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Resumen

La fasciolosis es una parasitosis causada por el helminto, Fasciola hepatica (F.
hepatica), clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una
enfermedad tropical desatendida. Durante su migracion en el hospedador definitivo, F.
hepatica excreta-secreta numerosos productos, dentro de los cuales se encuentran
enzimas pertenecientes a la familia de las catepsinas. Estas cistein proteasas
desempefian un papel critico en funciones vitales para la supervivencia del parasito, y a
su vez modulan la respuesta inmune del hospedador. Una de las ultimas proteasas de
esta familia en ser descripta es Catepsina L3 (FhCL3). FhCL3 se expresa durante el
estadio juvenil o invasivo del parasito, en el cual realiza el pasaje a través de la pared
intestinal. Se ha reportado que FhCL3 presenta una importante actividad colagenolitica
que podria facilitar la invasion del parasito a través de los tejidos del hospedador. Por
esta razon, FhCL3 seria un factor esencial en el desarrollo de la patologia. Sin
embargo, no hay informacion respecto a la interaccion de FhCL3 con el sistema
inmune.

En el presente trabajo se estudié la capacidad de FhCL3 para modular la activacion de
las células presentadoras de antigenos por excelencia, las células dendriticas (CDs) y
su influencia en la respuesta inmune adaptativa.

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que FhCL3 promueve la activacion
del inflamasoma NLRP3, en ausencia de otros estimuladores como patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y/o activadores de NLRP3. Este
fendmeno se evidencia por la secrecion de cantidades significativas de interleuquina 1
beta (IL-1B) e IL-18 y es dependiente tanto de la actividad enzimatica de FhCL3, como

de la presencia de NLRP3 e independiente de caspasas 1/11.
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Resumen

Ademas, se comprobd que en la produccion de IL-1B inducida por FhCL3, estarian
involucrados tanto la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), como el
eflujo de potasio y la acidificacion lisosomal. A pesar de la participacion de estos
eventos conocidos como segunda sefial en la activacion del NLRP3, este fendmeno
ocurriria  de manera no canonica, ya que es independiente de NF-kB. Las
caracteristicas de FhCL3 de ser internalizada por las CDs, ubicarse en el citoplasma,
su capacidad para escindir la proforma de IL-18 y promover la maduracién a su forma
biol6gicamente activa, sugieren una actividad “caspasa-like” dentro de la célula.

A su vez, estas CDs condicionadas con FhCL3 presentaron un fenotipo semimaduro y
una capacidad para polarizar la respuesta inmune adaptativa tanto in vitro como in vivo,
hacia un patron de expresion de citoquinas singular, caracterizado por la liberacion de
interferbn gamma (IFN-y) e IL-13.

Curiosamente, demostramos que FhCL3 participa en la induccion de una respuesta de
IFN-y durante la infeccion ya que esplenocitos de animales infectados produjeron
niveles significativos de esta citoquina luego del reestimulo con esta proteina.

Estos resultados demuestran que FhCL3 tiene la habilidad de activar un componente
clave de la inmunidad innata, el inflamasoma NLRP3 y a su vez favorecer el desarrollo
de una respuesta inmune adaptativa que podria resultar protectora contra el parasito.
Por lo tanto, FhCL3 podria ser utilizada en el desarrollo de estrategias terapéuticas
para potenciar mecanismos que incrementen la inflamacién con posibles aplicaciones

en diversas patologias.
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Summary

Fasciolosis is an important parasitic infection caused by the helminth, Fasciola hepatica
(F. hepatica), classified by the World Health Organization WHO as a neglected tropical
disease. During its migration in the host, F. hepatica excretes-secretes many products,
among which are enzymes belonging to the family of cathepsins. These cysteine
proteases play a key role in vital functions for the survival of the parasite and modulate
the immune response. One of them that has been described is Cathepsin L3 (FhCL3).
Significant levels of FhCL3 expression have been observed in newly excysted juvenile
(NEJ), the first stage of life cycle in the definitive host, when the parasite crosses
through the intestinal wall. It has been reported that FhCL3 has an important
collagenolytic activity that could facilitate the invasion through the tissues of the host.
For this reason, FhCL3 might be an essential virulence factor in the development of the
pathology. However, there is no information about its interaction with the immune
system.

In the present work we studied the ability of FhCL3 to modulate the activation of
professional antigen presenting cells, dendritic cells (DCs) and their influence on the
adaptive immune response.

The results obtained showed that FhCL3 promotes the activation of the NLRP3
inflammasome, in the absence of other stimulators such as pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) and/or NLRP3 activators. This effect is evidenced by the
secretion of significant amounts of interleukin 1 beta (IL-1p) and IL-18 and is dependent
on FhCL3 enzymatic activity, the presence of NLRP3 and caspasel/11-independent.

In addition, it was found that reactive oxygen species (ROS) production, potassium

efflux and lysosomal acidification are involved in IL-13 production induced by FhCL3.



Summary

Despite this, the activation of NLRP3 would occur in a non-canonical pathway since it is
NF-kB-independent.

Given the ability of FhCL3 to be internalized by DCs, targeted to the cytoplasm and to
cleave pro-IL-1B, it suggests that FhCL3 would have a “caspase-like activity”
undescribed so far.

In turn, FhCL3-conditionated DCs displayed a semimature phenotype and they have the
ability to polarize the adaptive immune response both in vitro and in vivo, to a particular
cytokine expression pattern, characterized by the release of interferon gamma (IFN-y)
and IL-13.

Interestingly, we demonstrated that FhCL3 is involved in the induction of an IFN-y
response during infection, since splenocytes from infected animals produced significant
levels of this cytokine after re-stimulation with this protease.

These results indicate that FhCL3 has the ability to activate a key component of innate
immunity, the NLRP3 inflammasome and promotes the development of an adaptive
immune response that could be protective against F. hepatica. Therefore, FhCL3 could
be used in the development of therapeutic strategies to enhance mechanisms that

increase inflammation with possible applications in several pathologies.
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Introduccion

1.1 Fasciola hepatica

Fasciola hepatica (F. hepatica) es un platelminto trematodes, de la subclase Digenea,
qgue infecta a mamiferos y es el agente causal de la fasciolosis, una helmintiasis que
afecta principalmente al higado del hospedador definitivo.

La infeccion con F. hepatica ocurre por la ingestion de la metacercaria, la forma
infectante para el hombre y otros hospedadores definitivos, que usualmente se
encuentra enquistada en plantas acuaticas como el berro. Una vez ingerida, continta
Su paso por estdbmago Yy luego en intestino delgado, se desenquista emergiendo la larva
juvenil, la cual penetra la pared del intestino delgado y migra a través de la cavidad
abdominal hasta alcanzar el higado. Alrededor de la sexta u octava semana las larvas
juveniles ingresan al higado, atravesando el parénquima hasta ubicarse en los
conductos biliares, donde maduran a su estadio adulto y viven por afios, tipicamente

entre 1-2 afos en el ganado vacuno y hasta 20 afos en el ganado ovino (1).
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Las metacercaras
@ @ @ Las cercarias gque nadan — an Fqs plqnlas acudticas
Esporoquiste Redia Carcaria | librermente s& enguistan R son ingeridas por el hombre,
. en las plantas acudticas | borrego o vacuno

El miracidio 4 :
aclosiona Al
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Los hueves embrionan en agua
A‘. Estadio infectante Los hua-.- sin embrionar Adultos en los d
B\ = Estadio diagnostico se encretan en las heces hepaticos biliares

Figura 1. Ciclo biol6gico de F. hepatica. 1. Los huevos abandonan el hospedador definitivo con las
heces. 2. De los huevos eclosionados emergen larvas ciliadas, los miracidios. 3. Los miracidios penetran
en el hospedador intermediario, un caracol de agua dulce, Lymnaea viatrix. 4. En el interior del caracaol,
los miracidios se transforman en esporoquistes (4a) que se desarrollan en redias (4b) y éstas en
cercarias (4c). 5. Las cercarias abandonan el caracol y, tras un periodo de vida libre en el agua, se
enquistan sobre plantas acudticas, transformandose en metacercarias. 6. Las metacercarias son
ingeridas por el ganado o por humanos, hospedadores definitivos. El desenquistamiento se muestra en
(7). 8. Las larvas juveniles atraviesan la pared intestinal, caen a peritoneo y luego migran por el
parénquima hepatico hasta alcanzar los conductos biliares, donde se originan los parasitos adultos, que
produciran huevos eliminados por el hospedador en la materia fecal. Fuente: Centers for Disease
Control and Prevention (CCD).

1.1.1 Fasciolosis

La fasciolosis o distomatosis, es una enfermedad crénica, cuyo 6rgano blanco es el
higado. Afecta principalmente al ganado bovino y ovino, aunque también puede infectar
y completar su ciclo de vida en llamas, alpacas, capibaras, canguros y ocasionalmente

en el hombre. Ha sido reportado que F. hepatica tiene la mayor distribucion geografica
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y global, y el rango de hospedadores mas amplio de todos los helmintos. Anualmente,
causa enormes pérdidas econdémicas en el ganado bovino y ovino, debido a una
reduccién en la produccion de carne y leche, calidad de la lana y en la fertilidad en
animales con altas cargas parasitarias (2). Ademas, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha informado que aproximadamente 2,4 millones de personas estan
infectadas en el mundo. Recientemente se la ha declarado como una enfermedad
emergente en humanos con un aumento en el numero de casos, especialmente en
areas de gran altitud como el Altiplano boliviano norte, la cual constituye una region
hiperendémica (3-4). A su vez, se estima que mas de 180 millones de personas, en
todo el mundo, estan riesgo de contraer la infeccion (5). Aun asi, la enfermedad sigue
entrando en la categoria de enfermedades desatendidas (6).

La virulencia del parasito esta relacionada no solo con la eficacia con la que invade y
migra a través de los tejidos del hospedador, si no también, con su capacidad para
suprimir las respuestas inmunitarias protectoras que se desarrollan en mamiferos. El
Grupo de Referencia sobre Epidemiologia de la Carga de Morbilidad de Transmisién
Alimentaria (FERG) (2015) de la OMS, reportd6 a la fasciolosis, junto con otras
helmintiasis producidas por trematodos de transmision alimentaria (Clonorchis,
Opisthorchis y Paragonimus), como importantes causas de discapacidad en humanos.
Una carga parasitaria elevada puede producir malestar general y en ocasiones dolor
agudo, sobre todo en la zona abdominal. Desde el momento en el que los gusanos
adultos se albergan en los conductos biliares de mayor calibre y en la vesicula biliar,

causan inflamacion, fibrosis hepatica, obstruccion, dolor cdlico e ictericia e incluso
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puede dar lugar a cirrosis y llevar a la muerte (6). Debido a esto, el desarrollo de una
vacuna que pueda prevenir la infeccion, o al menos limitar el dafio tisular, es urgente.

La distribucién geogréfica de la fasciolosis en humanos es cosmopolita. En América
Latina, se ha descripto en Bolivia, Pera, Chile, Argentina, Ecuador, Cuba, Colombia
entre otros. En los 2 primeros paises con prevalencias tan altas como 65-92%. En

Argentina se han reportado mas de 100 casos de fasciolosis humana entre 2000 y
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Figura 2. Distribucidn geografica de la fasciolosis en Argentina. A) Infeccién por fasciolosis humana
(nimero de casos), segun las provincias; B) Distribucién de la fasciolosis en el ganado bovino, incluidas
las prevalencias provinciales. Datos proporcionados por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) de mataderos ubicados en las distintas provincias periodo 2006-2009 (bov =
bovinos; ov = ovinos). Adaptado de Roberto Mera y Sierra y col., 2011, (7).

La incidencia de la enfermedad esta influenciada por factores abioticos, la temperatura
y la humedad, que modulan la presencia y el desarrollo de los hospedadores
intermediarios y del parasito dentro y fuera de éstos. También depende de una gran

variedad de factores topograficos, biologicos y de manejo ganadero. Las altas
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precipitaciones o el riego artificial en zonas con escasa pendiente o mal drenaje
favorecen la acumulacion de agua en el suelo. Cuando la temperatura oscila entre los
10°C y 30°C y hay suficiente humedad en el suelo se generan condiciones favorables
para el establecimiento y el desarrollo de los caracoles de la familia Lymnaeidae,
hospedadores intermediarios de F. hepatica. Muchos de los hospedadores definitivos
son susceptibles a la infeccidén, ya sea porque tienen una respuesta innata pobre o
deficiente. A su vez, la elevada carga ganadera por hectarea contribuye al incremento

de la cantidad de huevos liberados al medio ambiente (8-10).

1.1.2 Daiio tisular producido por F. hepatica

Las alteraciones producidas por F. hepatica estdn estrechamente ligadas a su
localizacion temporal en el hospedador definitivo. Se ha descripto en ovejas, que
durante la etapa invasiva o prehepatica las larvas juveniles penetran la pared del
intestino y migran dentro de la cavidad peritoneal hasta la capsula de Glisson, sin
producir lesiones de importancia. En ese momento, los hospedadores no presentan
signos clinicos y los hallazgos patolégicos son raros, excepto por pequefios focos
hemorragicos en la cavidad peritoneal. No se observan cambios en la pared intestinal
(11-13), lo que sugiere que el parésito se mueve rapidamente a través de este tejido
y/o posee un mecanismo que suprime la activaciéon inmune dentro del tejido. Sin
embargo, los parasitos inducen un reclutamiento de células inmunes, dado que a
medida que transcurre la infeccion, la composicion celular del liquido peritoneal, es
modificada. En el infiltrado se pueden observar un gran nimero de células inmunes

como linfocitos, macréfagos y especialmente eosinofilos(12-13).
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En la etapa hepética, los gusanos atraviesan el parénquima causando: ruptura de
tejidos, formacion de tudneles, hemorragias y focos necroéticos, para facilitar su
migracion y alimentacién. Luego, los parasitos ingresan a los conductos biliares, donde
continlan su crecimiento y desarrollo, causando hiperplasia. Este fenémeno es
facilitado por la liberacion de diferentes enzimas como las leucina aminopeptidasas
(LAPS) (14). Las LAPs son capaces de hidrolizar prolina, en el extremo amino terminal
de las proteinas blanco, (15-18), un componente esencial del colageno, favoreciendo la
hiperplasia, dilatacion y finalmente fibrosis del colédoco causando a menudo, una
colangitis (19).

En aquellos casos en los que se consume una gran cantidad de metacercarias en un
periodo de tiempo corto, la migracion masiva de las larvas juveniles provoca un cuadro
agudo caracterizado generalmente por hemorragia abdominal, ascitis, anemia, hepatitis
traumética con destruccion celular que lleva a insuficiencia hepética aguda y muerte en
los casos mas graves (20). Este cuadro se produce fundamentalmente en los ovinos,

especialmente en corderos jévenes, que son los mas susceptibles (21).

1.1.3 F. hepatica y su interaccion con el sistemainmune

F. hepatica expresa moléculas de distinta naturaleza que participan en la interaccion
parasito-hospedador y son capaces de ejercer diversos efectos en células del sistema
inmune. Estos productos llamados excretores-secretores (PES) son componentes
solubles o estan presentes en vesiculas extracelulares liberadas por el parasito, y

pueden modular la respuesta inmune.
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Se ha visto que tanto antigenos tegumentales (FhTeg) como los PES son reconocidos
por células de la inmunidad innata como células dendriticas (CDs) y macréfagos.
Estudios in-vitro, han demostrado que estas moléculas son capaces de suprimir la
activacion y maduracion de CDs inducida por ligandos de TLR y promover la
proliferacion de los linfocitos T regulatorios (Treg), (22-24). Este efecto seria mediado
por los receptores de lectinas tipo C lo cuales reconocen los glacidos presentes en
estos antigenos. Esta interaccién causa la inhibicion de la via de la sefalizacion de NF-
kB, favoreciendo la produccién de TGF-B e IL-10 (23, 25). NF-kB esta compuesto por
cinco miembros, p65 (también llamado RelA), RelB, c-Rel, p50 y p52, los que
normalmente se encuentran en el citoplasma como un complejo inactivo asociado el
inhibidor de la proteina kB (IkB). Este ltimo luego de estimulacién con, por ejemplo,
ligandos para TLRs, es fosforilado, ubiquitinado y degradado por el proteosoma. Algo
similar ocurre con la subunidad p65, quien luego de ser activada y unirse a la
secuencia de ADN blanco correspondiente, es poliubiquitinada y degradada por el
proteosoma en el nucleo de la célula (26).

En los udltimos afios se ha buscado identificar dentro de los PES de F. hepatica,
aquellas moléculas que tengan funciones inmunonomoduladoras, para ser empleadas,
eventualmente, en el desarrollo de vacunas que generen respuestas protectoras contra
la infeccion. Se determin6 que el 80% de las proteasas expresadas corresponden a la
familia de las catepsinas L (27).

La cistein proteasa mas ampliamente estudiada en cuanto a su interaccion con el
sistema inmune es catepsina L1 (FhCL1). Se ha demostrado, en modelos murinos, que

cuando es administrada por via intraperitoneal se ubica en los endosomas tempranos
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de los macréfagos, donde escinde o previene la expresion del receptor tipo Toll 3 (TLR-
3) y bloquea la sefializacion de la via de TRIF. La prevencion o restriccion de la
activacion mediada por TLR3/TLR4 puede ser un mecanismo por el cual F. hepatica
controla el exceso de inflamacién que podria resultar dafiina para el parasito (28). Si
bien este mecanismo aun no se ha demostrado en las CDs, se ha visto que FhCL1 y la
glutation-S transferasa (FhGST) inducen algunos mediadores proinflamatorios tales
como IL-6, IL-12p40, la proteina 2 inflamatoria de macréfagos (MIP-2) y aumenta la
expresion de CD40. Ademas, la exposicion de estas células a FhCL1 y GST, afecta su
capacidad para controlar las respuestas inmunitarias Th1l7 (22). Esta funcion
inmunomoduladora depende de TLR4 y de la actividad enzimatica de estas proteinas.
Por el contrario, la capacidad de FhCL1 para inhibir respuestas inflamatorias se ha
demostrado en un modelo de sepsis en raton. La administracion de FhCL1 antes de
una dosis letal de LPS redujo la mortalidad de ratones, junto con los niveles de
produccién de citoquinas proinflamatorias (28-29).

Asimismo, otras proteinas que se encuentran presentes en los PES son la
peroxirredoxina (FhPrx), la molécula de defensa del helminto (FhHDM), glutatién-S
transferasa (FhGST), catepsina B (FhCB1-10), la proteina de unién a acidos grasos
(FhFABP) y la leucina aminopeptidasa (FhLAP), que también poseen propiedades
inmunomoduladoras (30-34). Por ejemplo, estudios in vitro e in vivo han demostrado
gue FhPrx es responsable de activar alternativamente a los macrofagos hacia un perfil
M2, evitando que respondan a estimulos inflamatorios clasicos, como LPS, y
otorgandoles la capacidad de promover la diferenciacion de las células T en un fenotipo

Th2. Por otro lado, la FnNHDM-1 es internalizada por los macréfagos y se ubica en los
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endosomas donde es procesada proteoliticamente por catepsina L1 para liberar un
péptido C-terminal de 34 residuos llamado FhHDM-1 p2 (35).

Se ha visto que FhHDM-1 previene la interaccion del LPS con el complejo TLR4 / MD2
/ CD14 e inhibe la ATPasa vacuolar. Esto causa un bloqueo en la acidificacion
endolisosomal que, a su vez, interfiere en la degradacion de antigenos que seran
presentados por el MHC Clase Il e impide la activacion del componente del
inflamasoma NLRP3 (36-37).

De manera similar, FnNFABP es una proteina antiinflamatoria capaz de suprimir la
expresion de marcadores inflamatorios inducida por LPS in vivo e in vitro y la
estimulacion de TLRs en respuesta a mdultiples ligandos bacterianos e induce la
activacion alternativa de los macréfagos (38).

Todos estos datos indican que los productos provenientes de F. hepatica ejercen, en su
conjunto o de manera individual, un efecto inmunosupresor, que favorece la sobrevida
del parasito en el hospedador. Sin embargo, dado la naturaleza diversa de estos
productos (proteica, lipidica o glucidica) existen algunas excepciones. Se ha visto que
ciertas moléculas aisladas son capaces de promover la activacion del sistema inmune.
Esto podria deberse a que las mismas utilizan diferentes vias de sefializacion para
generar su efecto inmunolégico. Por lo tanto, dilucidar cémo cada antigeno individual
de F. hepatica afecta la modulacion de la respuesta inmune podria resultar Gtil para el

desarrollo de estrategias de defensa contra la fasciolosis o0 incluso otras helmintiasis.
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1.1.4 Catepsinas, las principales proteasas expresadas por F. hepatica

Las catepsinas, son miembros de la familia de las cisteinas proteasas “tipo papaina”,
gue se expresan abundantemente en F. hepatica. (39-40) y son importantes factores de
virulencia. Las catepsinas L son las principales proteasas expresadas en adultos de F.
hepatica (32, 41-43), mientras que las catepsinas B se presentan predominantemente
en estadio juvenil (44-45). Sin embargo, también se determind que varias isoformas de
catepsina L y B se expresan diferencialmente durante las etapas de desarrollo de F.
hepatica (32-33, 46).

Las catepsinas L de F. hepatica se pueden clasificar en cinco grupos segun su
identidad de secuencia. Los grupos 1, 2 y 5 se asocian al estadio adulto, mientras que
los grupos 3y 4 se clasificaron como catepsinas L pertenecientes a la etapa juvenil (33,
46-47). Se han identificado dos proteasas de catepsina L juveniles en F. hepatica,
FhCL3 y FhCL4 (48-49). Las catepsinas juveniles se diferencian de las proteasas
especificas de un adulto, tanto en secuencia peptidica como en sus caracteristicas
bioquimicas y fisiolégicas. En contraste con las enzimas encontradas en el gusano
adulto, estas proteinas han sido menos estudiadas debido a que el proceso de
obtencién de las larvas juveniles es dificultoso, por lo cual es dificil de aislar ARNm y

sustancias excreto-secretadas por las larvas para su posterior analisis.
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Larva juvenil Parasito Inmaduro Parasito Adulto
Infeccién/ — Migracién/ —— Alimentacién/

penetracion alimentacion reproduccién

FhCLS
FhCL5
(i3 g FheL2
FheL2

Figura 3. Expresién diferencial de catepsinas durante la infeccién del hospedador definitivo. Los
gréaficos de torta representan los niveles expresion de las diferentes proteasas, en los distintos estadios
evolutivos del F. hepatica en el hospedador. FhAE: F. hepatica asparanginil endopeptidasas; FhCB: F.
hepatica catepsinas B; FhCL1-5 F. hepatica catepsinas L1-5. Adaptado de Robinson y col 2008;
Robinson y col. 2009, (32-33)

Aun asi, se ha logrado determinar que FhCL3 junto con FhCB representan mas del
80% de la actividad de proteasa detectable en la larva juvenil recién desenquistada.
FhCL3, esta presente en ventosas orales y ventrales, tegumento y los productos
excreto-secretados por las larvas juveniles (50), posee ademas una actividad y
estabilidad 6ptimas a pH neutro. En la base a datos del GenBank pueden encontrarse
siete secuencias de ADNc de catepsina L3 de F. hepatica. Mas recientemente fue
clonado el ADNc de dos nuevas proteasas de catepsina L3, FhCL3-1 y FhCL3-2. Ratas
y ovejas inmunizadas con recombinantes de estas proteinas, presentaron una
respuesta inmune mediada por anticuerpos diferenciada dependiendo del clon de

FhCL3 que era administrado (50).
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Adicionalmente, se ha determinado, que estas peptidasas escinden sustratos con
residuo de prolina, lo que permite que las catepsinas L digieran el colageno, pero no
inmunoglobulinas, y desempefien un rol fundamental en la migracién de los parésitos a
través de los tejidos del huésped (35, 51-52). De hecho, el silenciamiento de catepsina
L, empleando ARN de interferencia, en el estadio infectivo causa una reduccion en la
capacidad de penetracion de las larvas juveniles a través de la pared intestinal (53).

La preferencia de FhCL3 por residuos prolina (mas especificamente por la secuencia
Gly-Pro-Xaa, donde Xaa es cualquier aminoacido), que le confiere esta actividad de
tipo colagenasa Unica, se debe, en parte, a la presencia de un triptéfano en la posicion
67 (Que no se encuentra en ninguna otra proteasa de tipo catepsina). A diferencia de lo
que ocurre con, por ejemplo, FhCL1 que presenta el aminoacido leucina en dicha
posicion, lo cual se traduce en una mayor afinidad de FhCL1 por sustratos que
contienen residuos hidrofébicos, como es el caso de la hemoglobina. Por lo cual se
asocia a FhCL1, entre otras catepsinas que presentan similares caracteristicas en su

secuencia, con funciones de alimentacion del parasito en su estadio adulto (33).
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60 61 64 65 66 67 68 133 157 160 205

FheCL1 Asn Asn Gly Gly Gly Leu Met Ala Val Ala Leu
FheCL3 Asn His Gly Gly Gly Trp Met Ala Val Ala Val

Figura 4. Modelo molecular de FhCL3 madura. ElI modelo muestra los subsitios S2 y S3 del sitio
activo de FhCL3: histidina en la posicion 61 (His61) y triptéfano en la posicion 67 (Trp67), son
aminoacidos claves para la accién de FhCL3 sobre el colageno. Se comparan ademas la secuencia de
aminoacidos de los sitios activos de FhCL1 y FhCL3. Adaptado de Corvo I. y col 2013, (54).

A pesar de estos antecedentes, que muestran la importancia de la expresion de FhCL3
en la larva juvenil y sus particulares caracteristicas en cuanto a su secuencia y afinidad
por el coladgeno su efecto sobre el sistema inmune no ha sido completamente

estudiado.

1.2 El inflamasoma
Los inflamasomas son complejos proteicos multiméricos que se ensamblan en el citosol

después de detectar patrones moleculares asociados a patdgenos (de su sigla en
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inglés: PAMPS) o patrones moleculares asociados a dafio tisular (de su sigla en inglés
DAMPs) (55-57). Si bien existen numerosos tipos de inflamasomas que presentan
diferencias fundamentales entre si, en general, los candnicos sirven como plataformas
para reclutar el zimégeno inactivo procaspasa-1l. La oligomerizacion de proteinas
procaspasa-1 induce su activacion auto-proteolitica a caspasa-1 activa. La caspasa-1
es una cistein proteasa que escinde las formas precursoras pro-IL-1f y pro-IL-18 y
genera citoquinas biol6gicamente activas IL-13 e IL-18, respectivamente. La caspasa-1
activa, también puede inducir una forma inflamatoria de muerte celular conocida como
piroptosis.

Estos complejos macromoleculares estan constituidos por un receptor NOD (NLR) o un
receptor de AIM2 (ausente en melanoma 2), la proteina adaptadora ASC que contiene
el dominio de reclutamiento de caspasas (CARD) y la procaspasa-1, los cuales pueden
ser activados dando lugar al procesamiento de las pro-interleuquinas inflamatorias a
sus formas activas (58-59).

El inflamasoma NLRP3, el mas ampliamente estudiado, esta presente principalmente
en células inmunitarias como macrofagos, monocitos, CDs y neutréfilos esplénicos
(60). Este complejo es activado por una amplia gama de moléculas derivadas de
patégenos, del propio hospedador y del entorno. El receptor NLRP3 esta compuesto
por un dominio pirina (PYD), un dominio central de oligomerizacion y union al
nucleotido (NOD o NAHCT) y un dominio que contiene repeticiones ricas en leucina
(LRR)(61).

La activacion canonica del inflamasoma NLRP3 ocurre en dos etapas (60-63).El primer

paso implica una sefal de “cebado” o iniciacién en la que muchos PAMPs o DAMPs
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son reconocidos por TLR, lo que lleva a la activacion de la sefializacion mediada por el
factor nuclear kappa B (NF-kB), que a su vez regula la transcripcion de componentes
relacionados con el inflamasoma, incluyendo NLRP3, pro-IL1(, y pro-IL-18 (64-66). El
segundo consiste en la oligomerizacion de NLRP3 y su posterior ensamble con ASC y
procaspasa-1. Esto promueve la transformacion de procaspasa-l1 a caspasa-1, asi
como la produccién y secrecion de IL-18 e IL-18 maduras (63, 67-68). Se han
propuesto tres modelos para describir el segundo paso de la activacion del
inflamasoma (69). En el primer modelo, el ATP extracelular interacciona con el receptor
P2X7, lo cual promueve el eflujo de K* a través de un hemicanal llamado panexina-1.
Este proceso conduce a la activacién y ensamblaje del inflamasoma NLRP3. El eflujo
K" es uno de los principales activadores del inflamasoma, mientras que el ATP
extracelular y las toxinas formadoras de poros son los principales desencadenantes de
la secrecion de IL-1B (70-72). Los flujos intracelulares de calcio relacionados con el
reticulo endoplasmético también pueden activar el inflamasoma (60, 73-74). En el
segundo modelo, todos los PAMPs y DAMPs conocidos, incluidos los activadores
mencionados anteriormente, desencadenan la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que a su vez inducen el ensamble del inflamasoma. (75-77). En el
tercer modelo, se cree que el ensamble y la activacion del inflamasoma NLRP3 son
desencadenados por irritantes ambientales (tales como silica, amianto, amiloide-f y
aluminio) que forman estructuras cristalinas o particuladas cuando son internalizados
por fagocitos. Estos agregados causan ruptura lisosomal y liberacién de su contenido a

través de un mecanismo mediado por catepsinas B. De acuerdo con este modelo, los
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estimulos cristalinos como la silice son los principales factores desencadenantes de la
secrecion de IL-1f por el inflamasoma.

Se conocen ademas otros factores que pueden activar el inflamasoma. Estos incluyen:
el dafio mitocondrial o la disfuncién causada por la sobrecarga mitocondrial de Ca**
(78-80), la disrupcién lisosomal (81-83), la disfuncion autofagica (84-86) y tiorredoxina
(TXNIP) que interacciona con NLRP3 (87-88).

Todos los modelos suponen que NLRP3 no interactia directamente con sus
activadores, lo que explicaria su capacidad para “sensar” distintos tipos de estimulos.
Sin embargo, se ha reportado que el ADN mitocondrial oxidado funciona como un
ligando NLRP3 que induce el ensamble y la activacién del inflamasoma NLRP3 (89).
Por otro lado, algunos estudios indican que la cardiolipina, un lipido que se encuentra
en la membrana bacteriana o en la membrana mitocondrial interna, funciona como
ligando y activador de NLRP3. Ademas, fue demostrado que la proteasa catepsina B
endogena es capaz de interaccionar directamente con el dominio LRR de NLRP3,
aunque su habilidad para activarlo no ha sido comprobada.

Estos estudios revelan que, a diferencia de otros receptores de la inmunidad innata,
cuyos ligandos estan bien establecidos, NLRP3, no tiene un (nico ligando
estrictamente definido, con lo cual este receptor tendria una singular habilidad para
“‘unir’ moléculas de distinta naturaleza. Por lo tanto, se podria especular que aun

guedan ligandos por ser identificados.
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Figura 5. Activacion del inflamasoma NLRP3: Modelo de las dos sefiales. Luego del contacto con
los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) o con los patrones moleculares asociados al
dafio (DAMPSs) con receptores de tipo Toll (TLR) se activa NF-kB. En el nucleo, NF-kB promueve la
transcripcion y traduccién de las formas inactivas de NLRP3, pro-IL-1B y pro-IL-18 (Sefial 1 o cebado, en
rojo). Un estimulo posterior (Sefial 2, en negro) activa el inflamasoma NLRP3 al promover la
oligomerizacion del NLRP3 inactivo, la proteina adaptadora ASC y la procaspasa-1. Este complejo
cataliza la conversion de procaspasa-1 en caspasa-1, lo que contribuye a la produccién y secrecion de
las formas maduras de IL-13 e IL-18. Se han propuesto tres modelos para describir el segundo paso de
la activacion del inflamasoma: (1) EI ATP extracelular puede inducir el eflujo de potasio (K") mediante el
receptor purinérgico P2X7, lo cual induce el ensamble y activacién del inflamasoma NLRP3. El flujo de
calcio también esta involucrado en este proceso. (2) Los PAMPs y DAMPs desencadenan la produccion
de ROS que promueven el ensamble y la activacion del inflamasoma NLRP3. (3) La fagocitosis de
estructuras cristalinas provocan la ruptura de los lisosomas vy la liberacién de su contenido, donde se
encuentran presentes catepsinas B. Esto induce el ensamble y activacion del inflamasoma NLRP3.
Ademas, otros factores y mecanismos han sido implicados en la activacién del inflamasoma NLRPS3,
como el dafio mitocondrial, la disfuncion autofagica y la tiorredoxina que interactia con NLRP3 (TXNIP).
Adaptado de Shao B.Z., 2015, (90).

1.2.1 El inflamasoma NLRP3 en infecciones por helmintos
El inflamasoma NLRP3 puede activarse en respuesta a una amplia gama de estimulos
ocasionados por bacterias (Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes, entre

otras) (91-92), virus (adenovirus, influenza A, etc.) (93-95), protozoos (Plasmodium
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spp., leishmania spp., toxoplasma gondii y Trypanosoma cruzi)(96-99), hongos
(Candida albicans, Aspergillus spp.)(100-101), incluyendo toxinas como el
lipopolisacarido (LPS) y é&cidos nucleicos (91, 102). Cualquiera sea el origen del
estimulo el resultado final es la maduracién y liberacion de IL-1B y/o IL-18, dependiente
de la via NLRP3/ASC/caspasa-1. Estas citoquinas participan en el proceso inflamatorio
para el control de las infecciones; por lo cual la activacion del inflamasoma NLRP3 es
crucial para la defensa del hospedador frente a los diversos agentes patégenos.

Sin embargo, se ha visto que una respuesta inflamatoria no siempre es benéfica e
incluso, a veces, puede promover el desarrollo de una patologia. Tal es el caso del
paludismo, donde la produccién de IL-1B se asocia con complicaciones clinicas y con el
desarrollo de malaria cerebral (103). Esto indica que el proceso inflamatorio debe ser
finamente regulado. De hecho, la falla en el control de la inflamacion se ha asociado a
fenémenos inmunopatolégicos.

En infecciones causadas por helmintos, la funcién del inflamasoma NLRP3, no ha sido
del todo esclarecida. Asi, por ejemplo, en el contexto de una infeccion con
Heligmosomoides polygyrus, se ha observado un aumento en la secrecion de IL-1B, la
cual controla el establecimiento de una exacerbada respuesta de tipo Th2, inhibiendo la
produccion de IL-25 e IL-33 (104). De manera similar se ha reportado que Trichuris
muris es capaz de bloquear la respuesta Th2, dado que induce la expresiéon de IL-18 de
manera dependiente de NLRP3, tanto en macrofagos co-cultivados con antigenos del
parasito, como en ratones infectados (105). Estos hallazgos permiten asignar un nuevo
rol tanto a IL-18 como a IL-18, en el control de una exagerada repuesta Th2 la cual

seria perjudicial para el parasito.
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Por otro lado, también se ha demostrado que antigenos solubles de los huevos de
Schistosoma spp. (SEA) promueven la formacion y activacion del inflamasoma NLRP3
en células estrelladas hepaticas de raton. Este fendmeno seria mediado por SYK,
dectina-1 y JNK y estimula el depoésito de coldgeno (106-107). En linea con esto, ha
sido reportado que la ribonucleasa T2, omega-1, perteneciente al SEA mejora la
secrecion de IL-1f inducida por ligandos de TLRs en CDs de manera dependiente de la
via NLRP3/ASC/caspasa-1 (108). Por el contrario, la molécula de defensa de helmintos
(HDM-1) secretada por F. hepatica, inhibe la acidificacion endolisosomal en
macroéfagos, lo que evita que NLRP3 sea activado por catepsina B (36). Este bloqueo
en la activacion de NLRP3 contribuye al desarrollo de una respuesta tipo Th2, que, en
este caso, es beneficiosa para el parasito (36), ya que en fasciolosis a diferencia de las
helmintiasis intestinales, la respuesta protectora para el huésped es de tipo Thl.

Estos reportes sugieren que independientemente del mecanismo empleado por las
diferentes moléculas provenientes de estos parasitos, el resultado final es un balance
entre la respuesta inmune protectora del hospedador y el dafio producido por el
parasito, favoreciendo la supervivencia de ambos y por ende la cronicidad de la

patologia.

1.2.2 Catepsinas y el inflamasoma NLRP3

Como se menciond anteriormente, la disrupcion de la membrana lisosomal es uno de
los tres mecanismos propuestos por los cuales, el inflamasoma NLRP3, un complejo
intracelular, es capaz de sensar la presencia de particulas extracelulares. Se ha

demostrado que las particulas como la silica o el aluminio pueden causar la ruptura
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lisosomal, que conduce a la liberacidn de cistein proteasas lisosomales, al citosol (81).
Entre estas proteasas se encuentra y ha sido principalmente estudiada, la catepsina B.
Si bien, fue comprobado que esta enzima es capaz de activar NLRP3 e incluso
interaccionar fisicamente con este receptor, el mecanismo desarrollado durante este
proceso, no estd completamente dilucidado (109). De acuerdo con este modelo, la
activacion del inflamasoma NLRP3 inducida por particulas exdégenas, es bloqueada por
el uso de inhibidores de la acidificacion lisosomal e inhibidores de la catepsina B, dado
que las catepsinas son éptimamente activas en condiciones &cidas. Sin embargo, el
requerimiento de catepsina B en este proceso es controversial. Algunos estudios
destacan que macréfagos deficientes en catepsinas B o L muestran un deterioro parcial
en este tipo de respuesta (110), mientras que otros grupos de investigacion han
encontrado que la respuesta se mantiene intacta en las mismas células mutantes.
Existe un estudio donde los autores demuestran que mudltiples catepsinas (tanto B
como L, C, Sy X) promueven, no solo la secrecion de IL-1f, si no también, la sintesis
de su forma precursora, pro-IL-1B (111). Es interesante que otros reportes muestren
que el inhibidor endbégeno de catepsinas L, cistatina B, interactia con catepsina L en el
nacleo (112) y que ésta ultima puede desempefiar un papel en la activacion de NF-«kB
(113). Aun, mas sorprendente es que la inhibicion de cistatina B, mejora la expresion
de pro-IL-1p3, pero no la de otras citoquinas dependientes de NF-kB, como TNF-a (111),
0 incluso se ha observado una disminucion en la expresion de IL-10, la cual regula
transcripcionalmente la sintesis de IL-13 (114).

A pesar de estos antecedentes que relacionan a catepsinas endogenas con la

activacion del inflamasoma, se desconoce si catepsinas exdgenas como por ejemplo
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FhCL3, podrian participar en este fendbmeno. Esto, sumado a algunos reportes que
muestran la participacion de moléculas de helmintos en la modulacion del inflamasoma
NLRP3 vy la sintesis y liberacion de IL-18, sugieren que FhCL3 podria intervenir en este

proceso.
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Objetivos

General

Estudiar la capacidad moduladora de catepsina L3 de
Fasciola hepatica sobre la activacion de células
dendriticas murinas y su influencia en la respuesta
Inmune adaptativa.

Especificos

1. Investigar el efecto de FhCL3 sobre la activacion de
las CDs.

2. Determinar si la actividad biologica de FhCL3 se
relaciona con sus posibles propiedades
inmunolodgicas.

3. Estudiar la capacidad de CDs condicionadas con
FhCL3 para modular la respuesta inmune adaptativa.

4. Evaluar el impacto de los efectos inmunologicos
causados por FhCL3 en un modelo de infeccion.
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Materiales y Métodos

3.1 Animales

Se utilizaron ratones hembras C57BL/6 de entre 8-10 semanas de edad adquiridos en
la Universidad Nacional de La Plata. CASP1/11KO (B6N.129S2-Casp1™™"/J) y
NLRP3KO (B6.129S6-NIrp3/”"™B") = (background C57BL/6), fueron provistos por
Jackson Laboratory (USA). Los ratones BALB/c fueron adquiridos en la Comision
Nacional de Energia Atomica (Buenos Aires, Argentina). Todos los animales que fueron
utilizados en el presente trabajo de investigacion fueron mantenidos en el bioterio y
bajo las normas por las que se rige el Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica

e Inmunologia — CIBICI — CONICET — CICUAL (nro. 2016-213) (115).

3.2 Insumos y reactivos

Se utilizaron anticuerpos comerciales de ELISA sandwich para la deteccion de IL-6
(Catalogo Nro. 555240, Lote: 2324756), IL-10 (Catalogo Nro. 555252, Lote: 2324786)
IL12p70 (Catalogo Nro. 555256, Lote: 31119845), TNF (Catalogo Nro. 560410, Lote:
2428757), IL-4 (Catalogo Nro. 555243, Lote: 31119632) e IFN-y (Catalogo Nro. 551866,
Lote: 2356934) y los anticuerpos para citometria de flujo anti MHC-II PE, (anti- I-A/I-E,
Catalogo Nro. 556999, Lote: 87256, dilucion: 1/200), anti CD40 PE, (Catdlogo Nro.
553368, Lote: 85456, dilucién: 1/100), anti CD80 PE (Catalogo Nro. 553368, Lote:
87598, dilucion: 1/100), anti CD86 PE (Catalogo Nro. 553689, Lote: 87578, dilucion:
1/100), anti IFN-y PE (Catalogo Nro. 554412, Lote: 6271702, dilucion: 1/200), anti CD4
FITC (Catalogo Nro. 553046, Lote: 6272056, dilucion: 1/400) y anti CD8 APC-Cy7
(Catalogo Nro. 561093, Lote: 6374020, dilucidon: 1/400) fueron obtenidos en Becton

Dickinson (San Diego, California, USA). Mientras que los anticuerpos para el ELISA
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sandwich para IL-1B (Catdlogo Nro. BMS6002, Lote: 147944016), IL-18 (Catalogo Nro.
BMS618, Lote: 4335728) e IL-13 (Catalogo Nro. KMC2221, Lote: 4335745), la sonda
2’ 7’-diclorodihidrofluoresceina (H2DCF-DA), (Catadlogo Nro. D399), el marcador de
peso molecular (Catalogo Nro. 26619), el MitoSOX TM Red (Catalogo Nro. M36008), el
anticuerpo secundario anti conejo 1gG (Alexa Fluor Plus 647, Catalogo Nro. A32733), el
anti PYCARD (Catalogo Nro. PA5-50915, dilucion: 1/1000), el anti NF-kB p65 (Catalogo
Nro. 14-6731-81, dilucién: 1/500), el recombinante murino de pro-IL-18 (Pro-forma),
(Catalogo Nro. 39-8114-65) y el kit de marcacion de proteinas (Catadlogo Nro. A30006)
fueron adquiridos en Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). El kit de ELISA
para el IFN-B (Catalogo Nro. 581309, Lote B211432), los anticuerpos anti CD11c (APC,
Catélogo Nro. 581309, Lote B211432), anti MHC-I (anti H-2Kb/H-2Db, FITC, Catélogo
Nro. 116505, Lote B212532, dilucion: 1/200), anti CD3 (APC, Catalogo Nro. 100236,
Lote B21479, dilucién: 1/400) se adquirieron en BioLegend (San Diego, California,
USA). El lipopolisacarido (LPS; E. coli cepa 0111:84, Catalogo Nro. L4005), adenosin-
5'-trifosfato (ATP, Catdlogo Nro. A2383), solucién de tincion Hoechst (Catalogo Nro.
30358), el cloruro de difenilenodonio (DPI, Catalogo Nro. D2926) fueron obtenidos en
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). El anticuerpo anti EEA1 (marcador de endosomas
tempranos, Catdlogo Nro. ab2900, dilucion: 1/1250) fue adquirido en Abcam
(Cambridge, MA, USA). El Fluorsave fue obtenido en Calbiochem (Darmstadt,
Alemania). Los anticuerpos anti IkB-a (Catalogo Nro. 9242, dilucion: 1/1000), anti -
Actina (Catalogo Nro. 4970, dilucion: 1/500) y anti IL-1B (Catalogo Nro. 9242, dilucién:
1/2000) fueron adquiridos en Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Los kits

de ELISA fueron empleados segun el protocolo establecido por el fabricante. Mientras
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que las diluciones de los anticuerpos para citometria de flujo y western blot, fueron
establecidas en nuestro laboratorio.

Los anticuerpos anti IL-1B/IL-1F2 (Catdlogo Nro. AF-401-NA, Lote CGSMO0307095,
dilucion: 1/1000), anti NLRP3/NALP3 (Catalogo Nro. MAB7578, Lote CGSM0217091,
dilucién: 1/500), anti LAMP-1/CD107a (Catdlogo Nro. MAB4320, Lote CGSM0230781,
dilucién: 1/250) y anti rata IgG (NL557, Catdlogo Nro. NLO13, Lote: AAFNO5, dilucion:
1/1000) fueron adquiridos en R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Los anticuerpos
secundarios fluorescentes anti conejo IRDye 680RD y anti Raton IRDye 680RD fueron

obtenidos de LI-COR Biosciences (Lincoln, NE, USA).

3.3 Antigenos de F. hepatica

3.3.1 Produccion de FhCL3 y rvFhCL3: La proenzima recombinante FhCL3 fue

producida en los laboratorios del Dr. José Tort y la Dra. lleana Corvo, en la levadura
Hansenula polymorpha como se describié anteriormente (51, 116). Brevemente,
levaduras transformadas se cultivaron en 500 ml de caldo BMGY a 37°C hasta alcanzar
una DOgoo de 2-6, recuperadas por centrifugacion a 2000 g durante 10 minutos e
incubadas en 50 ml de un medio minimo tamponado (0,67% de base de nitrégeno de
levadura, solucion fosfato 0,1 M, pH 6,0; metanol al 1%) durante 36 horas a 30°C. Los
sobrenadantes fueron colectados y concentrados 20-30 veces por ultrafiltraciéon con
una membrana de corte de 10 kDa. La proenzima fue activada autocataliticamente a su
forma madura por incubacion durante 2 horas a 37°C en un buffer de citrato de sodio
0,1 M, pH 5,0, con DTT 2 mM y 2,5 mM EDTA, dializado contra PBS pH 7.3 y

almacenado a -20°C. La concentracion de proteina se evalué mediante el método BCA
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(117). La proporcion de enzima funcionalmente activa fue determinada por titulacién
con el inhibidor E-64. La variante rvFhCL3 fue obtenida con el mismo protocolo
utilizado para la producciéon FhCL3.

Los recombinantes fueron pasados por una columna conteniendo agarosa-polimixina B
para remover las endotoxinas contaminantes. La carga de endotoxinas fue determinada
mediante el test de Lisado de Amebocitos de Limulus (EndosafeTimes, Charles River,
Laboratories, Wilmington, Delaware). Los niveles de endotoxinas fueron comparables o
menores a los del medio de cultivo.

Las muestras de FhCL3 fueron analizadas por MALDI-TOF, en el Centro de Estudios

Quimicos y Bioldgicos por Espectrometria de Masa (CEQUIBIEM-UBA).

3.3.2 Produccion de extracto total (ET): Gusanos adultos de F. hepatica obtenidos de

higados bovinos infectados con el parasito fueron lavados y luego desintegrados en un
homogeneizador mecéanico utilizando PBS, en una relacion de 2 gusanos/ml. ElI ET
obtenido se centrifugé a 12.000 g durante 45 minutos, a 4 °C. Luego el sobrenadante
fue extraido y filtrado, antes de ser pasado por una columna conteniendo agarosa-
polimixina B para retener las endotoxinas contaminantes. Luego el ET fue esterilizado
por filtracion y fraccionado en tubos eppendorf de 1.5 ml a -20°C. La carga de
endotoxinas en ET fue determinada mediante el test de Lisado de Amebocitos de
Limulus (EndosafeTimes, Charles River, Laboratories, Wilmington, Delaware). Los

niveles de endotoxinas fueron comparables o menores a los del medio de cultivo.
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3.4 Ensayos enzimaticos

La actividad enziméatica fue evaluada como se describe en (54). FhCL3 fue incubada
con un peéptido fluorogénico sintético, Tos-GPR-AMC, que actla como sustrato de la
misma. La enzima fue suspendida en un buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0, DTT
1mMy EDTA 1mM a 25°C. El sustrato fue afiadido luego de 10 minutos de incubacién
de la enzima en el buffer de reaccién. La actividad enzimatica se monitoreo mediante la
liberacion del grupo fluorescente 7-amino-4-metil cumarina (AMC) a partir del sustrato
Tos-GPR-AMC. La velocidad de escision del sustrato se midié usando un lector de
placas Biotek ELx800. Las mediciones de fluorescencia (RFU) se realizaron a

intervalos de 60 segundos, durante 20 minutos.

3.5 Preparacién y cultivo de células dendriticas derivadas de médula 6sea (CDs)

CDs fueron obtenidas como previamente lo describi6 Imaba y col, 1992 (118).
Brevemente, progenitores de médula 0sea fueron aislados de tibia y fémur de ratones
C57BL/6, CASP1/11KO y NLRP3KO vy cultivados en RPMI 1640 con suero bovino fetal
(SFB) 10%, 40 pg/ml de gentamicina, L-glutamina 2 mM y en presencia del factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) de sobrenadantes de
la linea celular J558 que contiene un plasmido que codifica para el GM-CSF. El medio
de cultivo fue renovado al dia 3 y 6. Al dia 8 de cultivo, mas del 70% de las células no
adherentes colectadas expresaron MHC clase Il y CD11c. CDs fueron tratadas con
FhCL3 (10 pg/ml), rvFhCL3 (10 pg/ml), LPS (100 ng/ml) o ATP (5mM) o en algunos

casos con mas de un estimulo segun se especifica en cada figura. En aquellos en los
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cuales se empleé ATP, éste fue afiadido los ultimos 30 minutos. En todos los

experimentos la estimulacion fue durante 18 horas salvo aclaracion en las figuras.
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Figura 6. Estrategia de “gates” para el analisis de células dendriticas derivadas de medula 6sea a través
del software Flow Jo. (A) FSC-SCC > (B) Singletes > (C) FSC-SCC 2 > (D) Tincién Live/ Dead Aqua >
(E) CD11c+; MHC-II+. Las CDs obtenidas de ratones C57BL/6 fueron recolectadas y marcadas con
Aquadead para la discriminacion entre células vivas y muertas, y con anti-CD11c (APC) y anti-MHC-I|
(PerCP) para la determinacién del porcentaje de diferenciacion.

3.6 Ensayo de viabilidad

Para determinar la viabilidad de las CDs se utilizé el ensayo de MTT afiadiendo un
volumen de solucién bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil tetrazolio (MTT) a
cada pocillo, incubando las células durante 4 h a 37°C. Las lecturas fueron realizadas a
570 nm. La densidad optica de las CDs tratadas con medio solo se consideré como

100% de viabilidad celular.
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3.7 Ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH)
La liberacion de lactato deshidrogenasa se midié en el sobrenadante de cultivos de
CDs utilizando el kit de ensayo colorimétrico de LDH (Wiener Lab) siguiendo el

protocolo del fabricante y se expres6 como unidades internacionales (I / U).

3.8 Determinacién de Citoquinas

La deteccion de IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-18, IFN- B, TNF, IFN-y e IL-13 fue
realizada en sobrenadantes de cultivos celulares utilizando la técnica de ELISA
sandwich. Las placas de 96 pocillos, fondo plano fueron adquiridas en Greiner Bio-One
(Catalogo Nro 675061). Cada placa fue sensibilizada con el anticuerpo de captura
correspondiente a 4°C, durante toda la noche. A continuacion, fueron lavadas e
incubadas con PBS-Albumina 1% para bloquear los sitios de unién libres. Luego, de
lavadas se incubaron con 25 pl de los sobrenadantes de cada muestra problema o con
los estandares recombinantes para cada placa, durante toda la noche. Posteriormente,
cada placa fue lavada con PBS-Tween 20 e incubada durante 1 h con el
correspondiente anticuerpo de captura marcado con biotina. Luego, las placas se
incubaron con estreptavidina conjugada con peroxidasa (Becton Dickinson, San Diego,
California, USA), durante 1h. Finalmente, fue agregado el sustrato 3,3’,5,5'-
Tetrametilbenzidina (TMB), cuya naturaleza cromogena permitié leer la reaccion a 490
nm en lector de microplacas. Las curvas de calibracion, fueron construidas a partir de

los estandares recombinantes de cada citoquina provistos en cada Kkit.
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3.9 Citometria de Flujo

Las CDs fueron lavadas dos veces con PBS suplementado con SFB al 2% y luego
resuspendidas en SFB-PBS al 10%. Luego las células fueron incubadas con los
siguientes anticuerpos durante 30 min a 4 °C: APC-anti-CD11c, FITC-anti-H2Kb/H2Db
(MHC-I), PE-anti-IA/IE (MHC-Il), PE-anti-CD40, PE-anti-CD80 y PE-anti-CD86 (todos
de Pharmingen, San Diego, CA). Para los experimentos que requirieron la
determinaciéon de ROS, CDs de cada condicion fueron cosechadas a diferentes
tiempos, e incubadas con anti CD11c y anti MHC-II. Posteriormente fueron lavadas 3
veces antes de ser incubadas con la sonda correspondiente. Para detectar los niveles
de ROS citoplasmatico (cROS), las células fueron incubadas con 20 uM de la sonda
H2DCFDA (FITC), durante 20 min at 37°C previo andlisis por FACS. Para evaluar los
niveles de ROS mitocondrial (mtROS), las células fueron incubadas con 5 uM de la
sonda MitoSOX, durante 15 min at 37°C previo analisis por FACS. Finalmente, todas
las células fueron lavadas con solucion fisiolégica SBF 2%, y resuspendidas para ser
analizadas a través del citometro (FACS Canto Il, BD Biosciences).

Se llevd a cabo la deteccién intracelular de IFN-y y Foxp3 e identificacion de
poblaciones celulares en esplenocitos provenientes de cultivos alogénicos o de
animales inyectados con CDs o infectados mediante citometria de flujo usando
anticuerpos monoclonales marcados con fluoréforos (APC-anti-CD3, FITC-anti-CD8,
FITC-anti-CD4, PE-Cy7-anti-CD25, PE-anti-IFN-y, PE-anti-Foxp3).

Brevemente, luego del tiempo de cultivo, las células fueron expuestas a BD GolgiPlug

(Inhibidor del transporte de proteinas, 1:1000, BD Pharmigen) durante las ultimas 5 h
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de cultivo, fueron cosechadas y fijadas con BD Cytofix™, tratadas con BD
Cytofix/Cytoperm™ al 10% (ambos de BD Pharmingen) y tefiidas con una
concentracion Optima para cada anticuerpo o con un apropiado control de isotipo
(obtenidos en BD Biosciences, Biolegend). Las células fueron procesadas en un
citometro de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences) y analizadas con el software FlowJo

7.6.

3.10 PCR cuantitativa en tiempo real (q-PCR)

El ARN se extrajo de las CDs utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific) basado en el método de Chomczynski y Sacchi como se describio
previamente (119) y se llevé a cabo la retrotranscripcion ADNc empleando el kit Revert
Aid First Strand cDNA Synthesis (Fermentas-ThermoFisher Scientific). Los transcriptos
se cuantificaron mediante PCR cuantitativa en tiempo real utilizando SYBR Green
gPCR Master Mix (ThermoFisher Scientific), en el equipo StepOnePlus ™. Los
siguientes primers fueron utilizados (todos los primers enumerados en la orientacién 5'
a 3"): l1l-1b GCAACTGTTCCTGAACTCAACT (sense) y ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
(antisense), Actb CGCCACCAGTTCGCCATGGA (sense) y
TACAGCCCGGGGAGCATCGT (antisense). Los datos obtenidos se analizaron
empleando el programa LinRegPCR. Dicho programa determina y resta la
fluorescencia de linea de base, establece una ventana de linealidad y luego utiliza el
analisis de regresion lineal para ajustar una linea recta a través del conjunto de datos.
A partir de la pendiente de esta linea se calcula la eficiencia de PCR de cada muestra

individual, asi como la media de la eficiencia de la PCR por amplicon y el valor de Cq
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por muestra, que luego se utilizan para calcular la concentracion inicial por muestra,
expresada en unidades de fluorescencia arbitrarias. La expresion del gen de interés

relativa al gen constitutivo, se normalizé al nivel de las CDs no estimuladas (120).

3.11 Microscopia Confocal

Los experimentos se llevaron a cabo sembrando 1x10° CDs en vidrios individuales
“coverslips” en placas de 24 pocillos, incubando durante 30 minutos, 2, 4 o 18 horas
con FhCL3 previamente tefiida con Alexa Flour ® 488, empleando el Microscale Protein
Labeling Kit (Molecular Probes). Posterior al tratamiento, las células fueron fijadas en
paraformaldehido al 4%, permeabilizadas con Triton X-100 al 0,25% en PBS,
blogueadas durante 1 h en PBS (pH 7.4)-BSA fraccion V (Fisher), luego incubadas con
anticuerpos primarios anti EEA (antigeno presente en endosomas tempranos), anti
LAMP-1/CD107a (proteina de membrana asociada a lisosomas), anti PYCARD y/o anti
NLRP3/NALP3 por 1 h, lavadas y posteriormente incubadas con los anticuerpos
secundarios producidos en cabra anti conejo conjugado con Alexa Flour ® 647 o anti
rata 1IgG NL557 durante 1 h a una dilucion 1:1000. Los nucleos fueron tefiidos con
solucién de tincion hoechst durante 15 minutos y las muestras fueron lavadas con PBS
y montadas en cubreobjetos usando FluorSave (Merck Millipore). Las células fueron
examinadas con un microscopio confocal (Olympus Flowview FV1200, Hamburg,
Alemania) y las imagenes fueron capturadas a un aumento 60X y analizadas utilizando
el software ImageJ. Se realizaron controles negativos con células sin marcar o

utilizando los anticuerpos secundarios en ausencia de los anticuerpos primarios.
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3.12 Efectos directos de FhCL3 en recombinantes de pro-IL-18 e IL-18

Recombinantes murinos de pro-IL-18 (10.000 pg/ml) e IL-1B estandar (500 pg/ml) se
incubaron por separado con FhCL3 (1 pg/ml) o rvFhCL3 en buffer fosfato de sodio 0,1
M, pH 6,0, DTT 1mM y EDTA 1mM durante 2 h a 37°C. Las muestras se analizaron
mediante ELISA sandwich y western blot, empleando anticuerpos que discrimen entre

la proforma y la forma madura de IL-1.

3.13 Western Blot

Las CDs en las diferentes condiciones experimentales fueron lavadas y resuspendidas
en Buffer RIPA (Triton X-100 1%), sodio dodecil sulfato (SDS 0.1%), coctel de inhibidor
de proteasas (25X), (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e inhibidor de fosfatasas (10X)
durante 20 min a 4°C. A continuacion, todos los lisados fueron centrifugados 4°C,
durante 10 min para llevar a cabo la separacion proteica. Los sobrenadantes obtenidos
de la centrifugacién fueron guardados a -80°C. La concentracion de proteinas fue
cuantificada usando la técnica de Bradford (105). Cada lisado de proteinas fue utilizado
para preparar 40 ug de proteina (por calle) resuspendidos en buffer de muestra-SDS, y
calentados en bafio seco durante 10 min a 100°C. Para llevar a cabo la separacion de
los extractos celulares, los lisados fueron sometidos a electroforesis en geles de SDS-
10% Tris-glicina o SDS-10% Tris-tricina, a 150 V durante 1 h. La transferencia a
nitrocelulosa se realizé a 100 V durante 3 h. Después de lavar 3 veces con buffer Tris-
HCIl 10 mM-NaCl 150 mM Tween-20 0.1% (TBS-t, pH 7,5), la membrana fue incubada
en soluciéon de bloqueo (TBS-t y leche descremada 5 %) durante 60 min a temperatura

ambiente. Posteriormente, las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C con
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los anticuerpos, anti-NF-kBp65 (1/1000), anti IkB-a (1/1000) y como control de carga
anti B-actina (1/500). Luego de 3 lavados, cada membrana se incub6 con el anticuerpo
secundario anti-lgG de ratén (1/15000) o anti IgG de conejo (1/15000) fluorescentes a
temperatura ambiente durante 1 h.

Para los experimentos de digestion de pro-IL-1B e IL-1B libre de células, posterior a la
incubacion con FhCL3, las muestras fueron preparadas y corridas de igual forma que
los lisados celulares. Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos anti IL-13
(1/1000) y anti pro-IL-1B3 (1/1000) y revelados con el anticuerpo secundario anti IgG de
conejo como se describié anteriormente.

Tanto para los lisados celulares, como el sistema libre de células las iméagenes de
bandas fueron procesadas a través del Odyssey CLx con longitudes de onda de 780 y
820 nm. Las densitometrias y cuantificaciones fueron hechas con los programas

ImageJ e ImageStudio.

3.14 Analisis bioinformatico

Se realizé un analisis de acoplamiento proteina-proteina o “docking” entre las proteinas
NLRP3 y FhCL3 con el software Patchdock (121).La proteina NLRP3 fue considerada
como molécula receptora, y la proteina FhCL3 fue considerada como la molécula de
ligando. Los resultados de las interacciones de acoplamiento de proteinas se
visualizaron con el software Chimera. El analisis fue llevado a cabo en ARL Lab -

Bioinformatics and Health Informatics, San Juan, Puerto Rico.
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3.15 Cultivo alogénicos

CDs provenientes de animales wild type, CASP1/1KO o NLRP3KO (todos background
C57BL/6), (2x10* células/pocillo) tratadas con FhCL3 o rvFhCL3 fueron incubadas con
esplenocitos alogénicos de ratones BALB/c (2x10° células/pocillo) durante 4 dias (a
una relacion 1:10, CDsl/esplenocitos) en placas de 96 pocillos. Al dia 4, los
sobrenadantes de los cultivos fueron colectados para la determinacion de citoquinas

por ELISAy las células fueron estudiadas por citometria de flujo.

3.16 Estudio de las respuestas T helper inducida por CDs tratadas con FhCL3 in
vivo

CDs de ratones C57BL/6 fueron tratadas por 18 horas con medio, FhCL3 o LPS, luego
fueron lavadas exhaustivamente y re-suspendidas en PBS 1X. Estas células (1x10°)
fueron inyectadas ip en un volumen final de 0,2 ml, utilizando al menos 4 animales por
grupo experimental. A los 7 dias los ratones fueron sacrificados, los ganglios linfaticos
extraidos y procesados para obtener una suspension células homogénea. Las células
obtenidas fueron puestas en cultivo en placa de 96 pocillos en una concentracién de
5x10° células/0,2ml en presencia de FhCL3 (10 pg/ml) durante 48 horas. Luego los
sobrenadantes fueron colectados y evaluados para la produccion de IFN-y, IL-4 e IL-13

por la técnica de ELISA. Las células fueron analizadas por citometria de flujo.
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3.17 Infeccion experimental con Fasciola hepatica

Materiales y Métodos

Ratones C57BL/6 fueron infectados con 8-10 metacercarias (forma infectante del

parasito) cada uno. Después de 21 dias post-infeccidn, los animales fueron sacrificados

y se obtuvieron los bazos. Los esplenocitos fueron obtenidos y puestos en cultivo en

placas de 96 pocillos 1x10° células/0,2ml durante 48 h en presencia de FhCL3 (10

pg/ml) durante 48 horas. Los sobrenadantes fueron evaluados para la produccion de

IFN-y, IL-4 e IL-13 y las células analizadas por citometria de flujo.
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Figura 7. Estrategia de “gates” para el analisis de linfocitos T a través del software Flow Jo. (A) FSC-
SCC > (B) Singletes > (C) Tincién Live/ Dead Aqua > (D) CD3-; CD3+ (E) CD4+; CD8+. Las esplenocitos
cultivados fueron recolectados y marcados con Aquadead para discriminar entre células vivas y muertas,

y con anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8 para la determinacién del porcentaje de cada poblacién celular.
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3.18 Analisis estadistico

En los experimentos in vitro, para la deteccién de citoquinas en los sobrenadantes de
cultivo y determinacion de poblaciones celulares, se emplearon tres a cuatro pocillos
por cada grupo, con repeticion de 3 a 5 cultivos. En los experimentos in vivo, se
utilizaron entre 3-4 animales por grupo y se repitieron entre dos a tres veces. Los
analisis estadisticos se realizaron de acuerdo al conjunto de datos estudiados. Para la
comparaciéon de 2 grupos se utilizé el test de Student. Cuando se analizaron mas de 2
grupos se empleo el test de ANOVA (Tukey). Las diferencias con un valor de p<0.05
fueron consideradas significativas. Los datos obtenidos se expresan como el promedio

+ DS. a través del software GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software)..
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Resultados

4.1 Propiedades bioquimicas de FhCL3

La catepsina L3 es una proteina recombinante enzimaticamente activa (longitud: 226
aa masa: 26.007 Da), homologa a la expresada por F. hepatica, que fue obtenida como
se describié previamente (51, 116). La actividad enzimatica de FhCL3, fue detectada
por un ensayo de fluorescencia usando el péptido fluorogénico sintético Tos-GPR-AMC
qgue, al ser hidrolizado, libera el grupo fluorescente 7-amino-4-metil cumarina (AMC),
(Figura 8 A). Una muestra representativa del recombinante fue analizando empleando
la técnica de espectometria de masas MALDI-TOF. Se obtuvo un espectro que
presentd dos picos que se corresponden con los pesos moleculares de 29 kDa y 38,6
kDa. Estos valores son similares a los esperados para la enzima madura y la

proenzima, respectivamente, (Figura 8 B).
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Figura 8. Caracteristicas bioquimicas de la proteina recombinante FhCL3. (A) Determinacion de la
actividad de FhCL3 por hidrdlisis de Tos-GPR-AMC. Las velocidades iniciales se midieron a intervalos de
60 segundos durante 20 min y se representaron como unidades de fluorescencia relativa (RFU). (B)
Andlisis espectrometria (MS MALDI-TOF) de FhCL3. El analisis del recombinante identifica dos picos
gue corresponden a 29 KDa y 38,6 KDa consistentes con la masa molecular de la enzima activa y la

proenzima, respectivamente.
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4.2. Viabilidad de CDs tratadas con FhCL3

Se determiné la viabilidad de las CDs en presencia de FhCL3, mediante el ensayo de
MTT, la cual no se vio afectada a la concentracion de trabajo utilizada (Figura 9 A).
Ademas, se observé que la estimulacion con FhCL3 no indujo la liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH), lo cual indica que esta proteina no seria citotdxica para las
CDs, a diferencia de los que ocurre con LPS/ATP, que incremento significativamente

los niveles de LDH, (Figura 9 B).
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Figura 9. FhCL3 no afecta la viabilidad de CDs. CDs de ratones C57BL/6 se cultivaron con medio solo
(-), FhCL3 (10 pg/ml) o LPS (10 pg/ml) durante 18 horas. En aquellos casos que se emple6 LPS, ATP
fue afiadido los ultimos 30 minutos de cultivo. (A) La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo de
MTT. (B) Los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) se determinaron en el sobrenadante del cultivo de
CDs. Los datos fueron analizados estadisticamente mediante el test de Student para la comparacion de
dos grupos o el test de ANOVA-Tukey en aquellos casos en los cuales se trabajé con mas de dos
condiciones experimentales. Los resultados se presentan en graficos de barras como medias + DE y son
representativos de tres experimentos. NS, diferencias no significativas.

4.2.1 FhCL3 induce una maduracion parcial en CDs y promueve la liberacién de
IL-1B e IL-18

A los fines de estudiar la capacidad de FhCL3 para modular el estado de maduracién
de CDs, evaluamos los niveles de expresion de MHC-I, MHC-Il y de moléculas
coestimulatorias CD40, CD80 y CD86, en CDs tratadas con FhCL3 durante 18 h. Al
cabo de este tiempo, observamos un incremento en la expresion de MHC-II en las CDs

cultivadas con FhCL3, en ausencia de cambios en MHC-I y las moléculas
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coestimulatorias: CD40, CD80 y CD86, en comparacién con CDs no tratadas (Figura

10).
MHC-II CD40 CD80 CD86
120 58 205 81,7
_ 35,5% 1,9% /| 96,1% 36,1%
=
6,38
FhCL3 oo
18,2
33,5%
LPS

-
=) in e

MF1
fold increase
MFI
fold increase
=

MFI

fold increase
MFI

fold increase
MFI

fold increase

o
By
=
EY

e ¢
=
=
-4 f
e

0.0 0.0

FhCL3 LPS - FhCL3 LPS - FhCL3 LPS - FhCL3 LPS - FhCL3 LPS

Figura 10. Fenotipo de CDs estimuladas con FhCL3. CDs fueron cultivadas con medio solo (-), FhCL3
(20 pg/ml) o LPS (1 pg/ml) durante 18 h. La expresion MHC-I, MHC-II y las moléculas coestimulatorias:
CD40, CD80 y CD86, se analiz6 mediante citometria de flujo, en la poblacion de células CD11c +. Los
valores en los histogramas representan la intensidad fluorescente media (MFI) y los porcentajes de
expresion de cada molécula. Cada histograma corresponde a un experimento representativo. Los
gréficos de barras muestran las veces de incremento, respecto al control, CDs no estimuladas, (fold
increase). Se representa la media + DE de 3 experimentos independientes.

Mediante la técnica de ELISA, se determiné que FhCL3 no induce la produccion de IL-
6, IL-12p70, IFN-B, IL-10 y TNF. Ademas, dado que ha sido reportado que otras
moléculas derivadas de helmintos son capaces de inducir la liberacién de IL-1p e IL-18,
nos interesé estudiar si FNCL3 podria promover el mismo fendmeno. Cuando se llevé a
cabo la deteccion de estas citoquinas en los sobrenadantes de cultivos, encontramos
gue CDs tratadas con FhCL3 producen altos niveles tanto de IL-18 como de IL-18

(Figura 11).
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Figura 11. FhCL3 induce la secrecién de IL-1B e IL-18 en CDs. CDs se cultivaron con medio solo (-) o
con FhCL3 (10 pg/ml) durante 18 h. Los niveles de IL-6, IL-12p70, IFN- (3, IL-10, TNF, IL-13 e IL-18 se
evaluaron mediante la técnica de ELISA en los sobrenadantes de cultivo. Los datos fueron analizados
estadisticamente usando el test de Student y muestran la media + DE de 4 pocillos por grupo. *** p <
0.001.

IL-18 e IL-18 son citoquinas dependientes de la activacion del inflamasoma, el cual es
activado clasicamente por dos sefales o estimulos: la sefial 1 o de cebado, mediada
por la estimulacion de los PRRs a través de los PAMPs o los DAMPSs; esto resulta en la
activacion de NF-kB que induce la expresion de la pro-IL-1B8 y genes asociados a las
proteinas del inflamasoma. Mientras que, la sefial-2 esta dada por el eflujo de potasio
sensible a ATP, la desintegracion lisosomal o la generaciéon de ROS; esta sefal es
requerida para el ensamble del inflamasoma, lo que promueve la maduracién
proteolitica de IL-13 e IL-18 por la enzima caspasa-1(90).

Sorprendentemente, la produccion de IL-1B e IL-18 inducida por FhCL3 no requirié una
sefial de “cebado”, como la estimulacion previa con un ligando de TLR; ni de un
estimulo posterior como ATP, ya que la sola presencia de FhCL3 fue suficiente para
promover la produccion de IL-1B e IL-18, la que no fue modificada por la presencia de

alguna otra sefial (LPS 6 ATP), (Figura 12).
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Figura 12. FhCL3 promueve la liberacién de IL-1B e IL-18 en ausencia de otras sefales
involucradas en la activacién del inflamasoma. CDs fueron tratadas con medio solo (-), FhCL3 (10
pg/ml) y/o LPS (1 pg/ml) durante 18 h. En aquellos casos en los que se utilizé ATP (5mM), éste fue
afiadido los ultimos 30 minutos de cultivo. Las concentraciones de IL-13 e IL-18 en los sobrenadantes de
cultivo, se determinaron empleando la técnica de ELISA. Los datos fueron analizados estadisticamente
usando el test de ANOVA-Tukey. Los graficos de barras representan la media + DE de 4 pocillos por
grupo. ND, cantidades no detectables; NS, diferencias no significativas; *** p < 0.001.

Por otro lado, la actividad de cisteina proteasa de FhCL3 resulté esencial para la
produccion tanto de IL-18 como de IL-18, ya que la variante de FhCL3 (rvFhCL3), que
posee una actividad de proteasa reducida (54), como resultado de un cambio de
aminoacidos de su sitio activo, fue incapaz de inducir la produccion de estas citoquinas
(Figura 13). Estos resultados sugieren que FhCL3 estaria promoviendo la activacion del

inflamasoma de manera dependiente de su actividad enzimatica, en CDs.

46



Resultados

1500+ 15001
*kk *xk
*kk *kk
‘£ 1000+ ‘E 1000-
> >
= =
(<% 0
— —
=,' 5001 =,' 5004
0- 0-
FhCL3 - + - FhCL3 - + -
rvFhCL3 - - + rvFhCL3 - - +

Figura 13. La actividad enzimética de FhCL3 es necesaria para promover la produccion de IL-1B e
IL-18 en CDs. CDs fueron tratadas con medio solo (-), FhCL3 (10 pg/ml) o rvFhCL3 (10 pg/ml) durante
18 h. Los niveles de IL-1B e IL-18 en los sobrenadantes de cultivo fueron cuantificados mediante el test
de ELISA. Los datos fueron analizados estadisticamente usando el test de ANOVA-Tukey. Los graficos
de barras representan la media + DE de 3 pocillos por grupo. *** p < 0.001.

4.2.2 FhCL3 incrementa la expresion de pro-IL-1B8 en CDs

La sintesis de pro-IL-1B es un paso clave en la activacion del inflamasoma. La escisién
de esta citoquina permite la liberacién de IL-18 biolégicamente activa. Como se
describi6 previamente, en el modelo clasico del inflamasoma se plantea que se
requieren dos sefiales que den lugar a la sintesis y procesamiento de IL-1B. Sin
embargo, se ha visto, que esto esta sujeto al tipo celular e incluso la especie de la cual
provienen las células. Por ejemplo, algunos reportes indican que tanto macrofagos
como las células THP1 requieren de dos sefales para secretar IL-1B; mientras que
otros estudios indican que los monocitos son capaces de liberar IL-13 luego de la
estimulacién simple con un ligando de TLR (122). Por este motivo, se decidio evaluar la
expresion del gen que codifica para pro-IL-18 por PCR cuantitativa a las 2 y 4 horas de

cultivo con FhCL3. Se pudo determinar que, CDs estimuladas con FhCL3 mostraron
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una incrementada expresion del gen que codifica para la proforma de IL-1p comparada

con la expresion basal del mismo en el control no estimulado (Figura 14).
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Figura 14. FhCL3 incrementa la expresion de pro-IL-1B8 en CDs. La expresién de pro-IL-13 fue
cuantificada por PCR en tiempo real en CDs estimuladas con FhCL3 (10u/ml) durante 4 h usando CDs
sin estimulo como control. Los datos fueron analizados estadisticamente usando el test de Student. El
gréafico de barras muestra las veces de cambio, respecto al control, CDs no estimuladas (fold change).
Se representa la media £ DE de 3 experimentos independientes. *** p < 0.001.

4.2.3 La expresion de IL-1B promovida por FhCL3 es independiente de la
activacion de NF-kB

Dado que NF-kB es un factor de transcripcidon necesario para la sintesis de pro-IL-1p,
nos preguntamos si FhCL3 promueve su activacion en CDs. Mediante western blot
determinamos los niveles de expresiéon de p65, que forma parte del complejo NF-Kb, el
cual luego de ser activado induce la transcripcion de ciertos genes, entre ellos, el de IL-
1B, para luego ser degradado. Ademas, evaluamos la proteina inhibidora de NF-kB,
IkB-a, cuya degradacion indica la activacion de NF-kB.

Observamos que CDs cultivadas con FhCL3, no muestran una degradacion en las
bandas correspondientes a p65 e IkB-a luego de 10 y 30 minutos de estimulacién, a
diferencia de lo que ocurre en CDs tratadas con LPS durante los mismos periodos de
tiempo. Este resultado indica que la activacion del inflamasoma promovida por FhCL3

seria por una via no canonica, ya que es independiente de NF-kB (Figura 15).
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Figura 15. FhCL3 no induce la activacion NF-kB. La activacién de NF-kB fue evaluada mediante la
degradacion de p65 e IkB-a. CDs fueron tratadas durante 10 o 30 min. con FhCL3 o LPS. Mediante la
técnica de western blot se analiz6 las cantidades totales de las proteinas p65 e IkB-a presente en los
lisados celulares, utilizando como control de carga B-actina. El grafico es representativo de 2
experimentos independientes.

4.2.4 FhCL3 es captada por CDs y se localiza principalmente en el citoplasma de
la célula

Dada la localizacion citoplasmatica de los principales componentes del inflamasoma,
nos preguntamos si FhCL3 es internalizada por las CDs y cudl seria su distribuciéon
dentro de las mismas.

Para determinar su ubicacion (ya sea intracelular o extracelular), FhCL3 fue marcada
con un fluorocromo, Alexa 488, e incubada con CDs por diferentes periodos de tiempo.
FhCL3 marcada es captada por las CDs y presenta una débil colocalizacion con EEA y
LAMP, antigenos presentes en endosomas tempranos y lisosomas, respectivamente,
(Figura 16 A, By C). A su vez, se pudo observar que las CDs incubadas con la enzima
marcada, presentan un puntillado fluorescente intenso en el compartimiento citosélico,
lo que indicaria que FhCL3 se ubica mayoritariamente en el citoplasma de las CDs.
Estos resultados fueron corroborados, mediante una recopilacién de imagenes en el
plano z (z-stack), que contiene informacion de la profundidad de toda la célula con una
alta resolucién espacial (Figura 16 A). Para estos experimentos se realizaron los

siguientes controles: por un lado, corroboré que el espectro de emisién del fluorocromo
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utilizado para marcar FhCL3, Alexa fluor 488, no sufre modificaciones cuando es
conjugado la proteina. Por otro lado, CDs fueron incubadas con una solucién
conteniendo Alexa Fluor 488 y se comprobd la ausencia de fluorescencia verde en
estas células, indicando que el ingreso de FhCL3 marcada, no se deberia a la

presencia del fluorocromo.

A

Figura 16. Ubicacion intracelular de FhCL3, analizada por microscopia confocal laser de barrido.
(A) CDs fueron incubadas durante 30 min con FhCL3 marcada con Alexa Fluor®488 y tefiidas con un
anticuerpo anti-EEA-1 para evaluar la colocalizacién con endosomas tempranos (rojo). Se representan
proyecciones ortogonales de z-stacks. Los planos XZ e YZ muestran la altura y el ancho, y la altura y la
longitud de la célula, respectivamente. La barra de escala es de 10 micras. (B) y (C) CDs cultivadas en
presencia de FhCL3 marcada, por 4 h (B) o 18 h (C) fueron tefiidas con un anticuerpo anti-LAMP
(lisosomas, en rojo). La barra de escala es de 5 micras. A la derecha de los paneles B y C, se muestra
en mayor aumento el area seleccionada. Los nucleos fueron tefiidos utilizando el colorante Hoechst
(azul).
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4.2.5 La produccién de IL-1B e IL-18 inducida por FhCL3 disminuy6 en ausencia
de NLRP3y no requiere de la actividad de caspasas

Teniendo en cuenta que el complejo multiproteico que constituye el inflamasoma es un
el mediador clave para la formacion de IL-13 e IL-18 biolégicamente activas, decidimos
estudiar la participacion de sus principales componentes en nuestro modelo. Para ello
CDs provenientes de médula Osea de ratones deficientes en: caspasas 1 vy
11(CASP1/11 KO), el receptor NLRP3 (NLRP3 KO) o de ratones wild type (WT), como
control, fueron cultivadas con medio sélo, FhCL3 o LPS/ATP durante 18 h y se
cuantificaron los niveles de IL-18 e IL-18 en sobrenadantes de cultivo. Se determind
gue en ausencia de caspasa, la produccion de IL-1B e IL-18 promovida por FhCL3, no
fue modificada con respecto al control. Mientras que las células deficientes en NLRP3
tratadas con FhCL3, produjeron menores concentraciones de IL-18 e IL-18 en
comparacion con las CDs provenientes de animales controles normales (WT), (Figura
17 A).

Por otro lado, ha sido reportado que otras caspasas, como caspasa 8, intervienen en la
sintesis y liberacion de IL-1B. Para evaluar la participacion de otras caspasas ademas
de las 1/11 en el fendbmeno causado por la estimulacion con FhCL3, CDs de ratones
WT fueron pretratadas con un inhibidor de pan caspasas (z-VAD-FMK) para luego ser
incubadas con FhCL3. Como se puede observar en la figura 17 B, la produccién de IL-
1B inducida por FhCL3, no se vio afectada por la inhibicion de caspasas, a diferencia
de lo que ocurre con el grupo control, CDs estimuladas con LPS/ATP. Por lo tanto,
estos resultados demuestran que la secrecion de IL-13 promovida por FhCL3 en CDs,

es completamente independiente de la actividad de caspasas (Figura 17 B).
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Figura 17. La produccion de IL-1B e IL-18 inducida por FhCL3 en CDs, es parcialmente
dependiente de NLRP3 e independiente de la actividad de caspasas. (A) CDs provenientes de
ratones WT, CASP1/11KO o NLRP3KO se cultivaron con medio solo (-), FhCL3 o LPS/ATP durante 18 h.
En aquellos casos en los que se estimuld con ATP, éste fue afiadido los Gltimos 30 minutos de cultivo.
(B) CDs provenientes de ratones WT fueron pretratadas con el inhibidor de pan caspasa y
posteriormente estimuladas con FhCL3 o LPS/ATP por 18 h. En aquellos casos en los que se estimulé
con ATP, éste fue afladido los Ultimos 30 minutos de cultivo. La produccién de IL-1 e IL-18 fue evaluada
mediante la técnica de ELISA. Los datos fueron analizados estadisticamente usando el test de ANOVA-
Bonferroni. Los graficos de barras representan la media + DE de 4 pocillos por grupo. *** p <0.001; ND;

no detectable.
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Por otro lado, para asegurarnos que las células deficientes en CASP1/11 y NLRP3, no
tuvieran afectadas otras vias de sefalizacién, estudiamos la produccion de otras
citoquinas independientes del ensamble y activacion del inflamasoma, como lo son
TNF e IL-12p70. Pudimos observar que la secrecion de estas citoquinas, promovida por
la estimulacion con LPS/ATP, fue similar a CDs provenientes de animales WT,
CASP1/11KO o NLRP3KO (Figura 18).
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Figura 18. CDs de ratones CASP1/11 o NLRP3KO son activadas normalmente en vias de
sefalizaciéon independientes del inflamasoma. CDs provenientes de ratones WT, CASP1/11KO o
NLRP3KO se cultivaron con medio solo (-), FnCL3 o LPS/ATP durante 18 h. En aquellos casos en los
gue se estimulé con ATP, éste fue afiadido los ultimos 30 minutos de cultivo. La produccién de TNF e IL-
12p70 fue evaluada mediante la técnica de ELISA. Los datos fueron analizados estadisticamente usando
el test de ANOVA-Bonferroni. Los graficos de barras representan la media + DE de 4 pocillos por grupo.
ND, no detectable.
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4.2.6 FhCL3 seria capaz de interaccionar fisicamente con NLRP3

Teniendo en cuenta nuestros resultados expuestos mas arriba, que indican la
participacion del receptor NLRP3, en la secrecion de IL-1B e IL-18 inducida por FhCL3,
nos interes6 evaluar si existiia de una activacion del inflamasoma NLRP3
caracterizado por la formacion de specks o0 agregados compuestos por la
oligomerizacién de NLRP3, con la proteina adaptadora ASC. Ha sido descripto que
durante un estado de reposo o no estimulacién de las células, ASC se localiza en el
nacleo y luego de ciertos estimulos se redistribuye al citosol donde puede interaccionar
con NLRP3 y formar specks (125) Mediante microscopia confocal, pudimos determinar
gue la estimulacion con FhCL3 no promueve la formacion de specks, a diferencia de lo
que ocurre luego del tratamiento con LPS/ATP, donde se observan agregados
citoplasmaticos (Figura 19). Estas observaciones sugieren que ASC no mediaria el

efecto de FhCL3 sobre las CDs.
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Figura 19. FhCL3 no promueve la formacion de specks en CDs. Las CDs estimuladas con medio,
FhCL3 (2 o 4h) o LPS/ATP durante 4 h. Luego de ser lavadas con PBS, fijadas y permeabilizadas, las
células fueron inmunomarcadas con anticuerpos anti-PYCARD vy anti-NALP3, para visualizar ASC y
NLRP3, respectivamente. Para revelar se emplearon anticuerpos secundarios marcados con Alexa Fluor
488 y Alexa Fluor 647. La flecha indica la formacién de un agregado, luego de la estimulacién con
LPS/ATP. Las imagenes fueron adquiridas en el microscopio confocal Olympus FV1200. Se indica la
barra de escala en cada panel.
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Trabajos previos reportan que otras proteasas, como catepsina B, pueden interaccionar
directamente con NLRP3. Para investigar si esto ocurria en las CDs tratadas FhCL3, se
realizd un analisis bioinformatico de acoplamiento de proteinas o docking. Este analisis
reveld, que tanto FhCL3 como NLRP3 poseen residuos de aminoacidos que podrian
ser capaces de interaccionar entre si (Figura 20 A, B y C). Este resultado sugiere que
FhCL3 seria capaz de interaccionar fisica y directamente con NLRP3, sin el
requerimiento de un intermediario o proteina adaptadora, a diferencia de lo que ocurre
con caspasa 1. De cualquier manera, estos hallazgos deberian ser corroborados con

experimentos que demuestren la interaccion fisica de ambas proteinas.

A

Interacting_Residue_Receptor | Interacting_Residue_Receptor_Positions | Interacting_Residue_Ligand | Interacting_Residue_Ligand_Positions | Distance
(NLRP3) (NLRP3) (FhCL3) (FhCL3) (A)
Cysteine 38 Asparagine 9 3.968
Lysine 66 2579
Lysine 10
Glutamine 35 3257
Tyrosine 84 Arginine 6 3545

Figura 20. Acoplamiento o interaccién entre FhCL3 y NLRP3. (A) Visualizacion de las estructuras
cristalinas de NLRP3 (rojo) y FhCL3 (azul). (B) Amplificacién del sitio de mas alta probabilidad de
interaccién entre las proteinas. En primer plano se observan los residuos en color naranja pertenecientes
a NLRP3, que podrian interaccionar con FhCL3. Mientras que los residuos en parpura, presentes en la
estructura de FhCL3, son residuos que participarian del acoplamiento. (C) Se detallan las posiciones de
los amino4cidos con mayor probabilidad de interaccion fisica, presentes en cada molécula y las
distancias aproximadas entre si, en angstroms (A).
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4.2.7 FhCL3 induce IL-1B a través de la produccién de ROS, el eflujo de potasio y
la acidificacion lisosomal

Dado que la produccion de ROS es uno de los eventos involucrados en la activacion
del inflamasoma, decidimos evaluar su participacion en este contexto. Para ello CDs
fueron tratadas con FhCL3 o LPS durante 4 o 18 horas. En aquellos casos en los que
se utilizé LPS, el ATP fue afiadido los ultimos 30 minutos de cultivo. Luego de este
tiempo se determiné la expresion de ROS citoplasmatico (cCROS) y ROS mitocondrial
(mtROS) por citometria de flujo, utilizando diferentes sondas fluorescentes. Como se
puede observar en la figura 19 la estimulacién con FhCL3 induce un aumento en la
produccién de ROS tanto mitocondrial como citoplasmatico, respecto al control no
estimulado. El incremento de mtROS fue observado a tiempos méas tempranos en
comparacién con el cROS; esta tendencia fue similar tanto en células tratadas con

FhCL3, como en las CDs tratadas con LPS/ATP (Figura 21).
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Figura 21. FhCL3 promueve la expresion de ROS mitocondrial y citoplasmatico en CDs. Las CDs
fueron tratadas con medio solo (-), FNCL3 o LPS/ATP durante 4 o 18 h. Al cabo del tiempo de cultivo las
CDs fueron recolectadas para su marcacion con anti-CD11c e incubadas con la sonda MitoSOX (5uM) o
con la sonda H2DCFDA (20uM) durante 20 min. a 37°C para la determinacién de las especies reactivas
del oxigeno mitocondriales (MROS) o citoplasmaticas (cROS), respectivamente. Los resultados son
expresados como intensidad media de fluorescencia (MIF) utilizando el software FlowJo. Los
histogramas son representativos de 4 replicados. Las barras representan la media + DE correspondiente.
Los datos fueron analizados estadisticamente empleando el test de ANOVA-Tukey. *p <0.05; **p <0.01.

Para investigar si la produccion de IL-1B inducida por FhCL3 es mediada por ROS,

utilizamos un inhibidor de NADPH oxidasa, la cual es la principal enzima responsable
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de la expresion de ROS en las células. Células dendriticas fueron pre-tratadas con el
inhibidor de NADPH oxidasa (DPI) durante 30 minutos y posteriormente se estimularon
con medio, FhCL3 o LPS/ATP. Como se muestra en la figura 22 la inhibiciéon en la
formacion de ROS, redujo drasticamente los niveles de IL-1B secretados por CDs
tratadas con FhCL3. Estos resultados, sugieren que la sintesis de ROS promovida por
FhCLS3, es necesaria para la produccion de IL-13 en CDs.

Ademas, dado que otras sefales involucradas en la activacion de NLRP3 son el eflujo
de potasio y la acidificaciéon endolisosomal, nos preguntamos si estos procesos serian
necesarios para que FhCL3 promueva la liberacién de IL-13, en CDs. Para ello por un
lado las CDs fueron pretratadas con KCI (123) con el objetivo de bloguear los canales
de potasio, y por otro lado las CDs fueron previamente incubadas con cloroquina para
inhibir la acidificacion endolisosomal. Se comprobdé que, la produccion de IL-1B
inducida por FhCL3, se vio drasticamente reducida ante la inhibicién tanto del eflujo de
potasio como la acidificacion endolisosomal (Figura 22).

Estos resultados sugieren que tres de los eventos propuestos por el modelo clasico de
activacion del inflamasoma NLRP3 son requeridos para que FhCL3 induzca la

produccioén de IL-1B y su posterior liberacion al medio extracelular.
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Figura 22. La secrecion de IL-1B8 promovida por FhCL3, es mediada por ROS, el eflujo de potasio y
la acidificacion lisosomal. Las CDs fueron pretratadas o no con DPI (100uM), KCI (60 mM) o
cloroquina (50 uM) por 30 minutos. A continuacion, estas células fueron incubadas con medio solo (-) o
FhCL3 18 h. La concentracion de IL-1 fue determinada mediante la técnica de ELISA. Los datos fueron
analizados estadisticamente usando el test de ANOVA-Bonferroni. Los graficos de barras representan la
media + DE de 4 pocillos por grupo. ND, no detectable; ***p <0.001.

4.3 FhCL3 es capaz de escindir pro-IL-1B

Ha sido demostrado que algunas proteasas, como la elastasa de neutrofilos, procesan
pro-IL-1B a su forma madura IL-1(3 activa, in vitro (124). Dado que nuestros resultados
muestran que las caspasas no participan en la activacién del inflamasoma inducida por
FhCL3, nos preguntamos si FhCL3 por si misma seria capaz de escindir a la proforma
inactiva de IL-1B. Para ello, en un ensayo libre de células, un recombinante murino de
pro-IL-1B se incubé con FhCL3 o rvFhCL3 durante 2 horas. Al cabo de ese tiempo, se
detectd la formacion de IL-18 madura, por la técnica de ELISA (utilizando un kit que
distingue la proforma de la forma madura para IL-1B), (Figura 23 A). En contraste, la
rvFhCL3 no fue capaz de generar la IL-1B. Estos resultados fueron corroborados por la
técnica de western blot, en donde pudimos detectar la presencia de una banda que

corresponde al peso molecular de IL-1B biolégicamente activa, cuando pro-IL-13 fue
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tratada con FhCL3. Interesantemente, FhCL3 no degrada el recombinante de IL-1j3, lo

cual indicaria que escinde a pro-IL-1 de manera especifica (Figura 23 B).
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Figura 23. FhCL3 es capaz de escindir especificamente a pro-IL-18 en un sistema libre de células.
(A) Un recombinante de pro-IL-1B murino (rPro-IL-1B) fue expuesto a concentraciones crecientes de
FhCL3 o rvFhCL3 (0,5, 2 y 6 ng /ml) en una solucién de fosfato de sodio 0,1 M pH 6, durante 2 h.
Ademas, se utilizd6 como control positivo un recombinante de IL-138 madura (rIL-1B). Los niveles de IL-1(3
se cuantificaron mediante ELISA. El grafico de barras muestra la media + DE de 3 pocillos por grupo. Los
datos fueron analizados estadisticamente empleando el test de ANOVA-Tukey. ND, no detectable; * p
<0.05. (B) La membrana muestra el resultado de la incubacion de pro-IL-1B o IL-1B con FhCL3 o
rvFhCL3 (1 pg/ml). Como controles se corrieron rIL-18 (17 kDa) y rPro-IL-1B (37 kDa). El grafico de
barras representa el analisis de densitometria de IL-18 (17 kDa) de dos experimentos con resultados
similares. Se muestra la media + DE. ND, no detectable.

4.4 FhCL3 condiciona a las CDs para promover IFN-y e IL-13 en esplenocitos
alogénicos

Para profundizar el estudio de las propiedades inmunomoduladoras de FhCL3 sobre
CDs, se investigd, la capacidad de las CDs tratadas con FhCL3 para modular la
respuesta inmune adaptativa.

Con este fin, se realizaron experimentos donde se co-cultivaron CDs con esplenocitos
alogénicos (es decir, de una misma especie, pero diferentes genéticamente). Los
linfocitos T responden a estas diferencias genéticas, debido al desconocimiento entre el

MHC-II presente en las CDs, y el TCR de los linfocitos, proliferando y produciendo
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citoquinas (principalmente IFN-y). Este efecto es alin mayor cuando se realiza con CDs
maduradas (por ejemplo, a través de ligandos de TLR, como el LPS), debido a que esto
aumenta la expresion de MHC-Il, moléculas co-estimuladoras y citoquinas
proinflamatorias, capaces de aumentar la activacion de linfocitos T.

Por lo tanto, CDs de ratones C57BL/6 estimuladas o no con FhCL3 o rvFhCL3, fueron
co-cultivadas con esplenocitos alogénicos provenientes de ratones BALB/c en una
relacion (1:5). Al cabo de 5 dias de co-cultivo, los sobrenadantes fueron colectados y
las células analizadas por citometria de flujo.

Se pudo observar que las CDs tratadas con FhCL3 (CDs-FhCL3) indujeron la
produccion de IFN-y e IL-13, pero no de IL-4, en esplenocitos alogénicos (Figura 24 A).
Por el contrario, las CDs estimuladas con rvFhCL3, fueron incapaces de promover la
expresion de éstas citoquinas en los esplenocitos (Figura 24 A), indicando que la
actividad de cistein proteasa de FhCL3 estaria involucrada en el condicionamiento de
las CDs de una respuesta alogénica particular. A su vez, se pudo establecer que las
principales células productoras de IFN-y fueron T CD8+ y en menor medida las células
T CD4+ (Figura 24 B).

Por otro lado, esplenocitos de ratones WT BALB/c cultivados con FhCL3, en ausencia
de CDs, no secretaron IFN-y e IL-13, lo cual destaca el rol fundamental de la CDs, en la
polarizacion de los linfocitos para promover la produccion de estas citoquinas (Figura
24 C).

Estos resultados sugieren que FhCL3 condiciona a las CDs para promover un patron
gue incluye citoquinas de diferentes perfiles de respuesta inmune adaptativa, como son

IFN-y e IL-13. Este fenOmeno seria totalmente dependiente de la conservacion de la
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actividad enzimética de FhCL3 la cual seria esencial en la modulacion de las CDs y la

consecuente capacidad para inducir un fenotipo particular de respuesta inmune

adaptativa (Figura 24 D).
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Figura 24. CDs-FhCL3 promueven la expresion de IFN-y e IL-13 en esplenocitos alogénicos. CDs
de ratones C57BL/6 tratadas con medio, FhCL3, rvFhCL3 o LPS durante 18 h fueron co-cultivadas con
esplenocitos alogénicos provenientes de ratones BALB/c. (A) Al cabo de 4 dias, se recolectaron los
sobrenadantes de cultivo, en los cuales se determiné la produccion de IFN-y, IL-4 e IL-13 mediante la
técnica de ELISA. (B) y (D). Por otra parte, las células fueron marcadas con anticuerpos anti-CD3, anti-
CD4, anti-CD8 y anti-IFN-y para luego ser analizadas por citometria de flujo (Gate en CD3). (C)
Esplenocitos de ratones WT BALB/c fueron incubados con FhCL3 (10 pg/ml) durante 48 h y se determino
la produccion de IFN-y e IL-13 en los sobrenadantes de cultivo. Los graficos de barras muestran la media
+ DE de 4 pocillos por grupo. Los resultados de la citometria se muestran en diagramas representativos
de puntos de 3 experimentos independientes, en los cuales se indican la media £ DE correspondiente.
Los datos fueron analizados estadisticamente empleando el test de ANOVA-Tukey. *p <0.05; **p <0.01;
***n <0.001; NS, diferencias no significativas.

Teniendo en cuenta que el tratamiento de CDs con antigenos del tegumento o PES de
F. hepatica, inducen la expansion de células T reguladoras (24) estudiamos por
citometria de flujo la poblaciéon de linfocitos T CD4+CD25+Foxp3+, en esplenocitos
alogénicos co-cultivados con CDs-FhCL3. Pudimos determinar que las CDs-FhCL3
promueven un incremento de la poblacién de linfocitos T CD4+CD25"%", pero no
modifican la expresion de Foxp3, indicando que no ocurriria una expansion de células T

regulatorias (Figura 25).
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Figura 25. CDs-FhCL3 no inducen la expansién de linfocitos T regulatorios. CDs de ratones
C57BL/6 tratadas con medio, FhCL3 o LPS durante 18 h fueron co-cultivadas con esplenocitos
alogénicos de ratones BALB/c. Al cabo de 4 dias, las células fueron marcadas con anticuerpos anti-CD3,
anti-CD4, anti-CD25 y anti-Foxp3, para luego ser analizadas por citometria de flujo. Se muestran graficos
representativos de 3 experimentos independientes, en los cuales se indican el porcentaje de cada
poblacién. CD4+CD25+> CD4+CD25"">CD25 "" Foxp3+.

4.4.1 La capacidad aloestimuladora de las CDs-FhCL3 es dependiente de la
activacion de NLRP3

Como se demostré anteriormente, FhCL3 promueve la liberacion de IL-13 e IL-18 en
CDs, de manera dependiente de NLRP3. Ademas, se ha reportado la participacion de
IL-1B e IL-18 en la generacién de una respuesta de IFN-y (122). Teniendo en cuenta
estos antecedentes, decidimos investigar si la activacion del inflamasoma NLRP3 en

CDs es necesaria para la induccion de IFN-y en cultivos alogénicos. Para ello, CDs
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provenientes de ratones NLRP3 KO o WT tratadas con medio o FhCL3, fueron
cultivadas con esplenocitos alogénicos y al cabo de 4 dias de cultivo se evalud la
produccién de IFN-y en los sobrenadantes. Interesantemente, observamos que las CDs
deficientes en NLRP3 y estimuladas con FhCL3, presentan una habilidad disminuida
para producir IFN-y en los esplenocitos, a diferencia de lo que ocurre con CDs de
animales WT (Figura 26 A).

Estos resultados sugieren que la activacion de NLRP3 en CDs-FhCL3 es un evento
crucial para la promocién de una respuesta de IFN-y en esplenocitos alogénicos. A
diferencia de lo observado, con la respuesta de IL-13, la cual no se modific6 en
ausencia de NLRP3 (Figura 26 B).

La activacibn no candnica de las CDs-FhCL3, independiente de caspasal/ll, se
correlacioné con una incrementada produccién de IL-1B e IL-18 y consecuentemente

en una capacidad aloestimulatoria incrementada de estas células para producir IFN-y,

pero no IL-13.
A B
3 : il { 8 R
. BB CASP1/11KO
| | 6 1 NLRP3

IFN-y
(veces de cambio)
n

IL-13
(veces de cambio)
F-9

(=]
1
(=]
I

- FhCL3 - FhCL3

Figura 26. CDs-FhCL3 promueven la expresion de IFN- y de manera dependiente de la presencia
de NLRP3 e independientes de caspasas 1/11. CDs de ratones WT, CASP1/11 o NLRP3 KO (todos
background C57BL/6) estimuladas con medio o FhCL3 durante 18 h fueron co-cultivadas con
esplenocitos alogénicos provenientes de ratones BALB/c. Al cabo de 4 dias, se recolectaron los
sobrenadantes de cultivo, en los cuales se determind la produccion de IFN-y e IL-13 mediante la técnica
de ELISA. Los datos fueron analizados estadisticamente usando el test de ANOVA-Bonferroni. El gréafico
de barras muestra las veces de cambio, respecto al control, esplenocitos alogénicos co-cultivados con
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CDs (WT, CASP 1/11 KO o NLRP3 KO) no estimuladas. Se representan la media + DE de 4 pocillos por
grupo.

4.5 CDs-FhCL3 inducen la produccion de IFN-y e IL-13 in vivo

Para estudiar la capacidad de las CDs-FhCL3 de modular una respuesta inmune
adaptativa in vivo, CDs-FhCL3 fueron inyectadas intraperitonealmente en ratones
C57BL/6 y al cabo de 7 dias se obtuvieron células de los nodulos linfaticos inguinales,
las cuales fueron re-estimuladas con FhCL3 durante 48 horas. En los sobrenadantes
de cultivo se pudo observar que aquellas células provenientes de animales que fueron
inmunizados con CDs-FhCL3 y re-estimuladas con FhCL3 secretaron importantes
cantidades de IFN-y e IL-13 (Figura 27 A). Mientras que la citometria de flujo realizada
reveldé que las principales células productoras de IFN-y fueron los linfocitos T CD8 y
CD4 (Figura 27 B). Si bien, el perfil de respuesta adaptativa es similar al obtenido en
cultivos alogénicos donde FhCL3 actia modulando a CDs para inducir la polarizacion,
estos resultados indican que la respuesta mediada por IFN- y e IL-13, seria especifica
a FhCL3. Mientras que, células de ratones a los que se les inyecté CDs no tratadas y
re-estimuladas con FhCL3 no incluyen la expresion de estas citoquinas. Estos
resultados muestran que las CDs presentan FhCL3, a los linfocitos naive, los cuales
luego de ser instruidos reconocerian a esta proteina, durante la re-estimulacion in vitro

con FhCL3, promoviendo su activaciéon y la liberacién de IFN-y e IL-13.
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Figura 27. CDs-FhCL3 inducen un singular patrén de expresiéon de citoquinas especifico a FhCL3,
in vivo. CDs tratadas con medio de cultivo, FhCL3 o LPS durante 18 h fueron inyectadas
intraperitonealmente a ratones C57BL/6. Al cabo de 7 dias post inyeccién, las células de ganglios
linfaticos inguinales fueron obtenidas y re-estimuladas con FhCL3 por 48h. (A) La produccion de IL-4, IL-
13 e IFN-y se determind en los sobrenadantes de cultivo utilizando la técnica de ELISA. Los resultados
se presentan en graficos de barras como media + DE y son representativos de dos experimentos
independientes. (B) La produccién de IFN-y se evalu6 en las células T CD4 y CD8 por citometria de flujo.
Los datos se exponen en diagramas representativos de puntos. A la derecha, los gréaficos de barras
muestran media + DE de los porcentajes de las células T CD8+, IFN-y+ o T CD4+, IFN-y+ para cada
condicién. Todos los datos fueron analizados estadisticamente empleando el test de ANOVA-Tukey. *p
<0.05; ***p <0.001.
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4.6 FhCL3 promueve una respuesta especifica de IFN-y en esplenocitos de
animales infectados con F. hepatica

Con el objetivo de estudiar el efecto inmunolégico de FhCL3 en el contexto de la
infeccion con F. hepatica, se infectaron ratones C57BL/6 mediante la ingestion de una
dosis controlada de metacercarias (forma infectante del parasito). Al cabo de 21 dias
post-infeccion, se recuperaron los esplenocitos totales, los cuales fueron re-
estimulados con FhCL3 o un extracto total del parasito (ET) durante 48 h. Del mismo
modo fueron tratados esplenocitos provenientes de animales no infectados, como
control. Cuando se estudi6 la produccion de citoquinas y las poblaciones celulares en
los cultivos, se observé que en respuesta a la estimulacion con FhCL3 un alto
porcentaje de células T CD8 y CD4 de ratones infectados expresan IFN-y, el cual
también fue detectado en los sobrenadantes de cultivo (Figura 28 A y B). Mientras que,
los esplenocitos de animales infectados son re-estimulados con ET, secretan citoquinas
asociadas a un perfil Th2 como lo son IL-4, IL-13 e IL-10, pero IFN-y en concordancia
con lo que ha sido descripto anteriormente (Figura 28 C), (126-127). Por lo tanto,
FhCL3 estaria favoreciendo un perfil pro-inflamatorio caracterizado por la produccién

de IFN-y en animales infectados con F. hepatica.
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Figura 28. Esplenocitos de ratones infectados con F. hepatica, producen IFN-y, en respuesta a
FhCL3. Ratones C57BL/6 fueron infectados con una dosis de 10 metacercarias via oral, y sacrificados a
los 21 dias post infeccion. Los esplenocitos de animales no infectados (NO INF) e infectados (INF)
fueron obtenidos y re-estimulados con medio, FhCL3 o un extracto total de F. hepatica (ET). (A) La
produccion de IFN-y se evalud en las células T CD4 y CD8 de los bazos por citometria de flujo. Los
datos se muestran en diagramas representativos de puntos. Los graficos de barras muestran media = DE
de los porcentajes de las células T CD8+, IFN-y+ o T CD4+, IFN-y+ para cada condicién. (B) y (C) Las
concentraciones de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y, fueron evaluadas mediante el test de ELISA, en lo
sobrenadantes de cultivo. Los resultados se presentan en graficos de barras como media + DE y son
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representativos de tres experimentos independientes. Todos los datos fueron analizados
estadisticamente empleando el test de ANOVA-Bonferroni. *p <0.05; ***p <0.001.

4.7 La inmunizaciéon de ratones con FhCL3-MPLA promueve el desarrollo de una

respuesta mediada por IFN-y e IL-13

Diversas proteinas de F. hepatica han sido empleadas en la formulacion de vacunas
para inducir una respuesta protectora contra la infeccion, logrando en muchos casos
una proteccion parcial (27, 128). En general muchas de las moléculas utilizadas son
pertenecientes al estadio adulto por lo cual la proteccion seria a nivel higado; sin
embargo, se cree que lograr una proteccion en la primera etapa de la enfermedad
podria resultar mas eficiente, dado que evitaria la invasion de los tejidos del
hospedador. Por lo tanto, tomando en cuenta que FhCL3 es expresada en el estadio
larval y como fue demostrado en este trabajo de tesis es capaz de inducir la generacién
de una respuesta inmune, seria un candidato para el desarrollo de una nueva vacuna.
Dado que se trata de una molécula pequefia para favorecer su capacidad
inmunogénica fue empleado como adyuvante vacunal el monofosforil lipido A (MPLA)
un derivado del LPS que tiene como ventaja una menor toxicidad por lo cual puede ser
administrado en humanos.

Para ello los ratones fueron inmunizados via intraperitoneal con FhCL3 (10 pg/animal) y
MPLA (100 pg/animal) al dia 0 y 7. Al dia 14 los nddulos linfaticos inguinales fueron
extraidos, procesados y re-estimulados por 48 h con FhCL3 o con un antigeno no
relaciona, ovalbumina (OVA). Aquellas células que fueron cultivadas en presencia de
FhCL3, secretaron significativos niveles de IFN-y y en menor medida de IL-13. En

cambio, en los sobrenadantes de las células incubadas con OVA, no se detect6 la
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presencia de estas citoquinas (Figura 29). Esto indicaria que la produccion de IFN-y e

IL-13 es una respuesta especifica a FhCL3.
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Figura 29. Produccién especifica de IFN-y e IL-13 en respuesta a FhCL3, luego de la vacunacion
con FhCL3/MPLA. Ratones C57BL/6 fueron inmunizados intraperitonealmente con FhCL3 (10ug/animal)
y MPLA (100ug/animal) en dos dosis con un intervalo de 7 dias. Al séptimo dia post inmunizacion las
células de ganglios linféticos inguinales fueron obtenidas y re-estimuladas con FhCL3 u OVA por 48 h. la
produccion de IFN-y e IL-13 fueron cuantificada empleando el test de ELISA. Los gréaficos de barras
representan las concentraciones de las citoquinas como media + DE y son representativos de dos
experimentos independientes. Los datos fueron analizados estadisticamente empleando el test de
ANOVA-Bonferroni. ND, no detectable. *p <0.05.
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Los helmintos tienen la capacidad de infectar e invadir eficientemente los tejidos del
hospedador, y su vez, de modular el sistema inmune. Estos parasitos han desarrollado
estrategias, como la evasion o la supresion de la respuesta inmune del huésped que
previene su expulsion y facilita la permanencia en diferentes tejidos, permitiendo su
supervivencia en el tiempo.

Durante la infeccion, las células de la inmunidad innata como CDs y macréfagos entran
en contacto con el parasito y desarrollan un fenotipo que promueve la diferenciacién de
células Th2. Estas dltimas, secretan citoquinas, tales como IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13
gue estimulan la secrecién de anticuerpos, 1gG1, IgG4 e IgE. Por otro lado, este peffil
de respuesta inhibe la diferenciacion de células proinflamatorias Thl secretoras de IFN-
Y, que mediarian una respuesta protectora (129-131). Ademas, en diferentes modelos
de infecciones experimentales con estos pardsitos, se ha observado un incremento en
células T regulatorias, que secretan TGFB e IL-10, y expresan el antigeno 4 de
linfocitos T citotoxicos (CTLA4) (132). Los cuales contribuyen a la supresion del
desarrollo de las células Thl y limitan la respuesta Th2. A su vez, esta respuesta de
tipo Th2 promueve y controla el dafio tisular provocado por la migracion y alimentacion
del parasito, y contribuye a la reparacién de tejidos (129, 131, 133-134). Por lo tanto, la
inmunomodulacion inducida por helmintos es réapida y sostenida y asegura la
persistencia del parasito en el huésped.

En este contexto, F. hepatica ha desarrollado estrategias para la evasion o la supresiéon
de la respuesta inmune del hospedador. Se ha determinado que, desde el comienzo de
la infeccion, las larvas juveniles de este parasito regulan las funciones de células de la

inmunidad innata como CDs, macréfagos, neutréfilos y mastocitos. Particularmente, las
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CDs que entran en contacto con antigenos excretados-secretados y tegumentales de
F. hepatica, adquieren un fenotipo de activacion parcial, que condiciona su capacidad
de respuesta a la estimulacibn con PAMPs, como ligandos bacterianos y, como
resultado, no pueden promover el desarrollo de respuestas Thl y Thl7, especificas
para el antigeno. En este sentido, se ha demostrado que diferentes preparaciones
antigénicas de este parasito tales como, TE, FhTeg y PES disminuyen el estado de
activacion de CDs, inducido por LPS (23-24, 135). Sin embargo, las propiedades
inmunolégicas de las moléculas individuales que forman parte de estos productos, no
han sido completamente dilucidadas. Diversos grupos de investigacion han llevado a
cabo numerosos intentos para purificar e identificar las moléculas con propiedades
inmunolégicas dentro de estas complejas mezclas de antigenos. Se ha logrado
establecer que las enzimas FhCL1, FhGST, la molécula de defensa del helminto
(FhHDM) y el inhibidor de proteasas (FhKTM) tienen este efecto modulador sobre las
CDs, que conlleva a la supresion de la respuesta inmune adaptativas Thl y/o Th17. De
hecho, en nuestro laboratorio, se ha podido demostrar que en ausencia de la molécula
coinhibitoria PDL-2, se pierde el balance entre las respuestas Thl y Th2, resultando en
una exacerbada respuesta Thl durante la infeccion con F. hepatica. Esto sugiere que
existirian moléculas dentro los productos derivados del parasito que promueven
respuestas de tipo inflamatorias (136). De acuerdo con estos resultados, datos de otros
autores muestran la capacidad de los componentes del parasito para inducir este tipo
de respuestas. Asi, Noya V y col. demostraron que un péptido tipo mucina derivado de
F. hepatica (Fhmuc) tiene propiedades inmunoestimulatorias ya que mejora la

produccion de citoquinas pro-inflamatorias tales como IL-12/IL-23p40 en CDs
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estimuladas con LPS, incrementando la capacidad de estas células para promover
respuestas de IFN-y en esplenocitos alogénicos (137).

A pesar de la caracterizacion de diferentes moléculas del parasito capaces de modular
la respuesta inmune, existen otras, esenciales en distintos estadios evolutivos del
parasito, de las cuales se desconoce su efecto sobre el sistema inmune.

En este trabajo de tesis investigamos la capacidad de una proteina recombinante activa
de FhCLS3, para modular la respuesta inmune en CDs. FhCL3 es una cistein proteasa
con actividad colagenolitica, altamente expresada por la larva juvenil y desempefia un
papel fundamental en la migracion que realiza el paréasito a través de los tejidos del
hospedador. McGonigle y col. demostraron que el silenciamiento de catepsinas L en
estadio infectivo de F. hepatica, empleando ARN de interferencia, reduce Ila
penetracion intestinal (53). Esto soporta la nocion de que este tipo de enzimas son
factores de virulencia claves para el curso de la patologia.

Los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo indican que FhCL3 induce
una maduracion parcial en CDs, caracterizado por un ligero aumento en la expresion
de MHC-II, sin modificaciones en la expresion de MHC-I y las moléculas
coestimulatorias CD40, CD80 y CD86. Es conocido que otras catepsinas presentes en
células de mamiferos, como catepsina S, participan en el procesamiento de la cadena
invariante (li) del MHC-II. La catepsina S escinde un fragmento de li dejando una parte
conocida como CLIP, la cual permanece asociada con el complejo. La degradacion
proteolitica de li permite la disociacion de CLIP del MHC-II, la carga antigénica y el
posterior desplazamiento de MHC-II cargado a la superficie celular. La participacion de

catepsinas L en este proceso es controversial, Li Q. y col. descartan que catepsina L
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esté involucrada, mientras que otros autores demuestran un rol crucial en este
fendmeno (138). En base a estos resultados podriamos especular una la participacion
de FhCL3 en la promocion de MHC-II a la membrana de las CDs. Sin embargo, la
localizacion de esta proteina fundamentalmente en citoplasma contradice esta
afirmacion, ya que el clivaje del fragmento CLIP y su movilizacion hacia la membrana
celular ocurre en la via vesicular.

Mediante experimentos de microscopia confocal demostramos que luego de la
endocitosis por las CDs, FhCL3 se localiza fundamentalmente en citoplasma
presentado una débil colocalizacion con endosomas tempranos Yy lisosomas,
confirmando su ubicacién citosélica. En general, la maquinaria fagocitica utilizada para
internalizar particulas extrafias da como resultado la formacion de un fagosoma que
madura y favorece el inicio de la respuesta inmune. Luego de ser endocitadas las
moléculas de helmintos, tales como el SEA de Schistosoma mansoni y el antigeno
filarial ES-62 son localizados en vesiculas LAMP1+ en CDs (139). En acuerdo con
estos resultados, otros autores mostraron que la elastasa derivada de neutréfilos es
endocitada por células epiteliales y macréfagos (124). Del mismo modo, se ha
descripto que catepsina L1, es internalizada por macréfagos peritoneales, aunque a
diferencia de FhCL3, FhCL1 presenta una mayor localizacibn con endosomas
tempranos (28). Por el contrario, dada la escasa colocalizacion de FhCL3 con
endosomas o lisosomas, hipotetizamos que el mecanismo de endocitosis sea diferente
o0 podria ocurrir un escape de dichas organelas. Considerando que FhCL3 es una
proteina de bajo peso molecular, hace pensar que su entrada a la célula podria ser

mediada por un mecanismo de pinocitosis, mediante el cual seria captada del medio
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extracelular, formando pequefas vesiculas y en el transcurso del tiempo seria liberada
al citosol.

El incremento en la sintesis y liberacion de IL-1 e IL-18 observado en CDs tratadas
con FhCL3, concuerda con otros estudios que han mostrado la capacidad de moléculas
de helmintos de inducir la produccion de estas citoquinas. Sorprendentemente, la sola
estimulacion de las CDs con FhCL3 fue suficiente para la produccién de IL-13 e IL-18.
Estos resultados no acuerdan con el modelo clasico de activacion del inflamasoma que
establece el requerimiento de al menos dos sefales o estimulos para el ensamble y
activacion del inflamasoma NLRP3. Sin embargo, este modelo estaria sujeto al tipo
celular, dado que se ha visto que ciertas poblaciones, como los monocitos secretan IL-
18, en respuesta a la estimulacion con LPS. De todas formas, es posible que la entrada
de FhCL3 a las CDs cause un estrés celular que dé lugar a la formacion de DAMPs,
como por ejemplo ATP o ROS, que podrian actuar como segunda sefal para el
ensamble y activacion del inflamasoma. Esta hipétesis estd basada en nuestras
observaciones mostrando que luego de la inhibicibn de tres eventos claves
involucrados en la segunda etapa de la activacién del inflamasoma: la produccién de
ROS, el eflujo de potasio y la acidificacion lisosomal, la produccion de IL-1f3 inducida
por FhCL3, se ve reducida.

El ensamble del inflamasoma NLRP3 tiene como desenlace la activacion de caspasa 1,
la cual lleva a cabo la maduracion de pro-IL-1 a su forma biologicamente activa. Sin
embargo, nuestros datos indican que este fendmeno es totalmente independiente de la
actividad de caspasa, dado que tanto las CDs provenientes de animales deficientes en

caspasa 1/11 como las CDs WT pretratadas con un inhibidor de pan caspasas fueron
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capaces de secretar IL-1B3 luego de la estimulacion con FhCL3. A su vez, pudimos
comprobar que la actividad de cistein proteasa de FhCL3 es clave en este proceso.
Algunos estudios han demostrado que las serin proteasas derivadas de neutroéfilos y
macréfagos, como la proteinasa-3 (PR3), elastasa y catepsina-G son enzimas capaces
de procesar pro-IL-1B en un fragmento de 21 kDa. Ademas, las metaloproteinasas de
matriz (MMP), como la estromelisina 1, las gelatinasas A y B, también se han
demostrado capaces de escindir pro-IL-1p (140) .De manera similar, las proteinasas de
C. albicans son uno de los muchos ejemplos de enzimas derivadas de
microorganismos capaces de procesar pro-IL-1 (141). Curiosamente, la capacidad de
inducir la secrecién de IL-1B independientemente de caspasa-1 en la infeccion por
Mycobacterium tuberculosis, muestra la existencia de vias alternativas de activacion de
IL-1B (142). En linea con estos resultados, en este trabajo hemos demostrado por
primera vez, la capacidad de una enzima de F. hepatica para proteolizar a pro-IL1 a
su forma activa de una manera independiente de caspasas confirmando una activacién
alternativa del inflamasoma.

Dentro de los inflamasomas el receptor NLRP3 es el mas estudiado, probablemente
por su capacidad de ser activado por una amplia variedad de estimulos.

En el presente trabajo, demostramos una participacion parcial de NLRP3 en la
produccién de IL-1B. Este resultado, nos permite especular que otros inflamasomas
podrian participar en el reconocimiento de FhCL3 como una sefal de peligro para la
célula, entre ellos se pueden mencionar NLRP1, NLRP12 y AIM2. Todos estos
receptores contienen un dominio pirin de unién a ASC y a su vez ASC se une por su

dominio CARD a caspasa 1, durante el ensamble que ocurre en la activacion del
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inflamasoma (61). Luego de la infeccion por patégenos, ASC, normalmente presente en
el nucleo, se redistribuye rapidamente al citosol, seguido del ensamble de agregados
perinucleares, que contienen varios componentes de inflamasoma, incluidos la
caspasa-1y los receptores tipo Nod (NLR) denominados speck (125).

Dados algunos resultados que sugieren la ausencia de la formacién de speck, durante
el tratamiento en CDs con FhCL3 y la prescindencia de caspasa 1 en este fenomeno,
especulamos que, en esta activacion alternativa, el ensamble de NLRP3-ASC-caspasa
1, no seria estrictamente necesario en este fenomeno. Asi, la localizacion de FhCL3
enziméticamente activa en el citoplasma de las CDs, podria mimetizar la funcién de
caspasa 1 madura, actuando en el clivaje de pro-IL-1beta, sin la necesidad de
plataforma arriba descripta.

La participacion parcial de NLRP3 en la produccion de IL-1B podria ser explicada por lo
menos de dos maneras diferentes. Por un lado, podria ocurrir una interaccion directa
entre FhCL3 y NLRP3. Resultados preliminares de un analisis predictivo de
acoplamiento molecular o docking indican que FhCL3 y NLRP3 podrian interaccionar
fisicamente. Aunque estos resultados deben ser corroborados por otras técnicas que
muestren la interaccion fisica de otras proteinas. Este dato abre la posibilidad de la
formacion de un complejo entre NLRP3 y FhCL3, que facilite el acercamiento entre
FhCL3 y pro-IL-1[3, para que se produzca la protedlisis de la pro-IL-1B. Esta hipétesis
esta sustentada en los resultados Bruchard M y col, demostraron que catepsina B
lisosomal es capaz de interaccionar fisicamente o directamente con el dominio LLR de
NLRP3 (109). Para que dicha interaccidn ocurra es necesario que catepsina B sea

liberada al citosol. En contraste, ante la posibilidad de que no existiera una interaccion
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directa entre FnCL3 y NLRP3, se podria especular, basados en nuestros resultados,
que la produccion de ROS, el eflujo de potasio y la disrupcion lisosomal actuarian como
intermediarios en la activacion del inflamasoma. Estos antecedentes, sumados a la
ubicacion subcelular citosolica que presenta FhCL3 al ingresar a la célula, sugiere que
esta enzima tendria una actividad caspasa like en las CDs.

Por otro lado, otra consecuencia de la activacion de caspasa 1 es la induccion de
piroptosis, una forma de muerte celular caracterizada por la hinchazén de la célula y la
ruptura de membrana. Teniendo en cuenta, los resultados obtenidos en este trabajo,
gue muestran la independencia entre la produccién de IL-1B y caspasa 1 se podria
correlacionar con la ausencia de la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH), un
marcador de la integridad de membrana la cual es liberado durante la lisis celular,
inducido por FhCL3. Asi, la activacién alternativa promovida por FhCL3 del
inflamasoma en CDs, llevaria a un destino final a estas células que no incluye la
muerte, sino a una sobrevida mas prologada, que favorezca su funcion de célula
presentadora de antigeno (143-144). Este mecanismo promueve la liberacién no solo
de la forma madura de IL-1B, sino también de pro-IL-1B, la cual se vuelve mas
accesible a la protedlisis de proteasas extracelulares (145).

La activacién del inflamasoma ha sido ampliamente reportada en respuesta a bacterias
patdgenas (146). Mientras que el papel de los inflamasomas en la respuesta del
hospedador a la patogénesis de las infecciones causadas por parasitos protozoarios
intracelulares como Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Plasmodium spp. y
Leishmania spp, ha sido menos estudiada. Aun asi, algunos estudios han confirmado

gue el eje inflamasoma/IL-13 y/o IL-18 es requerido para disminuir la carga parasitaria
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en macroéfagos, por medio de mecanismos dependientes de la produccion de NO (98).
En todos estos ejemplos participan caspasa 1 y NF-kB, a diferencia de la
independencia de estas moléculas observada en CDs estimuladas con FhCL3.

Sin embargo, el rol de los inflamasomas en el contexto de infecciones con helmintos no
ha sido del todo esclarecido. Existen escasos reportes, donde demuestran que el SEA
de S. mansoni, mejora la secrecion de IL-1f inducida por un ligando de TLR, ya que es
capaz de activar el inflamasoma NLRP3, a través de su interaccion con el complejo
formado por los receptores dectina-2 y Fc gamma (FcyR) (108). Esto seria mediado por
via de la sefalizacién de la kinasa Syk que se ha visto, que promueve el eflujo de
potasio y la formacion de ROS, en CDs (107). De manera similar, otros estudios
determinaron que una ribonucleasa, omega-1 de S. mansoni mejora la produccion de
IL-18 promovida por ligandos de TLR2 o dectin-1, en células peritoneales de ratén
(147). En concordancia con esto, otros autores pudieron observar que el nematodo
intestinal, T. muris, induce la liberacion de IL-18 en conjunto con LPS y nigericina, un
activador de NLRP3, en macréfagos (105). En todos estos casos es requerida la
primera sefial de activacion del inflamasoma (PAMPs), a diferencia de nuestros
resultados, donde FhCL3 es capaz de inducir la produccién de estas citoquinas de
manera independiente de la estimulacién con LPS. No obstante, otras investigaciones
han reportado que la sola estimulacién de células hepéticas estrelladas con el SEA, fue
suficiente para generar IL-1, lo cual conduce a fibrosis y dependiente de la via de la
sefalizacion mediada por las quinasas c-Jun N-terminal (JNKs) (106).

Solo existe un trabajo publicado donde una proteina de tipo catelicidina de F. hepatica,

FhHDM-1, es capaz de modular el inflamasoma NLRP3. Al contrario de la enzima
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estudiada en este trabajo de tesis, FNHDM-1 previene la acidificacién endolisosomal, lo
cual se traduce en una inhibicion de la activacion del inflamasoma, promovida por LPS
y NanoSiO,, en macréfagos derivados de medula 6sea (36).

Por otro lado, pudimos observar que FhCL3 induce la sintesis de novo de pro-IL-1j,
aunque esta produccion, no estaria mediada por NF-kB, dado que no se observo
activacion de este factor de transcripcion en las CDs estimuladas con FhCLS3.
Interesantemente, este resultado mostrando la ausencia de activacion de NF-kB,
concuerda con la falta de produccion de IL-6, IL-10, IL-12p70 y TNF, las cuales son
citoquinas dependientes de este factor de transcripcion en CDs-FhCL3

Estos resultados podrian ser explicados, por algunos reportes que muestran la
participacion de otros factores de transcripcion en la producciéon de pro-IL-1B, pro-IL-18
y otros componentes del inflamasoma. De hecho, existe un reporte que propone un
modelo de activaciéon transcripcional del gen que codifica para IL-1B, dinamico y
complejo, que puede dividirse en dos fases. En una primera fase participarian IRF-8 y
p65, mientras que, en una segunda fase, PU.1 promoveria el reclutamiento de IRF-4, el
cual potencia la transcripciéon en células de origen mieloide. Esto lleva a la produccién
de IL-1B y otras citoquinas proinflamatorias como IL-6, IFN-B, que en nuestro caso no
fueron detectadas (148). En linea con esto, ha sido comprobado que IL-21 es capaz de
promover la expresion de IL-1B3, de manera independiente de NF-kB, y seria mediada
por una via alternativa dependiente de STAT3, en CDs convencionales de pulmoén
(149). Teniendo en cuenta estos antecedentes seria necesario realizar mas estudios
para esclarecer la regulacion transcripcional que estaria mediando la expresion de IL-

18 inducida por FhCL3.
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Desde su descubrimiento en 1973 por Ralph Steinman, el conocimiento sobre la
biologia y funcionalidad de las CDs ha tenido un crecimiento exponencial. Estas células
poseen una capacidad Unica de captar, procesar y presentar antigenos extrafios y
propios, tanto a los LT CD4+ como a los LT CD8+. Dada la habilidad de estas células
como presentadoras de antigenos, resultan ser intermediarias criticas entre los
sistemas inmune innato y adaptativo, ya que estimulan, regulan y orquestan la
inmunidad y la tolerancia en el organismo.

Nuestros resultados muestran que CDs-FhCL3 fueron capaces de modular la respuesta
inmune adaptativa de linfocitos T presentes en esplenocitos alogénicos. El
desconocimiento que ocurre entre las moléculas del MHC-II presentes en las CDs y el
TCR en los linfocitos T, promueve la proliferacion y produccién de citoquinas,
principalmente IFN-y. Este fenomeno se ve exacerbado cuando el microambiente
generado durante la estimulacion de la CDs es inflamatorio.

El tratamiento de las CDs con FhCL3 condiciona a estas células para estimular la
producciéon de IFN-y e IL-13 en esplenocitos alogénicos. Se pudo establecer que la
principal fuente de IFN-y fueron los linfocitos T CD4 y en mayor medida las células T
CD8. Usando CDs de animales deficientes en NLRP3, se determiné la dependencia de
este receptor, en la capacidad de estas células para promover la produccion de IFN-y
en esplenocitos alogénicos. Por el contrario, CDs de ratones CASP1/11 KO
conservaron su capacidad para estimular la liberacion de IFN-y por linfocitos T
alogénicos. La dependencia de NLRP3 en CDs para inducir la produccién de IFN-y y no

de IL-13 en esplenocitos alogénicos, podria deberse a la participacion de otros
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inflamasomas diferentes a NLRP3, tales como NLRP1, NLRP12, etc. Mas
experimentos son necesarios para indagar sobre esta hipotesis.

Otro ejemplo de la capacidad de los helmintos para estimular el inflamasoma ha sido
claramente demostrado en un modelo de infeccion murina con Trichuris muris, un
nematodo gastrointestinal, en donde el incremento en la produccion de IL-18, se
correlacioné con la liberacion de IFN-y. Este fendmeno seria dependiente de NLRP3 y
controlaria la expansion de la respuesta Th2, lo cual impide la completa expulsion del
gusano, permitiendo su cronicidad en el hospedador (105). Por el contrario, otros
reportes muestran que IL-18 es requerida para promover la respuesta de tipo Th2, ya
que incrementa la secrecién de IL-13 en linfocitos T CD4 y en células NK, lo cual
tendria un rol crucial en la proteccion contra la infeccion (150).

La respuesta inmune adaptativa promovida por CDs-FhCL3, es similar a lo reportado
en un modelo de alergia inducido por la administracion intranasal de OVA. En donde,
se ha descripto una poblacién celular denominada “super Th1”, que producen tanto
IFN-y como IL-13 (151). Estas citoquinas promueven cuadros severos de asma, ya que
generan dafio de células epiteliales, inflamacion e hiperreactividad de las vias
respiratorias. IL-13 induce la hiperplasia de células caliciformes con hiperproduccion
de moco y eosinofilia, y junto con IL-4, es el estimulo principal para el “switching” o
cambio de isotipo de anticuerpo para que las células plasmaticas secreten IgE (152). Al
mismo tiempo, IL-13 estimula la fibrosis de las vias respiratorias, en gran parte a través
de la capacidad de las metaloproteinasas de la matriz 9 y 12 para activar el TGF-8, lo

gue favorece la acumulacion de eosinofilos y macrofagos en el pulmon.
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Es conocido que, IL-1B promueve respuestas de tipo Thl y Thl7, sin embargo, en
presencia de citoquinas polarizantes Th2 también pueden sostener una inmunidad
mediada por Th2. Ademas, mientras que la resistencia a nematodos gastrointestinales
como T. muris es dependiente de IL-1B, la induccidn de la secrecion de esta citoquina
es un mecanismo por el cual los nematodos intestinales crean un ambiente adecuado
para la cronicidad parasitaria, como por ejemplo en la infeccion con Heligmosomoides
polygyrus bakeri. Esta citoquina actia para suprimir la produccién de las citoquinas
innatas IL-25 y -33, las cuales son criticas para la promocion de las respuestas
inmunes de tipo Th2 (104). A diferencia de la infeccion con parasitos intestinales, la
supervivencia a largo plazo de F. hepatica dentro de su hospedador mamifero esta
condicionada por las respuestas inmunes de tipo Th2 (2). Sin embargo, durante la
infeccion aguda de ratones con F. hepatica, no se detecta IL-1B, mientras que la
producciéon de IL-25 y IL-33 se produce dentro de 24 h después de la infeccion y
aumento en los dias posteriores. Estos hallazgos sugieren que F. hepatica ha
desarrollado nuevos mecanismos para regular la produccién de IL-13 y asi controlar el
fenotipo de las respuestas inmunitarias del hospedador.

Por otra parte, el estudio de la respuesta especifica a FhCL3 in vivo generada por las
CDs-FhCL3, revel6 la capacidad de estas células de inducir una respuesta adaptativa,
de tipo IFN-y e IL-13, similar a la obtenida en cultivos alogénicos. Estos resultados
convierten a FhCL3 en un antigeno promisorio en el desarrollo de una vacuna con el
parasito, ya que la respuesta de IFN-y ha sido asociada anteriormente con respuestas
protectoras contra el parasito. IL-13 podria actuar en la reparacion de tejidos

incrementando la sintesis de colageno y fibrosis. Sin embargo, desconocemos el papel
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de NLRP3 o0 caspasas en la induccion de una respuesta adaptativa durante la
infeccion.

En el contexto de la infeccion con F. hepatica, también observamos que se genera una
respuesta especifica de FhCL3 mediada por IFN-y, donde, de manera similar a lo que
ocurre en los modelos presentados anteriormente, las principales células productoras
de esta citoquina son los linfocitos T CD4 y CD8. Sin embargo, no se detectd la
presencia de IL-13 en los cultivos, esto podria deberse a que durante la infeccion el
sistema inmune del huésped interacciona con multiples moléculas derivadas del
parasito y propias, las cuales pueden influenciar o incluso bloquear la respuesta a
FhCL3. Por ejemplo, se ha descripto que FhKTM (el cual también es expresado por la
larva juvenil), puede actuar como inhibidor de serin proteasas, pero también es capaz
de inhibir la actividad de cistein proteasas, como lo son catepsinas L1 y L2 de F.
hepatica (153), las cuales pertenecen a la misma familia enzimas de FhCL3. Se podria
especular entonces que, la inhibicion de FhKTM a FhCL3 bloquearia la capacidad
enzimatica de esta Ultima inhibiendo tal vez, su actividad inmunomoduladora.

Cuando se evalué la capacidad de FhCL3 en conjunto con un adyuvante vacunal el
monofosforil lipido A (MPLA) un ligando de TLR4, que polariza la respuesta hacia un
perfil Thl, se encontr6 nuevamente una respuesta caracterizada por la expresion de
IFN-y e IL-13 especifica a FhCL3, dado que en respuesta a una proteina no
relacionada (OVA) no se observo este fendmeno. Esta modulacion ejercida por FhCL3
en el sistema inmune del hospedador podria resultar protectora en el contexto de la

infeccion.
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En resumen, este es el primer reporte en el cual se describe una molécula derivada de
F. hepatica con la capacidad de promover la activacion alternativa del inflamasoma
NLRP3, independientemente de la actividad de caspasas, caracterizada por la
liberacion tanto de IL-1B como de IL-18. Esto tiene consecuencias a nivel de la
respuesta adaptativa dado que confiere un singular patrén de expresion de citoquinas
IFN-y e IL-13 que podria resultar protectora en esta parasitosis 0 en otras infecciones
por helmintos.

Este trabajo de investigacion no solo abre perspectivas en el campo de desarrollo de
vacunas contra este helminto sino también en la manipulacion de CDs, ya que la
presencia de esta proteina con actividad enzimética en citoplasma sugiere su posible
capacidad de modular eventos de presentacion cruzada de antigenos ya sea
incrementando o disminuyendo esta habilidad con consecuencias en la generacién de
respuestas antitumorales o en la inhibicion de respuestas exacerbadas durante
procesos autoinmunes.

Finalmente, este trabajo abre nuevos interrogantes sobre el papel de la activacion del
inflamasoma en infecciones con helmintos que a diferencia de las infecciones
bacterianas o por protozoarios se desconoce el destino final de estas células luego de

este fendmeno de activacion de la respuesta inmune innata..
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Figura 27. Modelo de activacion del inflamasoma NLRP3, inducida por FhCL3. FhCL3 es
internalizada por las CDs, se ubica en el citosol y promueve: (1) La transcripcion y sintesis de novo de
pro-IL-1B; (2) La generacidon de ROS citoplasmatico y mitocondrial; (3) La acidificacion lisosomal que
facilita la activacion de catepsinas enddgenas de la célula, principalmente catepsina B, la cual es
liberada al citosol; y (4) El eflujo de potasio, disminuyendo la concentracion de potasio intracelular. A su
vez, estos eventos contribuyen a la activacion del receptor NLRP3, que podria interaccionar
directamente con FhCL3 (en presencia o ausencia de ASC). Ocurre la protedlisis y maduracién de pro-
IL-1B y pro-IL-18 (pro-IL-18 se expresa constitutivamente en CDs), de manera independiente de la
actividad de caspasas. Las formas activas de IL-1B e IL-18 son liberadas al medio extracelular, donde se
encuentran e interaccionan con sus respectivos receptores, en la superficie celular. Las células,
responden a estos estimulos secretando IFN-y y/o IL-13. Los linfocitos T, son los principales productores
de IFN-y.
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. FhCL3 enzimaticamente activa es internalizada por CDs y promueve una

maduracion parcial estas células, promoviendo la secrecion de IL-13 e IL-18.

. FhCL3 induce la expresion IL-13, de manera no candnica, ya que es

independiente de la activacion de NF-kB.

. La produccion de IL-1B e IL-18 inducida por FhCL3 es dependiente NLRP3 y no

requiere de la actividad de caspasas.

. FhCL3 estimula la sintesis y liberacion de IL-1B a través de la produccién de

ROS, el eflujo de potasio y la acidificacion lisosomal.

. FhCL3 es capaz escindir especificamente el precursor de IL-1B, facilitando la

maduracion de esta citoquina.

. FhCL3 condiciona a las CDs para promover la produccién IFN-y e IL-13 en

cultivos alogénicos.

. La capacidad aloestimuladora de las CDs-FhCL3 es dependiente de la

activacion de NLRP3.

. CDs-FhCL3 estimulan la produccion de IFN-y e IL-13 en respuesta a FhCL3, in

Vivo.
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9. Durante la infeccion con F. hepatica se genera una respuesta adaptativa

mediada por IFN-y, especifica a FhCL3.

10.La inmunizacion con FhCL3-MPLA promueve el desarrollo de un perfil de IFN-y

e IL-13, en respuesta a FhCL3, que podria resultar protector en el contexto de la

infeccion con F. hepatica.
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