad de union a las proteinas recombinantes TsHLBP1 y TsHLBP2, que
se ubican en el mismo clado que la proteina Me-HLBP (ver Figura 1.10). Ademas, al
igual que las subunidades de EgAgB estas proteinas no presentaron union a DAUDA
(Rahman et al., 2012), indicando que algunas de estas propiedades de unién son
compartidas con las subunidades de EgAgB. Como se coment6 previamente, en el
caso de la proteina TsM150, la sonda 16-AP mostré unién a las subunidades
pertenecientes a la subfamilia de 10 kDa (CyDA, bl y m13h), mientras que no a la
subunidad RS1, perteneciente a la familia de 7 kDa. Al igual que las subunidades de
EgAgB, las subunidades CyDA, b1y m13h no presentaron union a DAUDA (Kim et al.,
2011). Esto indicaria que las subunidades de EgAgB tendrian propiedades de unién
mas similares a la subfamilia de 10 kDa que a la de 7 kDa. Estudios evolutivos sitian
a esta subfamilia en el mismo clado que las subunidades de EgAgB (Alvite & Esteves,
2012; Rahman et al., 2012). Sin embargo, dado que el analisis de otras HLBPs que se
encuentran en clados distintos, tales como la Me-HLBP y la TsHLBP, han mostrado
que también unen AOFAs, las propiedades de unién de las distintas HLBPs parecen

no estar relacionadas con las similitudes evolutivas de las estas proteinas. El
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alineamiento de las subunidades de EgAgB con varias HLBPs de distintos cestodos
se muestra en la Figura 4.1 en este capitulo.

Como resumen de los resultados discutidos en referencia al tercer objetivo de este
trabajo, se pudo determinar que las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3
presentaron unién a algunas de las sondas fluorescentes empleadas, mientras que no
a otras, compartiendo similitudes con otras HLBPs descriptas hasta el momento. La
unién a colesterol no pudo ser evidenciada, ni empleando fluorescencia intrinseca, ni
haciendo uso de la sonda DHE. La similitud entre el DHE y el colesterol sugiere que
estas subunidades no serian capaces de interaccionar directamente con este ligando,
que si esta presente en la particula de EQAgB nativo. Por otra parte, la capacidad de
union de la sonda 12-AS a las subunidades de EgAgB, asi como los parametros
determinados en este objetivo, revelaron que esta sonda resultaria util para evaluar la
transferencia de acidos grasos hacia membranas fosfolipidicas artificiales, tal como se

discutira a continuacion.

4.4.Analisis de la capacidad de las subunidades de EgAgB de transferir

acidos grasos hacia membranas fosfolipidicas

Dentro de la hipétesis general en la cual se enmarca este trabajo de tesis, se ha
propuesto que, dado que el EgAgB es capaz de unir varios tipos de lipidos, entre ellos
algunos lipidos que E. granulosus no puede sintetizar por si mismo, esta molécula
podria participar en la adquisicion de estos compuestos desde el hospedador y/o en
el transporte de los lipidos entre los distintos tejidos del parasito. En cualquier caso,
seria necesario que esta proteina sea capaz de entregar sus ligandos hacia distintos
blancos moleculares, como otras proteinas, membranas o células. Sin embargo,
abordar esta posibilidad no resulta metodolégicamente sencillo.

Para evaluar la capacidad de transferencia de ligandos de las subunidades de
EgAgB, en este trabajo se propuso realizar una primera aproximacién evaluando la
capacidad de transferencia de acidos grasos hacia membranas fosfolipidicas de dos
subunidades de EgAgB que representan los subgrupos con mayores diferencias en
cuanto a su secuencia proteica. Para ello se emple6 un método de fluorescencia,
utilizando la técnica de FRET, valiéndonos de la unién de las subunidades de EgQAgB
al 12-AS y empleando membranas fosfolipidicas conteniendo un aceptor de la
fluorescencia del grupo antroilo, como es el NBD-PC. Esta técnica ha sido empleada

para el estudio de la transferencia de acidos grasos desde distintos tipos de LBPs de
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diferentes organismos, incluyendo parasitos helmintos entre los que también se
encuentra E. granulosus (Storch & Bass, 1990; McDermott et al., 2002; Falomir
Lockhart et al., 2009; Porfido et al., 2012). Sin embargo, esta metodologia nunca fue
empleada para el andlisis de la transferencia de ligandos de ninguna HLBP, resultando
una aproximacion novedosa para estas proteinas.

Este tipo de estudios han permitido investigar qué mecanismo utilizan estas
proteinas para transferir los 4cidos grasos hacia las membranas fosfolipidicas. Como
ya se ha descripto previamente, cuando un AOFA se une de forma especifica a una
proteina, su fluorescencia aumenta de forma considerable debido al entorno
hidrofébico que le brinda la proteina. Si la proteina es capaz de transferir este acido
graso a una membrana fosfolipidica que tiene en su composicion NBD-PC, la
fluorescencia del grupo antroilo decae por el fenémeno de FRET. Al medir esta caida
de fluorescencia en el tiempo, es posible determinar la velocidad de transferencia del
ligando. Si la transferencia de ligando implica un contacto directo con la membrana
fosfolipidica, al aumentar la concentracion de vesiculas aumentan los choques
efectivos con la membrana y por lo tanto aumenta la velocidad de transferencia. Si por
el contrario, esta velocidad no aumenta significativamente, es indicativo de que el paso
limitante de la velocidad de transferencia seria la disociacion del complejo proteina-
ligando (Storch & Thumser, 2000). Asimismo, la comparacién de las velocidades de
transferencia frente a vesiculas de diferente composicion y carga neta superficial
permite profundizar en el mecanismo de transferencia y establecer qué tipo de
interacciones cobran importancia. De este modo, se han podido clasificar a las
distintas LBPs de acuerdo a la forma en que transfieren sus ligandos (Storch &
Thumser, 2000; McDermott et al., 2002; Falomir Lockhart et al., 2009). Un esquema
ilustrativo de estos mecanismos se muestra en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Esquemade los mecanismos de transferencia de ligandos hacia membranas.
Las LBPs pueden transferir los &cidos grasos hacia vesiculas fosfolipidicas empleando
diferentes mecanismos. (A) El paso limitante de la velocidad de transferencia es la colision
directa de la proteina con la membrana. (B) El paso limitante de la velocidad de transferencia
es la disociacion del complejo proteina-ligando. Se muestra como ejemplo una proteina de la
familia de la FABPs. Adaptado de Storch & Thumser, 2000.
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En el caso de las subunidades de EgAgB, inicialmente se realizaron ensayos de
titulacion agregando vesiculas de PC/NBD-PC a los complejos EgAgB8/2-12AS y
EgAgB8/3-12AS. En estos ensayos se observd una caida en la fluorescencia del
12-AS tras los sucesivos agregados de vesiculas. Esto fue indicativo de la existencia
de un proceso de transferencia de la sonda hacia las vesiculas, puesto que para que
el fendmeno de FRET ocurra, el dador y el aceptor de energia deben encontrarse muy
proximos entre si (Lakowicz, 2007), indicando que el acido graso se estaria
incorporando a la vesicula. Mediante esta titulacion fue posible obtener los valores de
Ky del 12-AS entre EgAgB8/2 o EgAgB8/3 y las vesiculas. En ambos casos se
obtuvieron valores ligeramente menores a 1, indicando una leve preferencia de la
sonda por las vesiculas respecto a las proteinas. Estos datos mostraron que las
subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3 son capaces de transferir el ligando 12-AS hacia
las vesiculas fosfolipidicas artificiales.

Con el fin de profundizar estos estudios y evaluar el mecanismo de transferencia
de ambas proteinas, se realizaron ensayos de cinética para determinar las velocidades
de transferencia de 12-AS desde ambas proteinas hacia las vesiculas. En el caso de
la subunidad EgAgB8/2 se encontré que la velocidad de transferencia de ligando
aumento6 de forma significativa al aumentar la cantidad de vesiculas de PC/NBD-PC
empleadas. Por el contrario, este aumento significativo en la velocidad de transferencia
de ligando tras los incrementos en la concentracion de vesiculas no fue observado en
el caso de la subunidad EgAgB8/3. Estos datos sugieren que en el caso de la
subunidad EgAgB8/2 el paso limitante de la velocidad de transferencia seria la
interaccion directa con la vesicula, mientras que en el caso de EgAgB8/3, es posible
gue en proximidad de la membrana, la proteina libere el ligando para transferirlo a la
vesicula. Este mecanismo no necesariamente implica que el EQAgB8/3 no interaccione
con las vesiculas, si no que en una primera instancia el ligando debe tomar contacto
con el medio para luego transferirse a la membrana. De hecho, para otras proteinas
que también transfieren sus ligandos empleando este mecanismo se ha descripto que
si existe una interaccion directa con la vesiculas, como es el caso de la proteina FABP
de higado de rata (Falomir-Lockhart et al., 2011) y de las proteinas de nematodos
ABA-1-Aly Ov-FAR-1 (McDermott et al., 2002).

Para profundizar en el analisis de transferencia de ligandos, se utilizaron vesiculas
aceptoras con densidad de carga neta negativa superficial, empleando vesiculas de
PS/NBD-PC y CL/NBD-PC. El cambio en la densidad de carga neta superficial puede
modificar la velocidad de transferencia de ligando si el proceso es mediado por
interacciones electrostaticas (Hsu & Storch, 1996; Cérsico et al., 1998, 2004, 2005).
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En el caso de las vesiculas de PS/INBD-PC, el comportamiento de ambas proteinas
fue similar al descripto para las vesiculas de NBD-PC (vesiculas zwitteridnicas).
Mientras que para la subunidad EgAgB8/2 la velocidad de transferencia aumenté
significativamente al incrementar la cantidad de vesiculas, en el caso la subunidad
EgAgB8/3 presentd una leve variacion. Estos datos apoyan la idea de que la
interaccion directa con la membrana es el paso limitante en la cinética de transferencia
en el caso de EgAgB8/2 y no en el caso de EgAgB8/3. Para aumentar mas aun la
densidad de carga neta negativa en la superficie de las vesiculas se utilizaron
vesiculas de CL/NBD-PC. En este caso, se encontré que la velocidad de transferencia
aumento6 de forma significativa a medida que se incremento la concentracion de estas
vesiculas, tanto en el caso de EgAgB8/2 como para EgAgB8/3. Esto implica que
ambas proteinas estarian interaccionando de forma directa con estas vesiculas. A su
vez, al comparar los valores de velocidad de transferencia entre los distintos tipos de
vesiculas se observo que la velocidad fue significativamente mayor en el caso de las
vesiculas que presentan fosfolipidos con doble carga neta negativa superficial (25 %
CL) en comparacion con las que presentan fosfolipidos con una Unica carga neta
negativa superficial (25 % PS) o con las vesiculas zwitteridnicas (100 % PC). Estos
datos sugieren gue la interaccion de ambas proteinas con las vesiculas de CL se
podria ver favorecida por la participacion de interacciones electrostaticas,
posiblemente mediadas a través de los residuos positivos de éstas subunidades. Sin
embargo, dado que este aumento en la velocidad de transferencia se dio
especificamente para las vesiculas ricas en CL, y no ocurrid para las vesiculas
conteniendo 25 % de PS, otra posible explicacion puede ser que la interaccién con las
vesiculas ricas en CL se vea favorecida por la propia presencia de este fosfolipido y
en menor medida por las interacciones electrostéaticas. Debido a que el andlisis in silico
utilizando diferentes herramientas para modelar la estructura de las subunidades de
EgAgB sugieren la existencia de zonas definidas con densidades de carga tanto
negativas, como positivas (Monteiro et al., 2007; Dr. Costabel, comunicacion
personal), pareceria probable que la interaccién con vesiculas ricas en CL se posibilite
principalmente por la existencia de fuerzas electrostaticas. Como la velocidad de
transferencia de 12-AS hacia las vesiculas ricas en CL fue mayor para la subunidad
EgAgB8/3 que para la subunidad EgAgB8/2, si las fuerzas electroestaticas son en
mayor medida las responsables de esta fuerte interaccion, la distribucion de cargas en
la superficie de estas dos subunidades deberia mostrar diferencias. Mas aun,
podriamos sugerir que en el EQAgB8/3, para el cual la cinética de transferencia hacia

vesiculas de ricas en CL fue més rapida, la region de mayor densidad de cargas
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positivas de la proteina corresponderia a la zona que se aproxima a la membrana
fosfolipidica para entregar el ligando.

No obstante, dado que el aumento en la velocidad de transferencia se dio
especificamente para las vesiculas ricas en CL y no para las vesiculas conteniendo
25% de PS, como se comentd anteriormente no se puede descartar que la interaccion
con las vesiculas ricas en CL se vea favorecida por la presencia especifica de este
fosfolipido y en menor medida por las interacciones electrostaticas. La CL es un
fosfolipido particular, dado que presenta una estructura dimérica con cuatro acidos
grasos y dos grupos fosfato unidos mediante un glicerol. Este fosfolipido puede
presentar un alto polimorfismo de fases, pudiendo formar fases lamelares como las
que formaria en una bicapa u otras fases menos comunes, como fases hexagonales
invertidas, que se ven favorecidas en presencia de cationes divalentes o a pH bajo
(Schlame et al., 2000). En los experimentos de transferencia llevados a cabo en este
trabajo, las SUVs ricas en CL fueron preparadas y siempre mantenidas en una solucion
TBS con el agregado de EDTA 1 mM a pH 7.4, por lo cual en estas condiciones, y
teniendo en cuenta la composicion de las vesiculas en CL y PC, es poco probable que
estos fosfolipidos hayan presentado una fase distinta a la lamelar. Mas audn, la
caracterizaciébn en nuestro laboratorio de estas vesiculas mediante ensayos de
dispersion de luz ha mostrado que el tamafio de las SUVs de composicion 100% PC
0 con la sustitucion de 25% PS o 25% CL fue practicamente similar (Franchini, 2006).
Por lo tanto, es probable que ni la fase, ni el tamafio varien sustancialmente entre las
vesiculas de diferente composicién, al menos de tal forma que permitan explicar tan
marcada preferencia de ambas subunidades de EgAgB por las vesiculas ricas en CL.
Por tanto para elucidar si en nuestros ensayos es mas importante la contribucién de
interacciones electrostaticas o de interacciones especificas con la CL, seria necesario
realizar experimentos con SUVs de similar densidad de carga superficial negativa que
las SUVs ricas en CL, pero que no contengan este fosfolipido.

Como se ha comentado anteriormente, este tipo de analisis de transferencia de
ligando no se ha realizado anteriormente para ninguna proteina de la familia de las
HLBPs. Por ello para comparar los resultados obtenidos en este trabajo con datos
previos, a continuacion haremos referencia a los datos obtenidos para otras LBPs (Hsu
& Storch, 1996; McDermott et al., 2002; Falomir Lockhart et al., 2009; Porfido et al.,
2012). No obstante, debemos mantener en mente que estas proteinas tienen una
estructura distinta a la que podria adoptar el EQAgB, ya que ninguna de ellas une una
variedad tan amplia de lipidos, forma oligdbmeros de mayor tamafio, ni se ha reportado

gue en su forma nativa formen estructuras lipoproteicas como la que han sido
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sugeridas para el EQAgB (Obal et al., 2012). Como se ha comentado anteriormente, si
bien los mecanismos de transferencia de EgAgB8/2 y EgAgB8/3 hacia vesiculas de
PC parecen ser diferentes, tienen valores de velocidad de transferencia del mismo
orden, indicando que ambas proteinas transfieren el ligando con una velocidad similar,
a pesar de hacerlo por vias distintas. Por el contrario, al comparar otras LBPs que
transfieren sus ligandos mediante distintos mecanismos se verificé que las velocidades
de transferencia fueron distintas. Tal es el caso de las proteinas FABPs de higado y
de intestino de rata. La FABP de intestino transfiere sus ligandos mediante un
mecanismo de tipo “colisional”; mientras que la FABP de higado lo hace mediante un
mecanismo de tipo “difusional” (Hsu & Storch, 1996). Al comparar las velocidades de
transferencia de ambas proteinas empleando distintos AOFAs, se encontrd que la
proteina FABP de intestino transfiere los ligandos mas rapido que la FABP de higado,
existiendo una diferencia de un orden de magnitud entre sus velocidades de
transferencia (Hsu & Storch, 1996). Algo similar se observdé al comparar las
velocidades de transferencia para la proteina de la familia de las poliproteinas de
nematodos ABA-1-Al y la proteina FABP de Schistosoma japonicum (Sj-FABPc). La
proteina Sj-FABPc transfiere sus ligandos empleando un mecanismo de tipo
“colisional”’, mientras que la proteina ABA-1-Al lo hace mediante un mecanismo de
tipo “difusional” (McDermott et al., 2002). También en este caso los valores de
velocidad de transferencia fueron un orden mayor para la Sj-FABPc que para la
proteina ABA-1-Al (McDermott et al., 2002). Ademas, para las proteinas clasificadas
como “colisionales”, es decir aquellas proteinas para las que el paso limitante en la
cinética de transferencia es la colision con la membrana, en general se ha observa que
las velocidades de transferencia aumentan de forma proporcional con los incrementos
en la concentracién de las vesiculas. Esto significa que al duplicar la concentracion de
vesiculas, se duplica el valor de la velocidad de transferencia, como se ha observado
para la FABP de intestino, la Sj-FABPc, la proteina EgFABP-1 de E. granulosus o la
YLSCP2, una LBP de la levadura Yarrowia lipolytica, entre otros ejemplos (Hsu &
Storch, 1996; McDermott et al., 2002; Falomir Lockhart et al., 2009; Porfido et al.,
2012). Sin embargo, si bien en este trabajo se observé que la velocidad de
transferencia aumento significativamente para la proteina EgAgB8/2 al duplicar la
concentracion de vesiculas, este aumento no represento el doble. Por otro lado, en el
caso de las proteinas clasificadas como “difusionales”, es decir aquellas proteinas para
las que el paso limitante en la cinética de transferencia es la disociacion del complejo
proteina-ligando, en general se observa que la velocidad de transferencia no varia al

modificar la composicion de las vesiculas, como se ha observado para las proteinas
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FABP de higado, ABA-1-Al u Ov-FAR-1 (Hsu & Storch, 1996; McDermott et al., 2002).
Sin embargo, en este trabajo encontramos que la proteina EgAgB8/3, que parece
transferir el 12-AS empleando este tipo de mecanismo, es sensible a los cambios la
composicion de las vesiculas, ya que como se comenté mas arriba, la velocidad de
transferencia aumenté significativamente al emplear vesiculas conteniendo 25 % de
CL. En conjunto, la comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo para las
subunidades de EgAgB vy los resultados reportados por otros autores para otras LBPs,
sugieren que ambas subunidades de EgAgB no presentan un comportamiento
clasicamente “colisional” o “difusional” como el reportado para las proteinas de la
familia de las FABPs, o incluso para LBPs con estructura de tipo a-helicoidal como las
proteinas YLSCP2, ABA-1-Al u Ov-FAR-1. Esto sugiere que estas subunidades se
comportan de un modo intermedio que no parece ser exactamente igual a ninguno de
los mecanismos “colisional” o “difusional”’ clasicos que emplean otras LBPs para
transferir sus ligandos in vitro. Ensayos de este tipo con otras proteinas de la familia
de las HLBPs podrian indicarnos si este tipo de comportamiento es Unico de las
subunidades de EgAgB o es compartido por otros miembros de esta familia.

Como resumen de los resultados discutidos en referencia al cuarto objetivo de
este trabajo, se logré aplicar con éxito una técnica utilizada para el analisis de la
capacidad de otras LBPs de transferir sus ligandos a una HLBP. Mediante esta técnica
se observé que las subunidades de EgAgB8/2 y EgQAgB8/3 son capaces de transferir
AOFAs hacia membranas fosfolipidicas artificiales. Si bien esta situacion puede ser
muy diferente a la situacion fisiol6gica, desde el punto de vista de los ligandos unidos
al EgAgB, de la estructura que las subunidades unidas a los lipidos adopten in vivo y
del tipo de membranas con la que la particula podria interaccionar, estos estudios
constituyen el primer indicio de que las subunidades son potencialmente capaces de

transferir acidos grasos en la proximidad de una membrana fosfolipidica.

4.5.Andlisis de la capacidad del EQAgB nativo de unirse a monocitos y

macroéfagos

4.5.1. Contribucién de los componentes proteicos y lipidicos en la uniébn a monocitos

y macrofagos

En cuanto a las funciones propuestas para el EQAgB, se ha postulado que es una

molécula importante en la interaccion entre el parasito y su hospedador, favoreciendo

174



DISCUSION

respuestas tendientes a generar un perfil menos inflamatorio que resulte mas
beneficioso para el parasito. En particular, se han descripto varios efectos
moduladores del EgAgB en células de la linea mieloide (Siracusano et al., 2008). Mas
especificamente, nuestro grupo centr6 parte de sus estudios en el analisis de la
interaccion entre el EQAgB y monocitos/macréfagos. Mediante ensayos de citometria
de flujo se logr6 establecer que el EgAgB nativo es capaz de unirse a estas células,
inhibir la translocacién al nucleo de la subunidad p65 del factor nuclear kB y
posiblemente de este modo inducir la disminucién de sintesis de interleuquinas pro-
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa y la IL-1 (Ramos, 2008). Dado
gue estos datos fueron obtenidos empleando el EgAgB nativo, no se ha establecido si
estos efectos son mediados por la porcion lipidica o proteica del EQAgB. Establecer
que interacciones se dan entre esta HLBP y las células es fundamental para avanzar
en qué mecanismos moleculares se asocian a estos efectos anti-inflamatorios y qué
otras consecuencias podrian tener sobre la biologia de monocitos y macréfagos.

Con el fin de avanzar en las interacciones entre el EgAgB nativo y los monocitos
y macréfagos nos propusimos evaluar en primer lugar en qué medida las subunidades
proteicas del EgAgB contribuyen a la union de esta HLBP a estas células. Para esto
utilizamos las subunidades de EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 libres de lipidos, la
linea humana THP-1 y macréfagos peritoneales obtenidos de ratones estimulados por
via intraperitoneal con preparaciones pro-inflamatorias. En todos los casos la union se
examind por citometria de flujo tal como se detallé previamente (ver item 3.5.1). Los
resultados mostraron que algunas subunidades de EgAgB libres de lipidos son
reconocidas tanto por células derivadas de la linea celular THP-1 como por
macrofagos peritoneales de raton. En particular se encontré que las subunidades
EgAgB8/1 y EgAgB8/3 se unieron a monocitos y en mayor medida a macrofagos
derivados de la linea THP-1, mientras que la subunidad EgAgB8/2 no presentd union
a los monocitos y fue pobremente reconocida por los macréfagos. También se observé
una fuerte union de EgAgB8/3 y EgAgB nativo a macrofagos inflamatorios colectados
del peritoneo de ratones, pero no a linfocitos colectados del mismo modo. Cabe
mencionar que en estos ensayos las células siempre fueron mantenidas en frio y en
presencia de azida de sodio para evitar la internalizacion de las subunidades de
EgAgB. En conjunto, estos resultados sugieren que los monocitos y macréfagos
poseen una superficie celular capaz de unir al EQAgB, eventualmente a través de una
0 méas moléculas que funcionarian como receptores para las subunidades de EgAgB,
reconociendo particularmente a las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/3. Esta

especificidad de reconocimiento estd de acuerdo con el hecho de que a nivel proteico
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las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/3 y EgAgB8/5 presentan mayor similitud entre si
gue con las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/4; y viceversa (ver Figura 1.12).
Asimismo, dado que se observé que los valores de indice de unién fueron siempre
mayores en el caso de los macrofagos en comparacién con los monocitos, el eventual
receptor del EQAgB pareceria estar mas expresado en las células diferenciadas;
aungue no puede descartarse la posibilidad de que al diferenciarse las células
expresen un receptor distinto que también sea capaz de reconocer especificamente a
las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/3. Ademas, dado que se trabajé con las
subunidades libres de lipidos, estos resultados sugieren que la particula de EgAgB
nativo es reconocida por los monocitos y macréfagos a través de algunas de sus
subunidades proteicas, en particular por EQAgB8/1 y EQAgB8/3.

Por otro lado, como la particula nativa de EgAgB podria adoptar una estructura
similar a la de las lipoproteinas plasmaticas (Obal et al., 2012), es probable que los
lipidos, principalmente los lipidos polares (fosfolipidos) expuestos en la superficie de
la particula puedan participar en las interacciones con distintos blancos moleculares.
Estos fosfolipidos podrian modificar la forma en que se exponen las subunidades para
interaccionar con su(s) receptor(es), o podrian establecer interacciones directas con
receptores sobre las células. Dado que en la particula de EgAgB nativo la PC es el
fosfolipido mayoritario, en este trabajo se evalué la participacion de la PC en esta
interaccion. Como estrategia inicial se modificé la PC presente en el EQAgB nativo
mediante accion de la enzima PLD. Como ya se comentd en los capitulos previos, esta
enzima actua hidrolizando la PC liberando la colina y dejando una molécula de acido
fosfatidico. Este cambio modifica la cabeza polar de la PC, siendo posiblemente la
region mas expuesta de este fosfolipido en la particula de EgAgB nativa. Los
resultados obtenidos mostraron que el EgAgB nativo tratado con PLD disminuy6 su
capacidad de union a los monocitos y macréfagos de la linea THP-1 en mas de un
80%, indicando que la PC contribuye de alguna manera a la interaccion del EgAgB
nativo con estas células. Estos estudios no permiten diferenciar si la contribuciéon de
la PC ocurre en forma directa con un eventual receptor, o bien si la modificacién de la
PC altera la forma en que se exponen las subunidades de EgAgB, particularmente
EgAgB8/1 y EgAgB8/3, que son las subunidades mayormente reconocidas por estas
células de acuerdo a los resultados comentados previamente. Como forma de evaluar
si la interaccion es directa, se estudio si vesiculas de fosfolipidos ricas en PC compiten
directamente por la union del EgAgB a las células. Para esto se realizaron ensayos
pre-incubando las células con vesiculas de PC o compuestas por 50% de PC y 50%

de PS (PC/PS). En estos ensayos se encontré que al emplear vesiculas ricas en PC
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la interaccion del EgAgB con los monacitos de la linea THP-1 disminuy6 solamente en
un 10%, mientras que no disminuyé al emplear las vesiculas de PC/PS. Esta
disminucion no alcanzé los niveles observados para el EgAgB tratado con PLD,
sugiriendo que la PC contribuye a la forma en que las subunidades se presentan en la
particula nativa, mas que mediando una interaccion directa con las células. No
obstante, también debemos considerar que al modificar la PC expuesta en la particula
de EgAgB nativo y sustituirla por acido fosfatidico mediante accion de la PLD, es
posible que aumente significativamente la carga negativa sobre la particula de EgAgB.
Este aumento de carga neta negativa podria actuar inhibiendo la union de esta HLBP
a las células, sin que esto afecte en gran medida la exposicién de las subunidades
EgAgB8/1 y EgAgB8/3 en la particula nativa.

A partir de los resultados discutidos previamente, se desprende que los monocitos
y macrdéfagos expresan estructuras en sus membranas celulares, eventualmente
receptores, capaces de reconocer algunas subunidades del EgAgB, por lo que es
posible pensar que a través de esta interaccion el EgAgB nativo pueda ejercer parte
de los efectos moduladores descriptos sobre estas células. Por otro lado, la presencia
de varias subunidades proteicas del EgAgB por particula de antigeno nativo facilitaria
la interaccion de la macromolécula con las células a través del fenébmeno de avidez.
Ademas, el componente PC del EgAgB jugaria un papel importante en su interaccion
con las células, probablemente a través de la forma en que las subunidades proteicas,

guedan expuestas en la particula.

4.5.2. Estudio preliminar de receptores involucrados en el reconocimiento del EgAgB

por monocitos y macrofagos

Trabajos preliminares llevados a cabo por nuestro grupo, sugirieron que las
lipoproteinas plasméticas HDL y LDL nativas, pero no oxidadas, fueron capaces de
inhibir parcialmente (25-30%) la union del EgAgB nativo a los monocitos (Ramos,
2008). Estas lipoproteinas se unen a diferentes tipos de receptores, en general a través
del reconocimiento de las apolipoproteinas que las componen. Dentro de los distintos
tipos de receptores de lipoproteinas conocidos y mayormente caracterizados se
encuentran el receptor de LDL (LDLY), la familia de proteinas relacionadas al LDLr, los
receptores barrenderos o scavenger (Schneider, 2008) y las proteinas de la familia de
transportadores ABC que participan en el transporte reverso de colesterol (Fielding
and Fielding, 2008). Algunos de estos receptores son expresados por monocitos y

macrofagos, incluyendo los monocitos de la linea celular THP-1 (Bejta et al., 2007,
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Sporstal et al., 2007), por lo que podrian ser candidatos a reconocer al EQAgB en estas
células. Para comprender que motivos moleculares podrian ser reconocidos en el
EgAgB por estos receptores, a continuacién se discutiran algunas caracteristicas
generales de los mismos, segun lo revisado por Schneider (Schneider, 2008).

El LDLr es una glicoproteina integral de membrana altamente conservada que se
divide en 5 dominios distintos, tres de ellos extracelulares, uno transmembrana y uno
citoplasmético (Schneider, 2008). El primer dominio extracelular, correspondiente a la
region amino terminal de la proteina, es el dominio de unién al ligando. Este dominio
se compone de siete modulos repetidos que se denominan moédulos LDL-A (del inglés
LDL receptor type A). En cada modulo LDL-A se expone una region rica en
amino&cidos cargados negativamente, como acido aspartico y acido glutdmico (Jeon
& Blacklow, 2005). Las regiones que conectan cada madulo repetido con el siguiente
le brindan flexibilidad al dominio de uni6n, de forma tal de poder acomodar
lipoproteinas de distinto tamafio. El dominio LDL-A también estéa presente en diferente
namero de copias en toda la familia de receptores de LDL, entre los que también se
incluyen las proteinas relacionadas al LDLr (LRP del inglés LDLr related protein), como
se observa en la Figura 4.4 (Schneider, 2008). El dominio LDL-A del LDLr es capaz de
reconocer a la apolipoproteina B de la LDL, asi como a otras lipoproteinas ricas en
apolipoproteina E, a través de interacciones entre los residuos negativos del receptor
y los aminoacidos positivos de las apolipoproteinas (Jeon & Blacklow, 2005;
Schneider, 2008). En particular, en el caso de la apolipoproteina E, la cuarta a-hélice
de la proteina posee una region rica en aminoacidos como argininay lisina que forman
una zona con potencial electroestatico positivo, permitiendo la interaccién de
lipoproteinas ricas en apolipoproteina E con el dominio LDL-A, tanto en el LDLr, como
en el LRP1. Esto ha sido reproducido empleando distintos péptidos sintéticos
derivados de la apolipoproteina E, todos ellos con alto contenido de aminoacidos
cargados positivamente en una de las caras de la a-hélice (Dyer & Curtiss, 1991; Dyer
et al., 1995; Datta et al., 2000; Schneider, 2008). Cabe destacar que las subunidades
de EgAgB contienen una cantidad importante de argininas y lisinas en su secuencia y
de acuerdo a datos de modelado molecular posee regiones con potencial electrostatico
positivo (ver Figura 4.6), por lo que compartirian algunas caracteristicas con las
apolipoproteinas que se unen a estos receptores. Mas aln, se ha establecido que
algunas de estas apolipoproteinas inhiben la sintesis de interleuquinas pro-
inflamatorias inducida por LPS en macrofagos murinos de la linea celular RAW 264.7
(Zhu et al., 2010), de forma similar a lo observado para el EQAgB nativo en las células

THP-1 (Ramos, 2008). Sumado a esto, se ha descripto que los motivos de
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proteoglicanos de heparan sulfato que se encuentran en la superficie de diversos tipos
celulares también participan en la interaccion con los residuos positivos de la
apolipoproteina E, para luego interaccionar con el receptor LRP1 (Mahley et al., 1994;
Al-Haideri et al., 1997; Datta et al., 2000). Los proteoglicanos de heparan sulfato no se
expresan en los monocitos de la linea celular THP-1, pero si se expresan en estas
células luego de la diferenciacién con PMA (Edwards et al., 1995). Dado que el EgAgB
es capaz de unirse a motivos de heparina (Barbieri et al., 1993), seria posible que
también interaccionan con estos motivos en la superficie de los macréfagos
diferenciados con PMA, potenciando la unién a estas células, coincidentemente con
los datos experimentales observados en este trabajo. Ensayos de union similares a
los realizados en este trabajo empleando macrofagos THP-1 pre-tratados con
heparinasas permitiria explorar esta posibilidad. En conjunto, esta informacion permite
proponer que el EQAgB podria ser reconocido por receptores de la familia de LDL
(directamente o a través de la unién a proteoglicanos de heparan sulfato) y mediante
esta interaccion inducir un fenotipo tendiente a moderar la respuesta inflamatoria de

los macréfagos, tal como ha sido observado experimentalmente.

Familia de receptores LDL

I Repetidos LDL-A

B Dominios EGFP

H

Motivos YWTD
| Linker O-glucidico

[t e [N v e e TR === LRP2

extracelular citoplasmatico

Figura 4.4: Esquema ilustrativo de los distintos receptores pertenecientes a la familiade
receptores de LDL. Se destacan las estructuras principales compartidas por los distintos
receptores de esta familia, los motivos repetidos LDL-A, los dominios con homologia al
precursor del factor de crecimiento epidérmico (EGFP), los motivos consenso compuestos por
el tretrapéptido tirosina-triptéfano-treonina-acido aspartico (YWTD) y el linker O-glucidico.
Adaptado de Schneider, 2008.
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Otro posible grupo de receptores de lipoproteinas son los receptores barrenderos
o scavenger (SR). Existen varios tipos de SR, que se clasifican en seis grupos,
denominados A, B, D, E, F y G; de acuerdo a su estructura primaria, al tejido en que
se expresan y/o a su posible funcién. En el contexto de la unién a lipoproteinas, los
mas estudiados son los SR de clase A (SR-A), de clase B (SR-B1 y CD36) y de clase
E (LOX-1). Un esquema ilustrativo de estos receptores se observa en la Figura 4.5
(Schneider, 2008). Existen distintos tipos de receptores SR de clase A, entre ellos se
encuentran el SR-Al, SR-All, SR-AIlll y el receptor MARCO. Estos receptores se
expresan en varios tipos celulares, principalmente en células mieloides (Pliddemann
et al., 2007). Los SR-A poseen dominios extracelulares ricos en colageno que
participan de la unién al ligando (ver Figura 4.5). Los receptores SR de clase B, son
receptores que contienen dos dominios transmembrana y una region extracelular
altamente glicosilada. Los tres miembros de SR de clase B, CD36, SR-Bl y SR-BII,
comparten este tipo de estructura. Los receptores SR presentan una alta promiscuidad
en cuanto a los ligandos que pueden unir, se sabe que los receptores SR-A unen LDL
modificada (oxidada o acetilada); mientras que los SR-B también son capaces de unir
lipoproteinas nativas como HDL, LDL y VLDL. Ademas, ambos tipos de receptores son
capaces de unir células apoptéticas, péptidos amiloideos y fosfolipidos anidnicos,
entre otros ligandos (Murphy et al., 2005; Moore & Freeman, 2006; Pliddemann et al.,
2007). Estos datos indicarian que moléculas ricas en cargas negativas podrian ser
ligandos de estos receptores. Como se discute con mas detalle en el item siguiente,
los modelados de las subunidades de EgAgB mostraron que éstas podrian presentar
regiones con potencial positivo y negativo claramente diferenciadas (ver Figura 4.6),
por lo que los receptores SR, tanto de clase A, como de clase B, podrian estar
reconociendo a las subunidades de EgAgB a través de sus zonas con potencial de
carga negativo. No obstante, dado que en ensayos previos llevados a cabo por nuestro
grupo se determiné que la LDL oxidada no fue capaz de inhibir la unién del EgAgB
nativo a las células (Ramos, 2008), es poco probable que algunos de ellos, en
particular el receptor SR-All, que une mayoritariamente LDL oxidada, esté involucrado
en esta interaccion. En el mismo sentido, es posible suponer que el receptor SR de

clase E, LOX-1, tampoco participaria en este reconocimiento.

180



DISCUSION
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Figura 4.5: Esquema ilustrativo de los distintos receptores SR. Se muestran algunos
ejemplos de SRs de las clases A, B, D, E, F y G. Se indican los dominios correspondientes a
dominios de colageno, dominios a-helicoidales, dominios de lectina tipo C, dominios similares
al factor de crecimiento epidérmico (EFG), dominio de quinonas, dominio mucinico y sitios de
O-glicosilacién. Adaptado de Schneider, 2008.

Por otro lado, otras proteinas que podrian estar relacionadas con el
reconocimiento del EgAgB son las proteinas pertenecientes a la familia de
transportadores dependientes de ATP, denominadas ABC (del inglés ATP-binding
cassette). Los transportadores ABC median el transporte de diversos tipos de
moléculas a través de membranas extra e intracelulares (Voelker, 2008). En particular
los transportadores ABC de tipo A y G han sido implicados en la interaccion con la
HDL participando en el transporte reverso de colesterol (Fielding & Fielding, 2008). En
este sentido, los transportadores ABCAL1 y ABCGL1 participan en este mecanismo en
los macrofagos (Sporstael et al., 2007; Wang et al., 2007). El transportador ABCA1
participa en el transporte reverso de colesterol hacia la apoplipoproteina Al libre de
lipidos, mientras que el transportador ABCG1 cumple una funcion similar pero
mediando el eflujo de colesterol hacia las particulas de HDL maduras (Wang et al.,
2007). Se ha determinado que el transportador ABCA1 interacciona directamente con
la apolipoproteina Al y otras apolipoproteinas relacionadas, posiblemente mediante el
reconocimiento de distintos péptidos anfipaticos (Fitzgerald et al., 2004; Wang et al.,

2007). Asimismo se ha determinado que la interaccion de las apolipoproteinas con
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este transportador dispara diversas vias de sefializacién en los macrofagos (Wang et
al., 2007). Cabe mencionar que a diferencia de otros receptores de lipoproteinas
mencionados anteriormente, como los SR, estos transportadores no son fagociticos,
por lo cual no involucran la internalizacion de las apolipoproteinas con las que
interactan, permitiendo que estas se carguen de ligandos. Este mencanismo podria
ser importante considerando la hipétesis de que el EQAgB interaccione con distintos
tipos de células para obtener los ligandos que son esenciales para el parasito, como
podria ser el colesterol.

De acuerdo con las propiedades de reconocimiento de los distintos receptores
discutidos previamente y teniendo en cuenta los datos preliminares obtenidos por
nuestro grupo sobre la inhibicién de la union del EQAgB a monocitos THP-1 por HDL
y LDL (Ramos, 2008), en este trabajo se intentd profundizar en este andlisis. Cabe
mencionar que en el trabajo de Ramos, la unién a las células se revel6 empleando el
anticuerpo monoclonal Mo-EB7, que reconoce especificamente a la subunidad
EgAgB8/1 (Ramos, 2008). Dado que durante el desarrollo de este trabajo observamos
gue también la subunidad EgAgB8/3 participa de la interaccion, para este analisis
empleamos el EQAgB marcado con biotina con el fin de evaluar la unién a las células
considerando las distintas subunidades que la particula pueda contener. Para estos
analisis se pre-incubaron monocitos THP-1 con HDL o LDL y posteriormente se evalué
la unién del EgAgB marcado a biotina a estas células, revelando la interaccion con
estreptavidina-FITC. Si bien en estos ensayos se observd una ligera disminucién de la
unién del EgAgB en las células pre-incubadas con LDL y en mayor medida con HDL,
esta tendencia no mostr6 significancia a nivel estadistico para ninguna de las dos
lipoproteinas plasmaticas. Estos resultados sugieren que la unién del EgAgB a los
monocitos no involucraria receptores compartidos con HDL o LDL. No obstante, el
disefio experimental para evaluar la competencia con las lipoproteinas plasmaticas no
resulta sencillo. Por un lado, en estos ensayos el EgAgB y las lipoproteinas no se
agregaron conjuntamente para evitar posibles interacciones entre ambos que
inhibieran la union del EgAgB a las células, ya que se conoce que interacciones entre
diferente tipo de lipoproteinas ocurren en plasma, por ejemplo para intercambiar sus
lipidos (Jonas & Phillips, 2008). Por otro lado, el hecho de pre-incubar las células con
HDL o LDL y luego retirarlas para incubarlas con el EQAgB puede desplazar el
equilibrio entre las lipoproteinas plasmaticas y sus receptores, llevando a que algunos
receptores queden libres y disponibles para luego unirse al EgAgB. Ademas,
diferencias en relacion a los resultados obtenidos por Ramos podrian deberse a los

distintos métodos que se emplearon para detectar la union a los monocitos. Dado que
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en el trabajo de Ramos las particulas de EgAgB nativo ricas en EQAgB8/3 podrian no
ser detectadas, no se puede descartar que la subunidad EgAgB8/1 y EQAgB8/3 estén
siendo reconocidas por distintas contrapartes moleculares, y que solo las particulas
gue contengan EgAgB8/1 sean reconocidas por receptores compartidos con la HDL o
LDL. En conjunto, estos ensayos ho son concluyentes y se requieren aproximaciones
experimentales alternativas para elucidar la participacion de este tipo de receptores en
la uniéon del EgAgB a monocitos. Mas aun, la participacion de los receptores de
lipoproteinas en la union del EgAgB a macrofagos debera ser explorada a futuro.

De la informacién discutida anteriormente se desprende que la diversidad de
receptores potencialmente capaces de reconocer particulas lipoproteicas, y por tanto
eventualmente al EgAgB, es muy amplia. Ademas, no puede descartarse que estén
involucrados otros receptores no relacionados con el reconocimiento de lipoproteinas
plasmaticas. Asi, la identificacion de la contraparte molecular del EQAgB en los
monocitos y macréfagos es un objetivo particular que no llegamos a abordar en esta
tesis y que esté siendo abordado por la Lic. Maite Folle, en el marco de su trabajo de
posgrado (Cétedra de Inmunologia, UdelaR, Uruguay). Este analisis implica ensayos
de competencia empleando ligandos de los receptores LRP1 y SR-Al en forma similar
a lo descripto por Bejta y colaboradores (Bejta et al., 2007), asi como ensayos de unién
empleando macréfagos de ratones deficientes en el LDLr. Ademéas se esta
desarrollando una estrategia de co-inmunoprecipitacion del receptor empleando las
subunidades recombinantes de EgAgB libres de lipidos, particularmente EgAgB8/3
dado que de acuerdo a los resultados presentados en esta tesis, es la subunidad que
presenta mayor interaccion con los monocitos y macrofagos. Esta aproximacion
experimental fue llevada a cabo anteriormente empleando EgAgB nativo, pero debido
a la naturaleza lipidica de esta particula y a su capacidad de establecer interacciones
no especificas a través de estos lipidos, estos ensayos no brindaron buenos resultados
(Ramos, 2008). Por ese motivo, a partir de la obtencion de las subunidades libres de
lipidos, se consider6 la posibilidad de emplearlas en un ensayo similar que evite las
interacciones inespecificas dadas por los lipidos del EgAgB nativo.

Como resumen de los resultados discutidos en referencia al quinto objetivo de
este trabajo, se logré determinar que los monocitos y macréfagos de la linea celular
THP-1 son capaces de reconocer a las subunidades de EgAgB libres de lipidos, en
particular EgAgB8/1 y EgAgB8/3, resultados que fueron confirmados utilizando
macroéfagos primarios de raton. Asimismo, se pudo determinar que la PC posiblemente
expuesta en la superficie de la particula es un fosfolipido importante que podria

modificar la interaccion del EQAgB a las células. Los datos obtenidos sugieren que la
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participacion de la PC seria principalmente modificando la forma en que las
subunidades se exponen en la particula nativa, mas que uniéndose directamente al
receptor. Con el fin de aportar conocimiento sobre las posibles contrapartes
moleculares que estén reconociendo al EgAgB en las células, consideramos el hecho
de que el EgAgB podria adoptar una estructura similar a la de las lipoproteinas
plasméticas y que comparte similitudes con algunos motivos moleculares que los
receptores de lipoproteinas reconocen en otras apolipoproteinas. Sumado a esto, los
datos preliminares obtenidos por nuestro grupo nos llevaron a pensar que el EgQAgB
podria utilizar receptores compartidos con algunas de ellas. Sin embargo los ensayos
de competencia con HDL y LDL llevados a cabo en este trabajo no brindaron
resultados concluyentes en cuanto a la posible participacion de estos receptores. Otras
estrategias experimentales seran necesarias para elucidar que receptores estan

involucrados en la interaccion del EQAgB con monocitos y macrofagos.

4.6.Discusién general

El presente trabajo ha permitido avanzar en el conocimiento estructural del
EgAgB, determinando las posibles interacciones que las subunidades EgAgB8/1,
EgAgB8/2 y EgAgB8/3 pueden establecer consigo mismas y con acidos grasos y
colesterol como ligandos, asi como también en aspectos relacionados a la posible
funcion de esta molécula, a través del analisis de la capacidad de dichas subunidades
de transferir sus ligandos a membranas y de interaccionar con monocitos y
macroéfagos.

Respecto a los conocimientos generados sobre la estructura del EQAgB, ha sido
un logro importante el ajuste de un método que permite obtener las subunidades
recombinantes libres de los ligandos lipidicos bacterianos; esto abre la posibilidad de
obtener informacion estructural de estas subunidades en su forma apo y holo, es decir
libres de los lipidos o asociadas a sus ligandos nativos. En este sentido, durante el
desarrollo de este trabajo de tesis se plante6 la posibilidad de analizar
estructuralmente estas subunidades mediante la técnica de resonancia magnética
nuclear. Sin embargo, el hecho de que las subunidades no se encuentran en solucion
como monémeros, sino formando oligdbmeros de mayor tamafio dificulté este estudio.

Como alternativa para aportar informacion de estas subunidades a nivel
estructural, como se comentd en los items anteriores, recientemente hemos
establecido una colaboracion con el grupo de Biofisica del Departamento de Fisica de

la Universidad Nacional del Sur (UNS, Bahia Blanca, Argentina) dirigido por el Dr.
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Marcelo Costabel con la finalidad de aproximarnos a la estructura de estas
subunidades mediante modelado molecular. Las conformaciones de las distintas
subunidades obtenidas mediante modelado por homologia fueron construidas por el
Dr. Costabel y el Lic. Fernando Zamarrefio empleando el programa Modeller9v3 y los
perfiles electroestéticos e hidrofébicos fueron obtenidos utilizando el programa
Adaptive Poisson—-Boltzmann Solver. Los modelos obtenidos para las cinco
subunidades de EgAgB se observan en la Figura 4.6. Estos modelos muestran
diferencias con los modelos determinados previamente, en donde las subunidades de
EgAgB mostraron una estructura a-helicoidal mayormente extendida (Monteiro et al.,
2007). Como se observa en el panel A de la Figura 4.6, el modelado sugiere que las
cinco subunidades presentan una estructura con un alto contenido a-helicoidal, tal
como se observé experimentalmente mediante CD para las subunidades EgAgB8/1,
EgAgB8/2 y EgAgB8/3 libres de lipidos. Mediante el andlisis de CD también se
determiné la presencia de estructuras correspondientes a plegamiento al azar o
random cail, lo cual concuerda con el hecho de que en estos modelos las subunidades
muestran diversas regiones con este tipo de plegamiento. Asimismo, se puede
observar que el modelado sugiere que la estructura adoptada por la subunidad
EgAgB8/1 es distinta a la adoptada por las otras subunidades. Es interesante el hecho
gue experimentalmente observamos diferencias en el comportamiento en RP-HPLC
de la subunidad EgAgB8/1 respecto de las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3, que
sugeria que la primera presenta un componente mas hidrofébico. Este
comportamiento diferencial podria estar relacionado con la diferencia en la
conformacion adoptada por la subunidad EgAgB8/1, segun los estudios in silico antes
mencionados. En cualquier caso, estas diferencias en la conformacion deberian ser
comprobadas con otras herramientas de andlisis estructural.

Los modelos de las subunidades de EgAgB también sugieren la presencia de
regiones con densidad de carga claramente diferenciadas como positivas y negativas
(indicadas en colores azul y rojo en el panel A de la Figura 4.6), asi como también la
presencia de regiones hidrofébicas e hidrofilicas (indicadas en colores celeste y
naranja en el panel B de la Figura 4.6). Estas caracteristicas sugieren que los
mondémeros de estas subunidades son potencialmente capaces de establecer
interacciones electrostaticas consigo mismas a través de estas regiones, lo cual
concuerda con los resultados experimentales obtenidos en este trabajo, donde se
observé que las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 forman oligbmeros

aun en ausencia de los lipidos.
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Por otro lado, el hecho de que existan regiones hidrofébicas también sugiere que
estas subunidades son capaces de interaccionar con ligandos hidrofébicos. En este
sentido, el uso de distintas sondas fluorescentes mostr6 que las subunidades
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 son capaces de unir analogos de acidos grasos de
16 y 18 carbonos (16-AP y 12-AS), mientras que no fueron capaces de unir analogos
de 11 carbonos (DAUDA). Esto podria estar relacionado con el hecho de que el
parasito estd adaptado a expresar proteinas que unan aquellos acidos grasos que se
encuentran mayormente presentes en su entorno natural, es decir en el liquido hidatico
(Obal et al., 2012). Ademas, en este trabajo se encontrd que estas subunidades no
fueron capaces de unir el analogo de colesterol DHE, sugiriendo que en la particula
nativa estas subunidades no estarian involucradas en la interaccién directa con el
colesterol. Asimismo, el hecho de que las subunidades recombinantes purificadas a
partir de E. coli presentaran principalmente PE y CL unidos, siendo éstos los lipidos
polares mayoritarios en la bacteria, mostr6 que las tres subunidades también son
capaces de unir fosfolipidos, lo que sugiere que en la particula nativa los fosfolipidos

y estas subunidades de EgAgB podrian interaccionar entre si.

EgAgB8/1 EgAgB8/2  EgAgB8/3 EgAgB8/4 EgAgB8/5

Figura 4.6. Modelos de las subunidades de EQAgB. Se muestran los modelos estructurales
para las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2, EgAgB8/3, EgAgB8/4 y EgAgB8/5 obtenidas
mediante modelado por homologia tal como se detall6 en el texto. (A) Se muestran los perfiles
electroestaticos positivos (azul) y negativos (rojo). (B) Se muestran las regiones hidrofilicas
(naranja) e hidrofébicas (celeste). Estos modelos respaldan la formacion de oligdmeros y la
interaccién con ligandos hidrofobicos observada experimentalmente para las subunidades
EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3. Imagen gentilmente cedida por el Dr. Marcelo Costabel y el
Lic. Fernando Zamarrefio (Universidad Nacional del Sur).
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En relacién al papel del EQAgB en la biologia de E. granulosus, como se ha
comentado a lo largo de este trabajo nuestra hipo6tesis es que esta molécula podria
participar en el transporte de lipidos entre distintos tejidos del parasito, asi como
también en la captacion de lipidos desde el hospedador hacia el parasito, como se ha
sugerido para otras HLBPs (Lee et al., 2007). Si bien esto no ha sido comprobado en
el caso de EgAgB, nuestra hipétesis se sustenta en varias evidencias. Primeramente,
el EgAgB nativo contiene una amplia variedad de lipidos, muchos de los cuales son
esenciales para el parasito, como el colesterol y los acidos grasos (Obal et al., 2012).
En segundo lugar, esta molécula se encuentra presente en la interfaz con el
hospedador. Se desconoce si existe un mecanismo especifico por el cual el EQAgB es
transportado al exterior del metacestodo o si cambios en la pared de la hidatide durante
su crecimiento en el érgano hospedador, tales como microfisuras, puedan facilitar su
salida. De cualquier modo, el hecho de que el EQAgB esté presente en la interfaz con
el hospedador permite suponer que esta molécula podria interaccionar con distintos
blancos moleculares para obtener sus ligandos. Al menos existirian dos clases de
blancos posibles para esta interaccion: las lipoproteinas plasmaticas y las células del
hospedador que rodean al metacestodo. Los posibles mecanismos a través de los
cuales el EgAgB podria participar en la adquisicion y transporte de lipidos se ilustran
en la Figura 4.7 y se discuten en detalle a continuacion.

La idea de que el EgAgB interaccione directamente con las lipoproteinas
plasméticas del hospedador para obtener sus ligandos se desprende del hecho que
las lipoproteinas plasmaticas de vertebrados tienen capacidad de intercambiar lipidos
entre ellas (Fielding & Fielding, 2008). Esta interaccién podria ocurrir tanto en la
interfaz con el hospedador, como dentro del metacestodo, ya que se han encontrado
algunas apolipoproteinas que forman parte de las lipoproteinas plasmaticas en el
liquido hidatico, como la apolipoproteina Al (Aziz et al., 2011) y la apolipoproteina E
(Lic. Maite Folle, UdelaR, comunicacién personal). La interaccion entre el EQAgB y
lipoproteinas plasméticas de sus hospederos no ha sido analizada aun. Por otro lado,
dado que las lipoproteinas del hospedero estan en el liquido hidatico, no se debe
descartar la posibilidad de que ellas puedan transferir algunos ligandos hacia las
células del parasito, quizas empleando los receptores de lipoproteinas que estas
células expresarian (Zheng H. et al., 2013).

La interaccion del EQAgB con células del hospedador se apoya en los efectos
descriptos del EgAgB sobre células de la linea mieloide (Ramos, 2008; Siracusano et
al., 2008); seria posible que las interacciones que establece con estas células también

le permitieran unir ligandos esenciales para el parasito. Células de origen mieloide,
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como macrofagos residentes, monocitos inflamatorios o células dendriticas (ver Figura
1.15) se encuentran presentes en el entorno del metacestodo, tal como se muestra en
el esquema de la Figura 4.7. La informacién obtenida en este trabajo apoya la idea de
gue el EgAgB, posiblemente a través de algunas de sus subunidades, como EgAgB8/1
y EgAgB8/3, es capaz de interaccionar con monocitos y macréfagos. No obstante,
teniendo en cuenta los sitios mas frecuentes de localizaciéon del metacestodo, las
células hepéticas o pulmonares serian los blancos méas relevantes para esta
interaccion, pero la unién y los efectos del EQAgB sobre estos tipos celulares no han
sido explorados aun.

Como se discutio en la seccion anterior, aun no se ha podido determinar cudl
es/son el/los receptor(es) involucrado(s) en la interacciéon del EQAgB con los monocitos
y macrofagos. Como ya se argumentd, parecia posible suponer que receptores
evolutivamente disefiados para reconocer lipoproteinas puedan estar involucrados en
este reconocimiento. Dado que estas lipoproteinas intervienen en procesos
metabdlicos que mantienen la homeostasis del organismo en condiciones de salud,
las interacciones que ellas median con los receptores no son de tipo infamatorio, tal
como se ha descripto para la HDL (Kimura et al., 2008; Murphy et al., 2012; De Nardo
et al., 2014). Por esa razén seria posible que si el EQAgB emplea este tipo de
receptores, esta molécula pueda ejercer una funcion moduladora en estas células a
través de ellos. Por otro lado, también es posible que el EQAgB ejerza su funcién
moduladora en los monocitos y macrofagos transfiriendo ligandos con propiedades
anti-inflamatorias, como se muestra en el esquema de la Figura 4.7. En este trabajo
se obtuvo evidencia experimental dénde se observé que las subunidades de EgAgB8/2
y EgAgB8/3 son capaces de transferir sus ligandos hacia membranas artificiales.
Como se ha discutido previamente, si bien estos ensayos in vitro seguramente difieren
con el escenario en el que el EQAgB nativo se encuentra en el parésito, los resultados
obtenidos sugieren que en determinadas condiciones estas subunidades de EgAgB
son potencialmente capaces de transferir sus ligandos en la proximidad de una
membrana fosfolipidica. Por tanto, es posible pensar que mediante la interaccion con
las células, algunas subunidades de EgAgB puedan transferir sus ligandos al
aproximarse a la membrana plasmatica. Seria importante analizar con mas
profundidad los lipidos del EgAgB, ya que si bien en trabajos previos hemos
determinado las distintas clases que componen la particula nativa (Obal et al., 2012),
no se ha establecido si esta molécula puede contener lipidos que presenten

propiedades anti-inflamatorias.
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Por otra parte, debe considerarse que para que el EQAgB cumpla su funcion como
transportador de lipidos entre diferentes tejidos del parasito, seria necesario que
establezca interacciones con las células del propio parasito, como se muestra en el
esquema de la Figura 4.7. En este sentido, es interesante el hecho de que el analisis
del genoma de E. granulosus mostré que flanqueando los genes del EgAgB se
encuentran genes que codifican para proteinas que presentan homologia con los
dominios LDL-A presentes la familia de receptores de LDL (ver Figura 4.3) (Zheng H.
et al., 2013). Como se discutié anteriormente, ain no se ha podido determinar que
receptores estan involucrados en el reconocimiento del EQAgB en los monocitos y
macroéfagos, pero dentro de los posibles receptores se encuentran receptores de la
familia de los receptores de LDL, ya que las subunidades de EgAgB comparten
algunas caracteristicas con las apolipoproteinas que estos receptores reconocen a
través de los dominios LDL-A (ver item 4.5). Teniendo en cuenta esta informacion, y
considerando los resultados obtenidos en este trabajo, es posible pensar que el EQAgB
pueda interaccionar con las células del parasito empleando este tipo de receptores y
gue en la cercania de la membrana plasmatica algunas subunidades puedan transferir
sus ligandos hacia estas células.

A partir de los datos discutidos anteriormente, se desprende que los mecanismos
involucrados en la captacion y el transporte de lipidos en E. granulosus posiblemente
son numerosos y complejos. Para elucidar la participacion del EgQAgB en este
transporte es necesario abordar la problematica desde distintos puntos de vista. En
este trabajo se encontré que el EgAgB es capaz de interaccionar con monocitos y
macrofagos a través de algunas de sus subunidades y que estas subunidades en la
cercania de la membrana plasmatica de las células serian potencialmente capaces de
transferir ligandos, particularmente acidos grasos. Como se ha discutido, este
mecanismo podria ser de importancia, teniendo en cuenta que el EgAgB podria
transferir ligandos con propiedades anti-inflamatorias a las células del sistema inmune
imprimiéndoles un perfil mas tolerante que favorezca la permanencia del parasito en
el hospedador. Asimismo, esta transferencia de ligandos seria relevante considerando
que el EgAgB une lipidos que el parasito no puede sintetizar y de esta forma le
suministraria bloques biosintéticos necesarios para que el parasito sintetice lipidos

mas complejos que necesita para su desarrollo y crecimiento.
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Figura 4.7. Hipotesis sobre la funcién del EQAgB en la biologia de E. granulosus. Dado
que el EgAgB es capaz de unir una amplia variedad de lipidos que el parasito no puede
sintetizar por si mismo y que se encuentra presente en la interfaz con el hospedador (1), es
posible pensar que participe en la adquisicién de lipidos desde el hospedador. Para ello el
EgAgB también podria interaccionar directamente con lipoproteinas del hospedador para
obtener algunos de sus ligandos, tanto en la interfaz con el hospedador (2) como dentro del
metacestodo (3). Por otra parte, las propias lipoproteinas plasmaticas también podrian
transferir ligandos hacia las células del parasito empleando receptores para lipoproteinas
expresados en las células de E. granulosus (4). Por otro lado, el EgAgB podria interaccionar
con células del hospedador, tanto con las células del parénquima del 6rgano afectado (5), como
con células de la linea mieloide (6), como macréfagos residentes, monocitos inflamatorios o
células dendriticas. En paralelo, la interaccién con las células del sistema inmune, ya sea por
la activacion de cascadas de sefializacion anti-inflamatorias tras la unién a través de receptores
o por la transferencia de lipidos con propiedades anti-inflamatorias hacia estas células podria
influenciar el fenotipo adoptado por estas células y modular su respuesta (7). Asimismo, para
cumplir su funcién como transportador de lipidos hacia el parasito, el EgAgB deberia
interaccionar con las células del propio paréasito. Desde la interfaz, este mecanismo podria
involucrar interacciones con la cara externa de la capa germinativa o involucrar el transporte
de estos ligandos a través de la pared del metacestodo (8). Asimismo, la transferencia de
lipidos hacia las células del parasito podria involucrar interacciones con los receptores
relacionados con la familia de receptores de LDL que expresarian las células del parasito (9).
Dentro de esta hipotesis, es posible pensar que distintas subunidades de EgAgB estén
involucradas en distintos tipos de interacciones con los diferentes blancos moleculares
mencionados, tanto en las células del hospedador, como del propio parasito.
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Durante el transcurso de este trabajo se logré poner a punto un método efectivo
para obtener las subunidades recombinantes EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 libres
de lipidos mediante RP-HPLC. Esto permiti6 analizar propiedades estructurales y
funcionales de estas subunidades y evaluar la participacién de los lipidos en algunas
de las propiedades descriptas para el EQAgB nativo.

Se demostré que las subunidades de EQAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 libres de
lipidos no se encuentran en forma de mondémeros en solucion, sino que son capaces
de interaccionar consigo mismas para formar oligdmeros de mayor tamafo. La
estimacion del tamafio molecular de estos oligbmeros sugiere que la subunidad
EgAgB8/3 formaria oligdbmeros de menor tamafo (aproximadamente 40 kDa) en
comparacion con las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/2 (aproximadamente 60 kDa).
Asimismo, mediante ensayos de entrecruzamiento quimico, se encontré6 que la
subunidad EgAgB8/3 tiene tendencia a formar oligobmeros mas heterogéneos, y que
los oligbmeros formados por estas subunidades en ausencia de lipidos tienen un
tamafio menor que los formados por las subunidades sin deslipidizar. Estos ultimos
presentaron un tamafio similar a los oligémeros formados por el EQAgB nativo. Estos
datos sugieren que los lipidos participarian en la organizacion estructural de la
molécula. La formacién de estos oligbmeros aldn en ausencia de los lipidos esta de
acuerdo con los datos obtenidos mediante modelado molecular por homologia de las
subunidades de EgAgB, dénde la presencia de regiones con densidades de carga
positivas y negativas favoreceria la agregacion de estos monémeros.

El andlisis de la capacidad de interaccionar con distintos tipos de ligandos
hidrofébicos demostré que las subunidades EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 son
capaces de unir el analogo fluorescente 12-AS con afinidad submicromolar, pero no la
sonda DAUDA. Estas propiedades de unién son similares a las propiedades descriptas
para algunas las HLBPs de otros cestodos. Asimismo, por primera vez se evalud la
capacidad de estas subunidades de unir otros ligandos hidrofébicos distintos a los
acidos grasos. Se encontré que ninguna de las tres subunidades unié el analogo de
colesterol DHE, sugiriendo que en la particula nativa estas subunidades no
interaccionarian directamente con el colesterol. Por otra parte, los datos obtenidos al
analizar los lipidos unidos por las subunidades de EgAgB recombinantes en E. coli,
mostraron que estas subunidades son capaces de unir fosfolipidos, particularmente
en el entorno de la bacteria unen PE y CL, debido a que éstos son los fosfolipidos
mayoritarios en E. coli.

Ademas, demostramos que las subunidades EgAgB8/2 y EgAgB8/3 tienen el

potencial de transferir &cidos grasos a membranas de fosfolipidos. En particular, los
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estudios de este trabajo mostraron que estas subunidades son capaces de transferir
el ligando 12-AS a vesiculas conteniendo NBD-PC, lo cual fue evidenciado por el
fendbmeno de FRET que ocurre entre ambas moléculas. Los mecanismos de
transferencia empleados por ambas subunidades parecerian ser diferentes. Los
resultados sugieren que para la subunidad EgAgB8/2 el paso limitante de la
transferencia es el contacto directo con la vesicula; mientras que para la subunidad
EgAgB8/3 la cinética de la transferencia estaria dada por la disociacion del complejo
proteina-ligando. Asimismo, los resultados mostraron que para ambas subunidades la
velocidad de transferencia fue mucho mayor al emplear vesiculas ricas en CL,
sugiriendo que las interacciones electroestaticas podrian tener un papel importante en
la interaccion con la membrana. En este sentido, el hecho de que los modelos
estructurales de estas subunidades sugieran la presencia de regiones con densidades
de cargas claramente diferenciadas apoya esta hipétesis. Estos ensayos representan
la primera evidencia de que las subunidades de EgAgB presentan capacidad de
transferir ligandos, paso que podria ser importante considerando la hipétesis de que
esta particula pueda participar en la adquisicion, el transporte y/o la distribucion de
lipidos entre distintos tejidos del parasito.

Por Ultimo, en este trabajo demostramos que las subunidades de EQAgQB,
principalmente las subunidades EgAgB8/1 y EgAgB8/3, se unen de forma selectiva a
monocitos y macrofagos. Estos resultados sugieren que el reconocimiento de la
particula nativa de EgAgB por estas células descripto previamente, es principalmente
mediado por su porcion proteica. Asimismo, los fosfolipidos, en particular la PC,
participarian en esta interaccién, posiblemente modificando la forma en que se
exponen estas subunidades en la superficie de la particula. Por otro lado, se encontré
que la union a los macrofagos fue mayor en comparacion con la unién a los monocitos,
sugiriendo una mayor expresion de la molécula capaz de reconocer al EQAgB en estas
células, o la presencia de nuevos receptores tras la diferenciacion. Si bien no se ha
determinado aln que moléculas son capaces de reconocer al EQAgB en estas células,
es posible pensar que receptores de lipoproteinas puedan estar involucrados. Es
posible que el uso de este tipo de receptores explique la modulaciéon que el EgAgB
ejerce en las células mieloides reportada en la literatura, de forma similar a la
modulacion ejercida por otras lipoproteinas, como la HDL.

En conjunto, este trabajo aportd6 nuevos conocimientos, que contribuyen a una
mayor comprension de la estructura y posibles funciones del EgAgB. Estos
conocimientos contribuirdn al disefio de nuevas estrategias experimentales para la

elucidacion del papel de esta lipoproteina en la biologia de E. granulosus.
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Como se discutidé a lo largo de este trabajo, muchos interrogantes pueden ser
planteados dentro de la hipétesis general en la cual se enmarcé esta tesis. Asimismo,
a partir de los resultados obtenidos durante su desarrollo, también es posible plantear
nuevos interrogantes. A continuacién se describen las perspectivas futuras que daran
continuidad a este trabajo y son de interés para nuestro grupo de investigacion.

A partir de la obtencion de las subunidades de EgAgB libres de lipidos una
perspectiva futura que nos interesa abordar es la obtencion de informacion estructural
de estas subunidades. Dado que la técnica de resonancia magnética nuclear no se ha
podido aplicar a estas proteinas, otra estrategia seria la obtencién de cristales para su
determinacién estructural mediante rayos X. La obtencion de cristales para algunas
subunidades recombinantes de EgAgB sin deslipidizar ha sido reportada previamente
(Monteiro et al., 2008), por lo que seria necesario investigar qué condiciones son
necesarias para la obtencion de los cristales en el caso de las subunidades libres de
lipidos.

Empleando las subunidades recombinantes libres de lipidos, también es de
nuestro interés analizar la formacion de complejos lipoproteicos similares a los
formados por las lipoproteinas plasmaticas; ya que como se ha comentado
previamente, algunas propiedades de la particula nativa de EgAgB sugieren que ésta
adoptaria una estructura similar a la de la HDL, en particular a las particulas de HDLs
(Obal et al.,, 2012). Para analizar esta posibilidad seria posible aplicar técnicas
descriptas previamente para la reconstitucion de HDL a partir de apolipoproteina Al
mediante didlisis con colato y/o microsolubilizacién de fosfolipidos a su temperatura
de transicion de fase gel a fase liquida (Cuellar et al., 2014).

Por otro lado, un aspecto que es relevante dentro de la hipétesis planteada y que
nos interesa abordar es la capacidad del EgAgB de interaccionar con lipoproteinas del
hospedador para intercambiar lipidos, intercambio que ocurre en varias lipoproteinas
plasmaticas (Fielding & Fielding, 2008). Como se ha mencionado previamente, este
intercambio podria ocurrir tanto fuera, como dentro del quiste, dado que el andlisis
protedmico del liquido hidatico mediante espectrometria de masas determind la
presencia de diversas apolipoproteinas provenientes del hospedador en este liquido
(Aziz et al., 2011; Lic. Maite Folle, UdelaR, comunicacién personal).

En el mismo sentido a lo anteriormente planteado, también es interesante analizar
si el EgAgB puede establecer interacciones con células del parénquima en donde el
quiste hidatico se establece, en general higado y pulmén. Este analisis podria llevarse
a cabo mediante citometria de flujo, siguiendo una estrategia similar a la desarrollada

en este trabajo para el andlisis de la union a monocitos y macréfagos. En caso de
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encontrar que el EgAgB nativo interacciona con esta células, seria interesante emplear
las subunidades de EgAgB libres de lipidos para evaluar si esta interaccién esta
mediada por las mismas subunidades que en el caso de los monocitos y los
macrofagos. Actualmente este analisis se esta llevando a cabo con células hepaticas
de la linea Hep G2 (ATCC, American Type Culture Collection).

Otro aspecto relevante y que permitird comprender en mas detalle la interaccion
con las células del hospedador es la elucidacion del/los receptor(es) involucrado(s) en
el reconocimiento del EgAgB en los monocitos y los macréfagos. Para ello, como se
comentd en las secciones previas, actualmente se estan llevando a cabo ensayos de
co-inmunoprecipitacion con las subunidad recombinante EQAgB8/3 libre de lipidos. La
elucidacion de estos receptores permitird una mejor comprension de las vias de
sefalizacion activadas tras la unién del EQAgB a las células, que puedan explicar la
modulacion que esta molécula ejerce en las células mieloides (Ramos, 2008;
Siracusano et al., 2008). En este trabajo se realizaron ensayos preliminares para
evaluar si las subunidades libres de lipidos son capaces de imitar algunas de las
propiedades descriptas para el EgAgB nativo en los monocitos y macréfagos, en
particular en cuanto a la secrecion de distintos tipos de interleuquinas. Sin embargo,
para poder hacer este analisis de manera correcta, teniendo en cuenta que estas
proteinas son expresadas en bacterias, es necesario primero asegurar que las mismas
no contengan lipopolisacaridos bacterianos que podrian llevar a conclusiones erroneas
en cuanto al fenotipo celular obtenido.

Por otra parte, para comprender el rol del EgAgB en el metabolismo lipidico de
E. granulosus, también es importante determinar si esta molécula es capaz de
transportar lipidos hacia las células del parasito. Como se discutié en los capitulos
previos, en este trabajo se logr6 determinar que las subunidades EgAgB8/2 y
EgAgB8/3 son capaces de transferir andlogos de acidos grasos hacia vesiculas
fosfolipidicas modelo. Si bien estos ensayos mostraron que estas subunidades son
potencialmente capaces de transferir sus ligandos, resultaria importante evaluar el
transporte de lipidos hacia el parasito utilizando andlogos fluorescentes y
protoescélices o microquistes como modelo, de forma similar a los ensayos realizados
con la proteina TsM150 de T. solium (Lee et al., 2007). Asimismo, dada la reciente
obtencion de lineas celulares de E. granulosus (Echeverria et al., 2010; Albani et al.,
2013), seria interesante analizar la transferencia de lipidos hacia las células del
parasito.

Finalmente, otro aspecto que para nuestro grupo es interesante abordar es el

andlisis de las proteinas con homologia a los dominios LDL-A presentes en la familia
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de receptores de LDL que se expresarian en el parasito. A partir de los datos del
genoma de E. granulosus es posible determinar cual es la secuencia de estas
proteinas y clonarlas para expresarlas de forma recombinante. Sin embargo, dado que
se han encontrado al menos diez posibles proteinas con similitud a receptores de LDL
en el genoma de E. granulosus (Zheng H.et al., 2013) es posible que esta estrategia
no resulte adecuada. Como se coment6 anteriormente, dada la reciente obtencion de
lineas celulares de E. granulosus (Echeverria et al., 2010; Albani et al., 2013), también
seria posible analizar la unién del EgAgB y de las distintas subunidades empleando
estas células. Este andlisis también se podria desarrollar empleando la técnica de
citometria de flujo y dependiendo de los resultados que se obtengan, los posibles
receptores se podrian identificar mediante co-inmunoprecipitacion con las
subunidades de EgAgB.

En conjunto, estas estrategias permitirdn avanzar en el andlisis de la participacion
del EgAgB en el metabolismo lipidico de E. granulosus. Esta informacion aportara
conocimientos novedosos sobre la biologia de este parasito en aquellos aspectos que

son fundamentales para su sobrevida en el hospedador.
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7.1.Mapas de los plasmidos pGEX4-T-1y pET28b
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Figura 7.1. Mapa del plasmido pGEX-4-T-1. Se observa la ubicacion del gen que codifica
para la proteina GST seguido del sitio de clonado multiple donde se inserta el gen de interés
para obtener la proteina de fusion a GST. También se observan los sitios de apareamiento de
los primers pGEX 3" y pGEX 5" empleados en este trabajo para la secuenciacion nucleotidica.
En este plasmido también se ubica un gen que codifica una proteina que le brinda resistencia
al antibiético ampicilina. En la parte inferior de la figura se observa el sitio de corte especifico
para la trombina, asi como los sitios de corte de algunas enzimas de restriccion. Adaptado de
manual de pGEX System (GE-Healthcare)
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Xho I{158)
Not K166)
Eag l(165)
Hind i173)
Sal K179)
Sac K199)
EcoR K152)

Dra li5127)

Pvu I(4428)
Sgf 1(4428)

Sma §4200)

Cla l(4117)
Nru I(4083)

ET-28a(+
pET-28a(+)

(2sg1-gL1) VA

Eco57 13772)

AlwN I(3840)

BssS 1(3307)

BspLU11 13224) Bagl I(2187)
Sap 1(3108) Fsp 1(2205)
Bst1107 I2005) Psp5 1§2230)

Tth111 12060)

T7 promoter primer #569348-3
1 »
pET'upshunn\prkne(1692 43 T7 promoter e ik ‘b‘
AGA?CTCGATCCCGCCAAATTAATACGA(TCAC1AYAGGGGAATYGYGAGCGGATAACAAYTCCCCTCIAGAAA!AAYTITGITTAACTTYAAGAAGGAGA
Neol His-Tag Ndel Nhel T7-Tag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTRGTGCCGCGEGGLAGCCATATGECTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
HotGlySerSerHisHisHisHIsHIsHIisSerSerClylLouValProArgGiySertisMetAlaSerMetThrGiyGlyGInGin
Eagl thrombin
BamH | EcoR| Sscl _Sall Hipdlll __Notl Xnol ___MisTag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCLE pET-28al+)
MetG|lyArgGlySerCluPheCGluLeuArgArgGinAlolysGlyArgThrArgAlaProProProProProlevArgSerGlyCysEnd

.GETCGGEATCCGAATTCBAGCTCCGTCGACAAGCTTEGCGOCCECACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCAGCTGCTAACAAAGCCE  pET-28b(+)
..GlyArgAspProAsnSerSerSerYalAsplLysiLeuAloAloAloleuGliuHisHisHisHIsHIsHIsSEnd

.GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCETCGACAAGCTTGCGGCCECACTCBAGCACCACCACCACCACCACTEAGATCCGECTECTAACAAAGCLE pET-28c(+)
.GlyArglleArgl leArgAloProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul loArgleulouThrlysPro. . .

Bputl102 1 T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGOGTCTTGAGGEETTTTITEG

-
T7 terminator primer #69337-3

Figura 7.2. Mapa del plamsido pET28b. Se observa la ubicacion del sitio de clonado mdltiple
donde se inserta el gen de interés. En este pldsmido también se ubica un gen que codifica una
proteina que le brinda resistencia al antibi6tico kanamicina. En la parte inferior de la figura se
observa una porcién de la secuencia nucleotidica del plasmido donde se observan los sitios de
corte de algunas enzimas de restriccion, entre ellas las enzimas Ndel y BamHI empleadas en
este trabajo, asi como la ubicacién de la cola de histidinas (His-tag), el sitio de corte con
trombina y el sitio de apareamiento de los primers genéricos T7 promotor y T7 terminador

empleados en este trabajo para la secuenciacion nucleotidica. Adaptado del manual de pET
System (Novagen, Promega)
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7.2.Verificacion de la secuencia nucleotidica de los genes de EgAgB8/1,
EgAgB8/2 y EQAgB8/3 clonados en el plasmido pGEX

Las secuencias nucleotidicas de los genes EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3
clonados en el plasmido pGEX-4-T-1 (Fernandez et al., 1996; Rott et al., 2000;
Monteiro et al.,, 2007) que fueron generosamente donados por el Dr. Zaha fueron
verificadas mediante secuenciacion nucleotidica previo a su utilizacion. Como se
observa en la Figura 7.3, para los tres genes las secuencias nucleotidicas obtenidas
alinearon correctamente con las secuencias clonadas originalmente (niUmeros de
acceso en Genbank AF143813, U15001 y AF361934 para EgAgB8/1, EgAgB8/2 y
EgAgB8/3, respectivamente). Las secuencias mas confiables, es decir aquellas que
presentaron mayores valores de puntuacion, presentaron un 100% de alineamiento
con las secuencias originalmente clonadas en el plasmido pGEX-4-T-1, mientras que
aquellas que presentan algunas bases nucleotidicas diferentes corresponden a las
secuencias menos confiables, lo que podria explicar estas diferencias.

Verificacion EgAgB8/1_pGEX

EgAgB8/1 Sec. 1 CATGGCCTTTGCAGGGCTGOCAAGCCACGTTTORTGETOGCGACCITHCTCH Y AAIE
EgAgB8/1 pGEX
EgAgB8/1 Sec. 2 :9:9:9: £ 1095 /O A ANNT CO )

=S RS  l  TC TGO T T GCO TOBATCEG TOGTEGTTACTCAGGCTGATGATGRCCTCACCTCGACE
EgAgB8/1 pGEX BTEGTEOTTACTCAGGCTGATGATGECCTCACCTCGACE
SRS ARSIV A TC TG TTCHGCGTEBATCCC TGO TGO TTACTCAGGCTGATGATGGCCTCACCTCGACE

=LY s3I G A GG AGTOTOATGAAAATGTTTGOCOAABTGAAGTACTICTTCBAACGTGATCCOTTRE
TNl TA N C D Gl 6 GG AGTGTOATGAAAATOTTTGOCGAABTGAAGTACTTCTTCOAACGTGATCCOTTOE
oot TR NI TV (S VA GOAGTOTGATGAAAATGTTTOOCGAARTGAAGTACTTCTTCEAACGTGATCCGTTERE

ool ARSI G TCAGA A AGTGOTTGACCTCTTAAAGGAACTGGAAGAAGTOTTCCAGTTOTTGAGGAAGA
(=G| cLANCI S QG TCAGAAAGTGOTTGACCTCTTAAAGGAACTGOAAGAAGTOTTCCAGTTGTTGAGGAAGA
N PG TCAGAAAGTGGTTGACCTCTTAAAGGAACTGGAAGAAGTOTTCCAGTTGTTGAGGAAGA

l

=oLXe |t TN ENT- TN A GCTACGCATGGCACTCAGBTCCCACCTCAGAGGOTIGATTGCTOAAGOTGAATAGAGE
(=L st TR CIS Gl A GCTACGCATGOCACTCAGGTCCCACCTCAGAGOBGTTGATTOCTOAAGOTGAATAG
V-1 IA RVl AGCTACGCATGOCACTCAGETCCCACCTCAGAGGGTIGATTGCTGAAGGTGAATAGAGS

= LN A RSTTN G CCAATACACTO TCATGTGACTAGTCATAGATTTTGCTCGAATTCCCGGGTCGACTCGAG
EgAgB8/1 pGEX
=Vt A BN - TV M GOCAATACACTG TCATGTGACTAGTCATAGATTTTGCTCOGAATTCCCGGGTCGACTCGAG

el |t RS I W CGG CCOCATCOTGACTOACTGACGATCTGCCTCOCOCET. (¥ T 0030,
EgAgB8/1 pGEX

(o aVe| St TR BRI TV M CGG CCGCATCOGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGOGT TCGGGATGACGGCOAAAAC
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Verificacion EgAgB8/2_pGEX

l

EgAgB8/2 Sec. 1 lnHGGO!OHHAHHGAATMGATOTOGHCGGCGTGGLTGCGAGGAATTCCCG
EgAgB8/2 pGEX GGCCE
EgAgB8/2 Sec. 2

SN R I N COTTCAAGCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATOGGGCAAGTOOTAAAAAAAAGATGOOE
SN AN S M COTTCAAGCTAAAGATGAGCCAAAAGCACACATOGGGCAAGTGOTAAAAAAAAGATGOOE

EgAgB8/2 Sec. 2

STV | E R N TGAACTTCOAGACTTCTTTAGAAATGATCCACTGGGTCAAAGACTIGTCGCTCTIGBCA A
= LXe st IV QI TOAACTTCOAGACTTCTITAGAAATGATCCACTBGOTCAAAGACTTGTCGCTCTIGEBCA
EgAgB8/2 Sec. 2 ARG ATCCARNTGETCAAAGHETTGTC TTGHCA
(=T ve | AN T M TOACCTAACTOCCATTTOCCAGAAGCTGCAATTOAAGATTCOTOAGGTOCTOGAAGAAGTA
=T STV CI D @ TGACCTAACTOCCATTTOCCAGAAGOTGCAATTOGAAGATTCOTGAGGTGCTGAAGAAGT
SN I RT A TCACCT AN TGCCATTTGCCAGAAG TGCAATTGAAGATTCGTGAGGTGCTGAAGAAGTA

XL AT N TGTTAAGAATTTGOTGOAAGAAAAAGATOATGATTCAAAGT AAGTCATGCGTCOOGACAC
ST A D TGTTAAGAATITGOTOOAAGAAAAAGATOATGATTCAAAGTAS
(e TAVe | TN TV TOT TAAGAATTTGOTGOAAGAAAAAGATOATGATTCAAAGTAAGTCATGCGTCGGOACAC

EgAgB8/2 Sec. 1 I
EgAgB8/2 pGEX

SoPaXe| st TP VA A TGATTTGCCTG AATTCOGGGTCBACTCOAGCGGCCOCATCOTGACTGACTGACGATCTE

EgAgB8/2 Sec. 1 I TCILT COLT AR ACCTCTGATACATGCAGCTCCCOGAGACGET
EgAgB8/2 pGEX e e

EgAgB8/2 Sec. 2 [N ¥ o TE B s AT TH L6 TTH TH
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Verificacion EgAgB8/3_pGEX

EgAgB8/3 Sec. 1 13058800 (FAATCGOA
EgAgB8/3 pGEX 1

EgAgB8/3 Sec. 2 ATGGCCTTTGCAGGGGTGGCAAGCCACGTTTGGTGOTGGCGACCATCCTCCAAIY ST

l

=N RS N T CTG B TTCCOCOTEGATCOCCAGGAATTCCOGATGATGATGATGATGAAGTGACAAAGAC
EgAgB8/3 pGEX GATGATGATGATGATGAAGTGACAAAGAC
=N ST IS B TCTG G TTCCOCO TG ATCCCCAGGAATTCCCGATOATGATGATGATGAAGTGACAAAGAD
o[t TR AT TG AAG A AGBGTOTGATGAAGGCCATTAGCGAGATTAAGCACTTCTTICCAAAGTGATCCAC
=R CI QNG AAGAAGGBTOTGATOAAGGCCATTAGCBAGATTAAGCACTTCTICCAAAGTGATCCAC
SN L TRV G AAGAAGGGTOTGATGAAGGCCATTAGCGAGATTAAGCACTTCTTCCAAAGTGATCCAC
=T e RN N N GGG TAAAAAGTTGOTTGAAGTAATGAAGGATGTGOCOAGTOTOTGCOAGATOOTOAGGA A
(=]t TR D QNG GO TAAAAAGTIGOTTOAAGTAATGAAGGATOTGOCOAGTOTOTGCGAGATGOTGAGGAA
oAVt TR AT TV B GGG TAAAAAGTTGOTTOAAGTAATGAAGGATGTGOCOAGTGTGTGCGAGATGGTGAGGAA
(oA INT- TN G AAGGCACGCATGOCACTGAAGGAGTATOTCAGAAAGTTGOTTAAAGAGGATGAGTAGAR
=G IR [CI QNG A A GO CACGCATGOCACTOAAGGAGTATOTCAGAAAGTTGOTTAAAGAGGATOAGTAG
=G TRV G AA GG CACGCATGOCACTGAAGGAGTATOTCAGAAAGTTGOTTAAAGAGGATGAGTAGAR

EgAgB8/3 Sec. 1
EgAgB8/3 pGEX

(o Tate | st TR AT T M G AGATAATGCACTGTCATGTGACTAGTCATAGATTTCGCTCAATAAACCATCTACGGGT

Figura 7.3. Verificacién de la secuencia nucleotidica de los genes de EgAgB&/1,
EgAgB8/2 y EgAgB8/3 clonados en el plasmido pGEX. Se muestra el alineamiento de las
secuencias nucleotidicas de los genes EgAgB8/1, EgAgB8/2 y EgAgB8/3 originalmente
clonados en el plasmido pGEX y las obtenidas mediante secuenciacion de dichos plasmidos.
Las secuencias originalmente clonadas estdn nombradas como EgAgB8/1 pGEX, EgAgB8/2
pGEX y EgAgB8/3 pGEX y son indicadas en la figura con una flecha roja. Las secuencias
nucleotidicas obtenidas con mayor valor de puntuaciéon se denominan Secuenciado 1 y
Secuenciado 2 (Sec. 1y Sec. 2). El secuenciado se realizé empleando los primers pGEX 3" y
pPGEX 5" especificos para los plasmidos pGEX (ver Figura 7.1), empleando el servicio de la
empresa Macrogen (Corea). Las secuencias obtenidas fueron alineadas empleando la
herramienta ClustalW del programa Biology Workbench.
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7.3.Verificacion de la secuencia nucleotidica del producto de subclonado
pET28b-EgAgB8/1

La construccion pET28b-EgAgB8/1 obtenida en este trabajo fue verificada
mediante secuenciacion nucleotidica. Como se observa en la Figura 7.4, las
secuencias obtenidas en las distintas muestras analizadas mostraron un 100% de
alineamiento con la secuencia de EgAgB8/1 clonada originalmente en el plasmido
pGEX que se utilizd para el subclonado en pET28b. Este resultado indica que el
subclonado del gen EgAgB8/1 en el plasmido pET28b fue correcto.

EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

1
2
3
4

EgAgB8/1 pGEX

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.

coO~NO N

-h(a)l\)—l

EgAgB8/1 pGEX

EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.
EgAgBB/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.

o~ O)U'I

-h(.of\)-‘

EgAgB8/1 pGEX

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.

O~NOO

-h(a.)l\)—l

EgAgB8/1 pGEX

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.

5
6
7
8

GAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGA ¥y G
GAGATCTCOGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGA Yy G
GAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGA ¥y G
GAGATCTCGATCCCGCOAAATTAATACGACTCACTATAGGGG A

g
xnnuuﬁnnnx%o

CHEB[L B TTTCCRC

CCCTCTAGAALTAATITTG AACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGO
CCCTCTAGAANTAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGT
GCCTCTABAARTAATTTTGT AACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGOCAGCAGH

ACTCAGGCTGATGATGGCCTCACCTCOGACGTCGAGGAGTOTGATGAAAATGTTIGECGA
ACTCAGGCTGATGATGGCCTCACCTCGACGTCGAGOAGTOTOATOAAAATGTTTIGGCGAA
ACTCAGGCTGATGATGOGCCTCACCTCOGACGTCGAGCAGTOTOATCAAAATOGTTIGGCGA
ACTCAGGCTGATGATOOCCTCACCTCGACGTCCAGOAGCTOTOATOAAAATOGTTTCGCGAA
ACTCAGGCTGATGATGOCCTCACCTCGACGTCGAGOCAGTOTCGATOGAAAATGTTTIGGCGA
ACTCAGGCTGATGATOGOCCTCACCTCOGACCGTCOGAGCACTOTOATOAAAATOGTTTGOCGAA
ACTCAGGCTGATGATGOGCCTCACCTCGACGTCGAGGAGTOTGATGAAAATGTTTIGGCGAA
ACTCAGGCTOATGATOGOCCTCACCTCGACGTCGAGCAGTOTGATOAAAATGTTTGOCGAA
ACTCAGGCTGATGATGOGCCTCACCTCGACGTCOGAGCCAGTOTGATGAAAATOGTTTGGCGAA
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EgAgB8/1 Sec.

(ol Ve| ot TAENT- TPV G TG AAGTACTTICTTCOAACGTGATCCOTTGOOTCAGAAAGTGOTIGACCTCTTAAAGGAA
o late ot TR BN I G TG AAGTACTTCTTCOAACOTGATCCOTTOOOTCAGAAAGTOOTTIGACCTCTTAAAGOAR
eV V|1 ARSI MG TG A AGTACTTCTTCOAACOTGATCCOTTGOGTCAGAAAGTOOTIGACCTCTTAAAGGAA
olatelstoTAN eI QMG TG AAGTACTICTTCOAACGTGATCCOTTGOOTCAGAAAGTGOTIGACCTCTTAAAGGAL
TN |1 I RS- G TG AAGTACTTCTTCOAACOTGATCCOTTGOOTCAGAAAGTGOTTGACCTCTTAAAGGAS
o late ot T BN T I G TG AAGTACTTCTTCOAACGTGATCCOTTGOOTCAGAAAGTGOTICACCTCTTAAAGGAL
G AR A G TG AAGTACTTICTTCGAACGTGATCCOTTGOGTCAGAAAGTGGTTGACCTCTTAAAGGAA
[V LA M G TG A AGTACTTCTTCGAACGTGATCCOTTGOGTCAGAAAGTOOTTGACCTCTTAAAGGA A
LAV IR I C TG G AAGAAGTOTTCCAGTTGTTGAGGAAGAAGCTACGCATGBCACTCAGGBTCCCACCTC
el Ne | ISV C TG G AAGAAGTO TTCCAGTIGTTOAGGAAGAAGCTACGCATGBCACTCAGGTCCCACCTO
et TR RN T I C TG G A AGAAGTOTTCCAGTIGTTGAGGAAGAAGCTACGCATOBCACTCAGGTCCCACCTO
oot AN TR B C TGO A AGAAGTOTTCCAGTIGTTGAGGAAGAAGCTACGCATGBCACTCAGGBTCCCACCTO
=1V 1AM CI D QI C TG AAGAAGTOTTCCAGTTGTTGAGGAAGAAGCTACGCATGGCACTCAGGTCCCACCTC
ST L AR G C T GAAGAAGTOTTCCAGTIGTTGAGGAAGAAGCTACGCATGOCACTCAGGTCCCACCTE
EgAgB8/1 Sec. 6

SN SL AR A CTOGAAGAAGTGTTCCAGTIGTTGAGGAAGAAGCTACGCATGOCACTCAGGTCCCACCTO
ST GRS M CTGGAAGAAGTOTTCCAGTTGTTGAGGAAGAAGCTACGCATGOCACTCAGGTCOCACCT
[SePXo| i TN IST-TV NN I 2 GAGGO TTGATIGCTOAAGGTGAATAGGBATCCOAATTCOAGCTCCOTCOACAAGCTTON
eI Ne st TAIRSTI A A GAGGG TTGATTGCTGAAGGTGAATAGBGATCCOAATTCOAGCTCCGTCOACAAGCTTON
=LAV | 1T RST-ToRC I A GAGG G TTOATTGCTGAAGGTGAATAGBRATCCOAATTCOAGCTCCOTCOACAAGCTTOC
(o aYe |t TARNT-To R Bl A GAGGO TTGATIGCTGAAGGTGAATAGGBATCCOAATTCOAGCTCCGTCOACAAGCTTRO

EgAgB8/1 pGE
EgAgB8/1 Sec.

1

5

EgAgB8/1 Sec. 6

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

1:
8

WON—

EgAgB8/1 pGEX

EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.
EgAgB8/1 Sec.

5
6
i
8

GTGAAGTACTICTTCGAACGTGATCCOGTIGOOTCAGAAAGTOOGTICGACCTCTTAAAGGAS

AGAGGGTTGATIGCTGAAGGTGAATAGGGATCCGAATTCOAGCTCCGTCOACAAGCTTEG
AGAGGOTTGATIGCTCGAAGGTGAATAGGGATCCOAATTCGAGCTCCGTCOACAAGCTTOG
AGAGGGTTGATIGCTCGAAGGTGAATAGGOATCCOAATTCGAGCTCCGTCOACAAGCTTEG
AGAGGGTTGATIGCTGAAGGTGAATAGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCOACAAGCTTGS

GGCCOCHACTCOAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCOOCTOOTAACAAAGCCCOAS
GGCCGCHACTCGAGCACCACCACCACCACCACTOAGATCCOOCTGCTAACAAAGCCCOAS

GGCCGCHACTCOAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCOGGCTGOTAACAAAGCCCOAS
GGCCGCHACTCOAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCOGCTGCTAACAAAGCCCOAS
GGCCGCHACTCOAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGOCTGCTAACAAAGCCCOAS
GOCCOCHACTCOAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGOCTGCTAACAAAGCCCOAS

Figura 7.4. Verificacion de la secuencia nucleotidica del producto de subclonado
pET28b-EgAgB8/1. Se muestra el alineamiento de las secuencias nucleotidicas del gen
EgAgB8/1 originalmente clonado en el plasmido pGEX y las obtenidas mediante secuenciacion
de la construccion pET28b-EgAgB8/1. La secuencia originalmente clonada estd nombrada
como EgAgB8/1 pGEX y es indicada en la figura con una flecha roja. Las secuencias
nucleotidicas obtenidas mediante la secuenciacion se denominan Secuenciado 1 al 8 (Sec. 1
a Sec. 8). El secuenciado se realiz6 empleando los primers T7 promotor y T7 terminador
presentes en los plasmidos pET (ver Figura 7.2), empleando el servicio de la empresa
Macrogen (Corea). Las secuencias obtenidas fueron alineadas empleando la herramienta
ClustalW del programa Biology Workbench.
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7.4.Andlisis mediante SDS-PAGE de los productos obtenidos durante la
purificaciéon de EQAgB8/2 y EQAgB8/3

26 kDa

'Qi 26 kDa

°.. —p

e SRR

Figura 7.5. Purificacion de EgAgB8/2 y EgAgB8/3. Andlisis mediante SDS-PAGE de los
productos obtenidos a lo largo de los distintos pasos en la purificacién de las proteinas
EgAgB8/2 y EgAgB8/3. La obtencién y purificacion de las proteinas de fusion EQAgB8/2-GST
(A) y EgAgB8/3-GST (C) se siguié mediante SDS-PAGE 12.5 % (m/v) y tincion con azul de
Coomassie. En los carriles del gel se sembraron los lisados de bacterias sin inducir e inducidas,
las fracciones insoluble y soluble luego de la lisis de las bacterias inducidas y las fracciones no
unida y unida a la columna de glutatién previo al tratamiento con trombina (pre-T). Esta Ultima
corresponde al analisis directo de la resina con agregado de solucion siembra y hervido durante
5 minutos. Se indica con la flecha la posicién de la banda correspondiente a las proteinas de
fusion (~ 34 kDa). La obtencion de la subunidades EgAgB8/2 (B) y EgAgB8/3 (D) se realizd
mediante tratamiento de la fraccion unida a la columna de glutatiébn con trombina y posterior
elucion de proteina. Estos pasos se verificaron mediante SDS-PAGE 15% (m/v) seguidos de
tincion con azul de Coomassie. En los carriles del gel se sembraron las distintas eluciones de
cada subunidad, la fraccién que se mantuvo unida a la columna luego del tratamiento con
trombina (post-T) y su comparacién con la fraccidon unida previo a este tratamiento (pre-T).
Estas Gltimas corresponden al analisis directo de la resina con agregado de solucion siembra
y hervido durante 5 minutos. Se indica con la flecha la posicion de las bandas correspondientes
a las proteinas EgAgB8/2 y EQAgB8/3. En todos los casos se corrié en paralelo la proteina GST
(26 kDa), cuya banda se indica en la figura.
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7.5.Datos bioquimicos de recombinantes EgAgB8/1,

EgAgB8/2 y EQAgB8/3

las proteinas

rEgAgB8/1: VWWTQADDGLTSTSRSVMKMFGEVKYFFERDPLGQKVVDLLKELEEVFQLLRKKLRMALRSHLRGLIAEGE
rEgAQB8/2: AVVQAKDEPKAHMGQVVKKRWGELRDFFRNDPLGQRLVALGNDLTAICQKLQLKIREVLKKYVKNLVEEKDDDSK

rEgAgB8/3: DDDEVTKTKKGVMKAISEIKHFFQSDPLUGK/EVMKDVASVCEMVRKKARMALKEYVRKLVKEDE

Tabla 7.1. Datos bioquimicos de las proteinas recombinantes EgQAgB8/1, EQAgB8/2 y
EgAgB8/3. El coeficiente de extincion molar (E) y el punto isoeléctrico (pl) teérico de cada
proteina fueron calculados empleando las herramientas EXTCOEF-Extinction coefficient
calculation e Pl-Isoelectric point determination del programa Biology Workbench.

rEgAgB8/1 | rEgAgB8/2 | rEgAgB8/3
Amino&cidos 71 75 68
MW (Da) 8154 8663 7859
E (Mtcm?) 1280 7030 1340
pl Tedrico 9.4 9.8 8.6
Trp 0 1 0
Tyr 1 1 1
Cys 0 1 1
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