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1. Resumen ejecutivo

Los helmintos modulan el sistema inmunolégico del hospedero infectado de diversas
maneras, incluyendo mecanismos inmunomoduladores que disminuyen la respuesta
inflamatoria y aumentan la longevidad del parasito [1]. Se han aislado varias moléculas
inmunomoduladoras derivadas de helmintos que han mostrado ser agentes antiinflamatorios
prometedores. Dentro de estas se encuentra la cistatina de A. lumbricoides (Al-CPI), una
molécula que reduce en ratones la colitis experimental [2] y la inflamacion bronquial en un
modelo de alergia inducido por Blomia tropicalis [3]. De forma general se observaron efectos
preventivos de la inflamacion, acompafiados por una alta produccion de IL-10 y TGF-B y
aumento de los linfocitos T reguladores Foxp3+ [2]. También se publicaron experimentos en
células dendriticas humanas que sustentan la generaciéon de un perfil tolerogénico [3], en esta
poblacion de gran importancia en la modulacién de la respuesta inmune tanto de forma
fisiologica como en la patogénesis del asma y otras condiciones. Dentro de las
preocupaciones actuales en esta linea de investigacion, estaba la necesidad de tener un
producto recombinante que se obtuviera en mayores cantidades y libre de endotoxina.
También mejorar su estabilidad y optimizar su purificacién, dado que todos estos aspectos
(contaminantes, aminoacidos extras) pudieran influir en la evaluacién inmunolégica de sus
propiedades. Teniendo en cuenta que uno de los propositos finales de esta investigacion es
generar un producto de utilidad clinica para el tratamiento de enfermedades inflamatorias,
especialmente el asma, se busco a través de este trabajo de grado contribuir a la optimizacion
de la produccion de una cistatina recombinante de Ascaris y a evaluar su efectos en la
activacion de varias poblaciones celulares que participan en el desarrollo de la respuesta
alérgica y que se predice que pueden ser blanco de la cistatina de acuerdo a otros hallazgos
con moléculas similares [4, 5]. Siguiendo esta linea, en primer lugar, se expresé una nueva
recombinante de rAl-CPlI, la cual no posee el péptido sefial y presenta pocos aminoacidos, en
la cepa de E. coli BL21(DES3). La proteina se obtuvo con un buen rendimiento (4.5 mg por
cada 100 mL de cultivo), ademas, se purific6 de manera eficiente mediante la técnica de
intercambio aniénico obteniéndose una pureza del 99% y niveles de endotoxina por debajo
de 0.1 EU/mL, después de tratada con polimixina B. Posteriormente, se evalud el efecto de
rAl-CPI sobre células dendriticas derivadas de monocitos (CDmo) y monocitos a nivel de

marcadores de superficie y produccion de citoquinas; y segundo los efectos de esta molécula
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en la respuesta de los linfocitos T CD4+ ante B. tropicalis y un estimulo policlonal (anti-
CD2/3/28). Para esto, se realiz6 un estudio experimental, en el cual se extrajeron células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) provenientes de controles no alérgicos, no
parasitados y de pacientes alérgicos a B. tropicalis, siguiendo estdndares éticos. Los
resultados muestran que rAl-CPI puede inhibir la maduracion inducida por LPS de las CDmo
y los monocitos, ademas, de disminuir la produccion de citoquinas inflamatorias. Estos efectos
variaron de acuerdo con la dosis utilizada de rAl-CPl en CDmo, mientras que a la dosis de 1
UM hubo una reduccioén significativa de los marcadores HLA-DR, PD-L1 y CD86, fue a la dosis
de 0.1 uM donde se pudo obtener resultados significativos en la reduccion de citoquinas
inflamatorias (IL-6, IL-8 y TNF). En monocitos, la reduccidn en la expresiéon de los marcadores
HLA-DR y PD-L1 y los niveles de las citoquinas IL-1B e IL-10 inducida por LPS se observo a
la dosis de 1 uM de rAl-CPl. Los efectos inmunomoduladores de rAl-CPI también se pudieron
apreciar en la respuesta de los linfocitos T CD4+. En cultivos de PBMC provenientes de
pacientes y controles, rAl-CPI inhibi6 la proliferaciéon de los linfocitos T CD3+CD4+
estimulados con anti-CD2/3/28 acompafiado de una disminucién en la produccién de IL-5 y
un aumento de IFN-y, sin cambios en los niveles de IL-10. Este resultado fue independiente
del efecto que tiene rAl-CPI en monocitos y células dendriticas, dado que un efecto similar se
observé en linfocitos T CD3+CD4+ purificados. Asimismo, rAI-CPI disminuyé
significativamente la produccién de IL-5 e IL-10 inducida por B. tropicalis en PBMC de
pacientes alérgicos. En conclusion, rAl-CPI tiene efectos inmunomoduladores en células
dendriticas derivadas de monocitos, en monocitos de sangre periférica y en la respuesta
inmune de linfocitos T CD4+ hacia B. tropicalis y estimulos policlonales que podrian reducir la
intensidad de la respuesta inflamatoria de tipo alérgico, posiblemente por mecanismos

independientes de la IL-10.



2. Introduccion

La prevalencia de las enfermedades cronicas no transmisibles estd aumentando en los paises
industrializados y en desarrollo. Se han planteado varias hipétesis para explicar este
fendmeno, la mayoria de ellas relacionadas con la mejora en las condiciones de higiene y el
control de enfermedades infecciosas, incluidas las helmintiasis [1]. Los helmintos modulan el
sistema inmunoldgico del hospedero infectado, incluyendo el humano, de diversas maneras;
pudiendo en algunos casos conllevar a la inmunosupresién. Esta respuesta va a depender de
varios factores, como la intensidad y la cronicidad de la infeccion, la especie infectante y el
trasfondo genético del huésped. Se ha encontrado que los efectos inmunosupresores de las
infecciones crénicas y graves por helmintos son mas fuertes que cualquier fenbmeno
inmunomodulador descrito que acompafie a las infecciones bacterianas o virales, excepto por
el virus de la inmunodeficiencia humana [1]. Este efecto de los helmintos se ha aprovechado
para beneficio de los humanos hasta el punto de que actualmente existen estrategias
antiinflamatorias terapéuticas con el uso de helmintos vivos para tratar las alergias y otras
enfermedades inflamatorios [6, 7]. Sin embargo, se reconoce el inconveniente de los efectos
adversos que ocasiona la terapia con pardsitos vivos por su impacto sobre la nutricion y
desenlaces clinicos asociados a morbi-mortalidad. Por esta razén, se ha reforzado la

busqueda de moléculas con propiedades inmunomoduladoras.

Actualmente se han descubierto y purificado varias moléculas de helmintos con propiedades
antiinflamatorias que pretenden reemplazar los enfoques terapéuticos de helmintos vivos [7,
8]. Estas moléculas son esenciales para evadir la inmunidad del huésped por el parasito como
resultado de un largo proceso de adaptacion durante su evolucién conjunta con vertebrados
infectados; en consecuencia, tienen diferentes mecanismos de accién [7], asi como menos
reacciones adversas potenciales. Dentro de las moléculas inmunomoduladoras aisladas, se
encuentra la cistatina de Ascaris lumbricoides (Al-CPI). Las cistatinas, una familia de
inhibidores de la cisteina proteasa, se han aislado de diferentes helmintos y algunas de ellas

también han mostrado tener propiedades inmunomodularas [5].

Investigaciones adelantadas en el grupo de Alergologia Experimental e Inmunogenética de la
Universidad de Cartagena demostraron que la recombinante Al-CPI, en un modelo de colitis
experimental, puede reducir significativamente el indice de actividad de la enfermedad, la

actividad de la mieloperoxidasa y el puntaje de inflamacion sin efectos toxicos. Esto
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acompafiado de una sobreexpresion de los genes IL10 y TGFB junto con una reduccion de la
expresion de IL-6 y TNFA [2]. En relacion a los efectos de la Al-CPI sobre la respuesta alérgica
se observo, en un modelo murino de asma inducido por B. tropicalis, que el tratamiento con
la proteina recombinante puede prevenir la inflamacion de las vias areas [3], asociado con un
alta produccién de IL-10 y TGF-B, asi como por un mayor numero de células T reguladoras
[2]. Por su parte, en humanos, se demostré que aunque la rAl-CPI une IgE no posee actividad
alergénica, dado que no tiene la capacidad de activar basofilos, entre otras razones. Ademas,
en células dendriticas derivadas de monocitos humanos la rAl-CPI inhibi6é la maduracion de
estas células e indujo la produccién de IL-10 [3]. Por lo que es posible que a través de estas
células u otras células presentadoras de antigeno, la AI-CPl ejerza sus efectos
inmunomoduladares. Asi, teniendo en cuenta este contexto, en este trabajo nos propusimos
evaluar los efectos inmunomoduladores de rAl-CPl en distintas poblaciones celulares
humanas involucradas en la presentacion antigénica, asi como el efecto de esta molécula en

el contexto de la respuesta alérgica.



3. Marco teorico

3.1. Efectos de los helmintos en larespuesta inmune

Los helmintos ejercen una respuesta dual sobre el sistema inmune. Por un lado, pueden
inducir una fuerte respuesta inmune de tipo 2 similar a la observada en las alergias y por el
otro, pueden ejercer una fuerte inmunosupresion [1]. Estas propiedades, especialmente la
inmunosupresion ha sido extensamente estudiada en modelos animales. Estos efectos
predominan en una poblacién humana en particular, y dependen de la coocurrencia de varios
factores, dentro de los que se encuentran la intensidad de la infeccion, lo que a su vez esta
determinado por el trasfondo genético del individuo, asi como también de la especie infectante
[9]. Asi, la inmunoregulacion inducida por los helmintos es mas notoria en las infecciones
cronica [9] y se manifiesta a través de supresion o desviacion de la respuesta inmune del
hospedero, resultando en un ambiente antiinflamatorio que prolonga la supervivencia del
parésito. Algunos de los mecanismos descritos son: la modulacién en la produccion de
citoquinas, la alteracion de las vias de transduccion de sefiales de procesos inmunoldgicos o
la inhibicién de actividad enzimatica [10]. El estudio de distintas moléculas proveniente de
helmintos ha permitido conocer més a fondo los efectos inmunomoduladores que tienen estos
organismos [11]. Sin embargo, todavia hay mucho por conocer sobre estas moléculas y como

sus efectos se integran en el contexto natural de infeccion.

Los helmintos que han permitido un mejor estudio de la actividad inmunosupresora sobre el
organismo son las filarias y los esquistosomas. Estas helmintiasis afectan principalmente al
continente africano, mientras que la ascariasis posee una amplia distribucién global, siendo
asi una de las geohelmintiasis mas prevalente. Aunque, los efectos en la salud de la ascariasis
no son tan deletéreos como las arriba mencionadas, si representan una carga de morbilidad
en la poblacion humana considerable. Ascaris es un género que comprende dos especies
casi idénticas, A. lumbricoides y A. suum, que probablemente son variantes de subespecies
gue infectan preferentemente a humanos y cerdos, respectivamente. Los mecanismos de los
efectos reguladores de la respuesta inmunitaria inducidos por A. suum se han explorado
recientemente en un modelo murino de inflamacién inducido por LPS [12], encontrando que
la infeccidn suprime la secrecion de citoquinas proinflamatorias (IL-18, TNF-a y IL-6) e induce
altos niveles de IL-10 y TGF-B, asi como linfocitos T CD4+ CD25"9"Foxp3+ en los ganglios

linfaticos mesentéricos. Mediante el uso del analisis transcriptomico en cerdos, se observé
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que la infeccion crénica por A. suum suprime las vias inflamatorias en la mucosa intestinal,
regulando a la baja los genes que codifican para citoquinas y moléculas involucradas en el
procesamiento antigénico y moléculas co-estimuladoras. Este efecto fue reproducido

utilizando el fluido corporal de A. suum (ABF) en CD humanas in vitro [13].

3.2. Poblaciones celulares asociadas con inmunoregulacién por helmintos

En la respuesta inmune contra los helmintos participan células tanto de la inmunidad innata
como adaptativa. Esta respuesta estd enfocada en la eliminacion del parasito, sin embargo,
dada la relacion evolutiva de los helmintos con su hospedador, estos han desarrollo
mecanismos de evasion dentro de los que se encuentra la induccién de poblaciones celulares
reguladoras como lo son los linfocitos T reguladores (Tregs). Actualmente, existe una gran
cantidad de evidencia cientifica que respalda el efecto inductor de linfocitos Tregs que poseen
varios helmintos, proveniente tanto de estudios en humanos infectados naturalmente como
de modelos animales [14-16]. Otra de las poblaciones recientemente descrita, son los
linfocitos B reguladores [17], aunque, faltan méas estudios que respalden el efecto general que
puedan tener estas poblaciones celulares en relacion con las helmintiasis. De esta misma
forma, los helmintos pueden inducir cambios en las células del sistema inmune innato, como
las CDs y los monocitos, las que su vez se articulan con las células del sistema inmune

adaptativo para inducir una respuesta reguladora.

3.2.1. Modulacién de la funcion de las células dendriticas

Las CDs constituyen una poblacion celular heterogénea que juega un papel importante en la
interaccion entre la respuesta inmune innata y adaptativa. Son células presentadoras de
antigenos especializadas en conducir la activacion y diferenciacion de los linfocitos T (i.e. Th1l,
Th2, Th1l7). La captura del antigeno en un contexto de inflamacién activa los procesos de
maduracion de las CDs, lo que resulta en un aumento de las moléculas co-estimuladoras
(CD40, CD80, CD86, MHC) y la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, permitiendo la
activacion de los linfocitos efectores [18, 19]. Las CDs también presentan funciones

reguladoras para mantener la tolerancia central y periférica; se les conoce como CDs



tolerogénicas. Estas células se encuentran en un estado de maduracion parcial, asi la
presentacion de antigenos a los linfocitos T, con una inadecuada co-estimulacion y
produccidn de citoquinas, resulta en el silenciamiento o deplecién de los linfocitos T efectores
o la induccion de Tregs [20, 21].

La respuesta de las CDs a los antigenos helminticos, generalmente, es dirigida hacia un perfil
de tipo 2. Incluso, en modelos murinos se ha observado que las CDs son necesarias para la
induccién de una respuesta Th2 hacia la infecciébn por helmintos [22]. Sin embargo, los
helmintos o sus productos también pueden inducir un perfil tolerogénico en las CDs. Esto
puede estar determinado tanto por las poblaciones de CDs como por la naturaleza del
antigeno helmintico [23]. En modelos animales, se ha observado que la infeccién por
helmintos induce CDs tolerogénicas, caracterizadas por presentar bajos niveles de expresion
de moléculas co-estimuladoras, como el CD40, CD80, CD86 y MHC-II. Ademas, el trasplante
de estas células ha demostrado tener la capacidad de proteger a los ratones en modelos de

inflamacién [24, 25].

Existen diferentes estudios en modelos animales que demuestran el potente efecto
inmunomodulador que tienen los helmintos sobre las CDs. En estos estudios, se aprecia como
el estimulo ex vivo con extracto de helmintos pueden generar CDs tolerogénicas al igual que
la infeccidon por estos organismos. Por ejemplo, en el estudio realizado por Matisz et al. se
observé como la transferencia de CDs derivadas de la medula 6ésea de raton estimuladas con
extracto de Hymenolepis diminuta (un parasito de la rata) tenia la capacidad de proteger al
raton en un modelo de colitis inducido por DNBS. Esta respuesta, estuvo acompafiada por un
aumento de las citoquinas Th2 y produccion de IL-10 [26]. Igualmente, en un modelo de
inflamacién alérgica de las vias areas, la transferencia adoptiva de CDs de ratones infectados
con Schistosoma japonicum tuvo la capacidad de proteger contra el desarrollo de la

inflamacion alérgica de las vias respiratorias inducida por OVA [27].

En los humanos se ha descrito un panorama similar, en el cual las personas infectadas con
el S. hematobium presentan un menor numero de CDs de la linea mieloide y plasmocitoide,
ademas, de presentar una menor expresion de moléculas de superficie como el HLA-DR,
CD80, CD86, CD40 y CCR7 [28]. En este estudio, esta respuesta estuvo asociada con una
menor capacidad de activacion de los linfocitos T por parte de las CDs estimuladas con LPS

provenientes de sujetos infectados, probablemente como resultado de una expresion reducida
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del HLA-DR. En conjunto, estos datos muestran que la infeccion por S. haematobium se
asocia con un deterioro funcional de las CD humanas in vivo y proporciona nuevos
conocimientos sobre los mecanismos subyacentes de la hiporrespuesta de los linfocitos T

durante la esquistosomiasis crénica [28].

Los productos de excrecion secrecién de los helmintos también han demostrado tener un
efecto inmunomodulador sobre las CDs [29-31]. De particular intereses para este proyecto es
la cistatina de helmintos. En el estudio de Sun et al. se observé que la estimulacién de las
CDs de la medula 6sea de ratén con la cistatina recombinante de Heligmosomoides polygirus
(rHp-CPI) durante su maduracion producia un fenotipo concordante con las CDs
tolerogénicas, caracterizado por una baja expresion de CD40, CD86 y una menor produccién
de IL-6 y TNF-a posterior al estimulo con ligandos del TLR. Ademas, estas células indujeron
una respuesta de proliferacion mas débil en linfocitos T CD4+ OVA-especificos en
comparacion con las CDs no tratadas con rHp-CPl y su transferencia adoptiva tuvo la
capacidad de proteger a los ratones en un modelo de sensibilizacion a OVA disminuyendo la
respuesta de anticuerpos OVA especificos [32]. En CDs derivadas de monocitos humanos
(CDmo), también se ha observado que la Al-CPI induce un estado parcial de maduracion de
estas células, con una baja expresién de marcadores de activacion como CD80, CD86 y HLA-
DR y un aumento en la expresion de IL-10 [3].

3.2.2. Modulacién de los monocitos

Los monocitos son también un blanco celular de la infeccién por helmintos. En un estudio
realizado por Aradjo et al. observaron que la infecciéon natural por anquilostoma induce una
alta frecuencia de monocitos circulantes que presentan un perfil regulador y promueven la
baja modulacion de la respuesta proinflamatoria, lo que puede contribuir a la supervivencia
prolongada del parasito en el huésped [33]. Igualmente, los productos derivados de helmintos
han mostrado tener un efecto sobre los monocitos. El antigeno B (AgB) y el fluido hidatidico
de oveja (SHF) son dos componentes principales a través de los cuales el Echinococcus
granulosus suprime la maduracion de las células dendriticas y la diferenciacion de monocitos,

lo que resulta en respuestas antiparasitarias reducidas.
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Las cistatinas de helmintos, que son de importancia para este trabajo, también han
demostrado tener un efecto inmunomodulador prometedor en monocitos. En un estudio
realizado por Schonemeyer et al. se demostro6 que la cistatina de Onchocerca volvulus inducia
una respuesta temprana de TNF-a en PBMC humanas, seguida de una regulacion negativa
de la produccion de IL-12 y un aumento masivo en la produccion de IL-10 [34]. Esta ultima fue
producida principalmente por monocitos, la cual a su vez regulaba la expresién de proteinas
como CD86 y HLA-DR en estas células. Esto fue confirmado al observar que el uso de
anticuerpos bloqueadores de IL-10 restauraba la expresién de CD86 y HLA-DR [34]. En
trabajos realizados por Venogupal et al. se demostrd también que la inducciéon de IL-10, pero
no de IL-8 e IL-6 en monocitos por el extracto de microfilaria dependia de la presencia de
cistatina [5], al igual que la expresidon de marcadores de superficie reguladores como PD-L1
y PD-L2. Estos estudios nos demuestran la importancia de los monocitos en los efectos
inducidos por los helmintos, asi como de los productos inmunomoduladores derivados de

estos.

3.3. Cistatinas de helmintos

Las cistatinas son una familia de inhibidores de proteasas de cisteina altamente conservadas
en la naturaleza [35]. Se han asilado de diferentes helmintos que incluyen O. volvulus,
Acanthocheilonema viteae, Brugia malayi, Nippostrongylus brasiliensis y A. lumbricoides [5].
Son secretadas en varios estadios de desarrollo y participan en distintos procesos fisioldgicos
del parasito. Las cistatinas de helmintos se consideran candidatos potenciales para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias, dada su capacidad de inhibir proteasas
relacionadas con el procesamiento y presentacién antigénica asi como de estimular la
liberacion de citoquinas antiinflamatorias y otros reguladores del sistema inmune [35, 36]. Dos
cistatinas de helmintos se han estudiado en modelos de colitis inducida por DSS, una derivada
de A. vitae y otra de C. sinensis. Ambas disminuyen la inflamacién intestinal a través de la
induccién de IL-10 por el macréfago, induciendo Tregs y disminucién de citoquinas
proinflamatorias [36, 37]. Ademas, la transferencia de macréfagos pulsados con la cistatina

de A. vitae disminuye significativamente la colitis inducida en un modelo murino [37].

La cistatina recombinante de A. lumbricoides (rAl-CPI) ha demostrado tener un fuerte

componente inmunomodulador tanto en modelos in vivo como in vitro. En un modelo murino
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de inflamacién inducido por DSS, rAl-CPI fue capaz de mejorar la inflamacién, conllevando a
una reduccion significativa en el indice de actividad de la enfermedad, la actividad de la
mieloperoxidasa y el puntaje de inflamacion sin efectos toxicos. Ademas, se observo la
sobreexpresion de los genes IL10 y TGFB junto con una reduccion de la expresion de IL6 y
TNFA. En un modelo murino de inflamacion alérgica de las vias areas con B. tropicalis, los
ratones sensibilizados y retados con el extracto presentaron una gran respuesta inflamatoria
de las vias aéreas que se redujo significativamente después del tratamiento con rAl-CPI antes
de la sensibilizacién [3]. Este efecto estuvo acompafiado de una disminucion significativa de
citoquinas de tipo Th2, de IgE total y especifica y un aumento de los linfocitos T reguladores
en el bazo y de IL-10 en los sobrenadantes de cultivo del lavado broncoalveolar y
esplenocitos, que se vio parcialmente afectado por el bloqueo de la IL-10. In vitro, rAl-CPI
mostrd un efecto modulador sobre las CDmo, disminuyendo la expresion de HLA-DR, CD83
y CD86, al tiempo que indujo la producciéon de IL-10 e IL-6 [3]. Estos resultados nos sugieren,

que la AI-CPI puede ser una molécula con un efecto inmunomodulador importante.
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4. Metodologia

4.1. Hipotesis

Al-CPI ejerce efectos inmunomoduladores sobre la respuesta alérgica al inducir un fenotipo

tolerogénico en células presentadoras de antigeno.

4.2. Objetivos

4.2.1.0bjetivo General

Investigar el efecto inmunomodulador de AI-CPI en la activacién de monocitos, células

dendriticas y linfocitos T ayudadores

4.2.2.0bjetivos Especificos

o Optimizar el disefio de la cistatina recombinante de A. lumbricoides (rAl-CPIl) y su
produccion.

e Evaluar el efecto de la rAI-CPI en la expresién de marcadores de superficie de
monocitos y células dendriticas derivadas de monocitos

e Evaluar el efecto de la rAI-CPI en la produccién de citoquinas inflamatorias de
monocitos y células dendriticas derivadas de monocitos

o Estudiar el efecto de la rAI-CPI en la respuesta inmune de los linfocitos T CD4+ a B.

tropicalis y un estimulo policlonal.

4.3. Disefio general de estudio

Se realizé un estudio experimental de tipo laboratorio controlado. La unidad experimental
fueron las CDs derivadas de monocitos humanos, los monocitos de sangre periférica y los
linfocitos T CD3+CD4+. Las células fueron aisladas de PBMC humanos, los criterios de

seleccion se definen a continuaciéon. No se realizd ningin método estadistico para determinar
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el tamafio de la muestra, sino a conveniencia. Los experimentos no fueron aleatorizados y los

investigadores conocian los estimulos y sus resultados.

4.3.1. Criterios de seleccion de la poblacién de estudio
Criterios de inclusidn: Sujetos con diagndstico previo de rinitis alérgica y/o asma con prueba
cutanea positiva a extracto de B. tropicalis, edad entre 20 — 40 afios, residentes en Colombia.

Criterios de exclusién: Pacientes con infeccion por helmintos determinado por coprolégico.

Definicién de caso

Pacientes diagnosticados con rinitis alérgica y/o asma por médico con prueba cutanea

positiva a extracto de B. tropicalis (> 3mm sobre el control negativo).
Definicion de control

Individuos sanos que no tengan diagnéstico de rinitis alérgica, atopia y/o asma y que por

historia clinica no se tenga sospecha de estas enfermedades.

4.4. Metodologia especifica
4.4.1. Produccién de rAl-CPI

4.4.1.1. Expresion y purificacion de rAl-CPI sin etiquetas

La cistatina de A. lumbricoides se venia produciendo en un sistema pQE30 que agrega una
etiqueta de 6 histidinas y varios aminoacidos adicionales. Estudios previos han demostrado
que la etigueta de histidina tiene efectos en la estabilidad de las proteinas, ademas, de
presentar una mayor unién a endotoxina [38, 39]. De esta forma, con el fin de obtener una
proteina mas adecuada para los experimentos celulares se produjo una Al-CPI recombinante
sin el péptido sefial y la etiqueta de histidina. La secuencia de Al-CPI sin el péptido seal
(numero de acceso GenBank: ADR51550.1) se cloné en el vector pET15b utilizando los sitios
de restriccion Ncol y BamHI. Esto permitié obtener una proteina recombinante sin etiqueta de

histidina y con pocos aminoacidos adicionales. Este plasmido fue sintetizado por GenScript
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(Estados Unidos). Posteriormente, el plasmido se utilizo para transformar Escherichia coli de
la cepa BL21 (DE3) mediante electroporacion. Las bacterias transformadas se cultivaron
durante la noche en medio Luria Bertani (LB) con ampicilina a 100 ug/mL (medio LBA), a 37°C
y 250 rpm. Al dia siguiente se realiz6 una dilucion 1:20 de cada cultivo en medio LBA y se
incubo hasta alcanzar una ODego entre 0.5 y 0.8. La expresion de la proteina fue inducida con
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 0.1 mM durante 5 horas a 37°C. Las bacterias se
recolectaron por centrifugaciéon y se lisaron mediante congelacion a -80°C durante dos horas,
descongelacion a 37°C y re-suspension en Tris-HCI 20 mM, NaCl 200 mM e imidazol 10 mM,
pH 8.0. Una vez re-suspendidos los pellets se sonicaron en el equipo Sonic Dismembrator
modelo 705 (Fisher Scientific, Estados Unidos) realizando 5 ciclos con una amplitud de 50
durante 20 segundos en intervalos de 1 minuto. La muestra se centrifugd por 30 minutos a
4500 rpm a 4°C y se recolectd el sobrenadante correspondiente al lisado nativo.
Posteriormente, la rAI-CPI se purificé por cromatografia de intercambio anionico utilizando la
columna UNO Q1 (Cat. 720-0001, Bio-Rad) adaptada a un sistema de cromatografia liquida
de rendimiento rapido, FPLC (BiologicDuoFlow™, Bio-Rad Laboratories Inc., Estados
Unidos). El lisado nativo de rAl-CPI se dializ6 en Tris-HCI 20 mM pH 8.6 y se filtré por una
malla de 0.2 uM. La columna se equilibr6 con Tris-HCI 20 mM pH 8.6 y se procedio6 a la
purificacién de rAl-CPI en un gradiente lineal de 0 a 100% de Tris 20 mM pH 8.6 y NaCl 1M.
La elucion se controlé a 280 nm. Por dltimo, la proteina purificada se dializé contra PBS pH:
7.4. Cada uno de los pasos en el proceso de expresion y purificacion fue verificado mediante
SDS-PAGE 15%. La pureza de la proteina se verific6 mediante una SDS-PAGE con tincion
de plata. La concentracion de la rAl-CPI fue determinada mediante densitometria, utilizando

como estandar albumina de suero bovino (BSA).

4.4.1.2. Remocién de endotoxina

La endotoxina fue removida utilizando el estuche de eliminacibn de endotoxinas
ToxinEraser™ (GenScript, Estados Unidos) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Este sistema se basa en una matriz de afinidad a la polimixina B modificada que permite la
eliminacion de las endotoxinas de una manera eficiente. En primer lugar, la columna se lavé
con 5 mL de Buffer de regeneracién contenido en el estuche a una velocidad de 0.25 mL/min.
Este proceso se repitié 2 veces mas. Luego, la columna se equilibré con 6 mL del “Equilibrium
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Buffer” (receta del fabricante) a una velocidad de 0.5 mL/min, esto se repiti6 3 veces.
Posteriormente, se colocd 5 mL de rAl-CPI en la columna y se ajusto la velocidad a 0.25

mL/min. La proteina recolectada se guard6 a 4°C para la posterior medicién de la endotoxina.

4.4.1.3. Cuantificacion de endotoxina

La medicién de la endotoxina se realizd utilizando el estuche ToxinSensor™ Chromogenic
LAL (GenScript, Estados Unidos). Este método utiliza un lisado de amebocitos de Limulus
modificado (LAL) y un sustrato sintético que permite detectar las concentraciones de
endotoxinas de las muestras a través de la generacion de color, el cual se detecta a una
longitud de onda de 545 nm. Los estandares de E. coli se utilizaron en un rango de 1 — 0.1
EU/mL. El procedimiento se realiz6 de la siguiente manera: se colocaron 100 ul de estandar,
rAl-CPI o blanco (agua libre de endotoxina) en viales libres de endotoxinas. Se agregaron 100
pl de LAL reconstituido a cada vial y las muestras se incubaron por 10 minutos a 37°C £ 1°C.
Después, se agregaron 100 pl del sustrato cromogénico reconstituido a cada vial y se
incubaron a 37°C = 1°C durante 6 minutos. Por ultimo, se agregaron 500 pL de cada
estabilizador de color y se mezclaron con vortex. Para la medicion de la endotoxina, se
colocaron 200 puL de cada muestra por duplicado en una placa enzimatica de 96 pozos y se
medi6 la densidad optica a 545 nm en el espectofotometro Multiskan™ (Thermo Fisher

Scientific, Estados Unidos).

4.4.2. Evaluacion de las propiedades bioquimicas de la rAl-CPI

Con el fin de evaluar la preservacion de la actividad biolégica de la rAI-CPlI, se realiz6 un
ensayo de inhibicion de una proteasa de cisteina (papaina, Sigma-Aldrich, N° Cat. P41762)
sobre su sustrato colorimétrico especifico (Glu-Phe-leu-p-nitroanilida diluido en agua). La
activacion de la papaina (50 pg/reaccion) se realizé incubando en buffer Tris-HCI 50 mM,
cisteina 10 mMy EDTA 0.1 mM, pH 6.5 durante 30 minutos a 40°C. La papaina activada se
incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos con PBS, rAl-CPI/pQE30 (control positivo,
evaluada en estudios anteriores) o rAI-CPI/pET15b a diferentes concentraciones.

Posteriormente, se adiciond 200 pL del sustrato diluido en buffer Tris 50 mM pH: 7.0, para
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una concentracion final de 0.2 uM. La absorbancia de los productos liberados se determiné
en un espectrofotometro (MultiSkan GO, Thermo Scientific) a 410 nm cada minuto durante 15
minutos a 40°C. Las muestras de evaluaron por duplicado. La actividad inhibitoria de los
compuestos se expres6 como un porcentaje de la actividad total detectada en ausencia de

esta.

4.4.3. Identificacién de rAl-CPI con sueros policlonales de rAl-CPI/pQE30
mediante Western Blot
Se realiz6 una electroforesis de acrilamida SDS-PAGE al 15% con rAl-CPI/pQE30 y la nueva
version de rAl-CPI/pET15b. Las proteinas fueron transferidas desde el gel de electroforesis
a una membrana de nitrocelulosa con poro de 0.45 um, en buffer de transferencia pH 8.3
(trizma 0.25mM, glicina 192 mM, metanol 20% y SDS 0.1%) a 180 mA constantes durante 90
minutos. La eficiencia de la transferencia se evalué mediante tincion de Ponceau S. La
membrana con las proteinas transferidas se bloqued con leche descremada al 5% en PBS

durante una hora en agitacién constante.

Posteriormente, la membrana se cortd en 2 partes, dejando en cada mitad cada una de las
condiciones. Estas fracciones se marcaron y una de ellas se incub6 con un pool de sueros
policlonales de raton anti-rAl-CPI/pQE30 (anti-rAl-CPI pAb), y la otra con pool de sueros
policlonales de raton control, inmunizados con PBS (PBS pAb) obtenidos en nuestro
laboratorio. Los policlonales se diluyeron 1:1000 en buffer de bloqueo (leche 5 % en PBS) y
se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente bajo agitacion constante. Se realizaron
2 enjuagues y 3 lavados cada uno de 10 minutos con PBS-Tween 0.05%. Posteriormente, las
membranas se incubaron con anticuerpo anti-lgG1l de ratén conjugado con peroxidasa
(dilucion 1:50000 en PBS-BSA 1%) durante una hora y se lavaron 3 veces mas por 10 minutos
con PBS-Tween 0.05%. Para el revelado se empleé el estuche SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Thermo, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para el revelado, se mezclaron cantidades iguales de Reactivo A (Luminol Enhacer
Solution) y Reactivo B (Peroxide Solution). Se cubrié la membrana con esta mezcla y tras
incubar en oscuridad durante 5 minutos se detecto la sefial luminosa usando el equipo G:Box

(Syngene, Reino Unido) que cuenta con una camara CCD.
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4.4.4. Experimentos con células humanas

4.4.4.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron utilizando la técnica de
Ficoll. La sangre periférica de los participantes del estudio se extrajo en tubos heparinizados.
Posteriormente, las muestras fueron diluidas en PBS vy Ficoll Histopaque (Sigma-Aldrich, N°
Cat. 10771) en una relacion 1:1:1 y centrifugadas por 20 minutos a 800 g con el fin de
visualizar y extraer la capa de células mononucleares. Las células fueron lavadas 2 veces con
25 mL de PBS/EDTA, y se resuspendieron en 20 mL de PBS/EDTA para proceder al conteo
en una camara de Neubauer con tincion de azul de tripano. Luego, se continué con cada uno

de los experimentos que se detalla a continuacion.

4.4.4.2. Purificacion de monocitos

Se extrajeron monocitos de 6 controles no parasitados, no atdpicos. La purificacion de los
monocitos se realizd mediante separacion magnética utilizando microperlas anti-CD14
(Miltenyi Biotec, Alemania) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, con ligeras
modificaciones. Brevemente, se centrifugé la suspensioén celular a 300 g por 10 minutos y se
aspiré el sobrenadante completamente. El pellet se resuspendié en 500 pL en Buffer de
equilibrio (PBS EDTA 2 mM BSA 0.5%) por cada 108 células, este volumen se ajust6 de
acuerdo con el numero de células aisladas. Posteriormente, se afladié 30 yL de microperlas
anti-CD14 por cada 108 células y se incubd por 15 minutos a 4°C. Las células se lavaron
afiadiendo 1-2 mL de buffer de equilibrio por cada 107 células y se centrifugd a 300 g por 10
minutos. Se aspiré el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 500 pL de buffer de equilibrio
por cada 108 células. Esta suspension se colocé en una columna LS (Miltenyi Biotec,
Alemania) situada en el campo de separacion magnética MidiIMACS™ (Miltenyi Biotec,
Alemania), equilibrada previamente con 3 mL de buffer de equilibrio. Se realizaron 3 lavados
de 3 mL con el buffer de equilibrio, aqui se recolectaron las células no marcadas. Luego, se
removié la columna del separador y se colocé en un tubo Falcon, se adicionaron 5 mL de
buffer de equilibrio y se empujé el embolo firmemente hacia la columna para recoger las
células marcadas magnéticamente que correspondian a los monocitos. Se tom6 una alicuota

de 10 pL para realizar el conteo de las células en la camara de Neubauer con tincién de azul
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de tripano. Adicionalmente, se verificd la pureza de los monocitos mediante citometria
utilizando los marcadores PE-Cy7 anti-CD14 y BV510 anti-CD45, obteniéndose valores

superiores al 99%.

Estimulacion de monocitos

Los monocitos aislados se estimularon con las siguientes condiciones: 1) Solo medio; 2) LPS
(100 ng/mL); 3) rAI-CPI1 0.1 uM; 4) rAlI-CPI1 0.1 uM + LPS (100 ng/mL); 5) rAI-CPI 1 uM; 6) rAl-
CPI 1 uM + LPS (100 ng/mL). El estimulo de rAl-CPI se coloc6 media hora antes del LPS.
Esto se realiz6 en unas placas de cultivo de 96 pozos (Corning® Costar®, Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) y las células se incubaron a 37°C y 5% de CO2 en el equipo Forma™ Series
I 3110 Water-Jacketed CO2 Incubator (Thermo Scientific™, Estados Unidos). Después de
18 horas de cultivo se recolectaron los monocitos estimulados para analizar los marcadores
de superficie APC anti-HLA-DR, PE-CF594 anti-CD86, FITC anti-CD83, PE anti-PDL1 y un
marcador de viabilidad [Fixable Viability Dye eFluor™ 780, eBioscience™] mediante
citometria de flujo. Los sobrenadantes se recolectaron y se almacenaron a -80°C para
posteriormente analizar la produccion de citoquinas (IL- 8, IL-18, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70)
utilizando un sistema multiplex denominado BD™ Cytometric Bead Array (CBA). Las lecturas
de citometria de flujo se realizaron en un sistema FACS-ARIA Il (BD, Estados Unidos) y los

resultados se analizaron utilizando el Software de analisis Kaluza (Beckman Coulter).

4.4.4.3. Generacion de las células dendriticas derivadas de monocitos
(CDmo)

Para generar las CDmo, los monocitos se estimularon con las proteinas recombinante
humanas, factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF,
eBioscience™ N° Cat. 68-8777-63) y la Interleucina- 4 (IL-4, eBioscience™ N° Cat. 68-8780-
63) a una concentracién de 100 ng/mL. Los cultivos se realizaron a una concentracion de
2x10° monocitos por pozo en un volumen final de 2 mL de RPMI en placas de cultivo de 24
pozos fondo plano (Corning® Costar®, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Los monocitos se
incubaron a 37 °C y 5% de CO: en el equipo Forma™ Series Il 3110 Water-Jacketed CO-

Incubator (Thermo Scientific™, Estados Unidos). Después de 6 dias, se recolecto una fraccion
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de las CDmo inmaduras para verificar la expresion de marcadores de superficie: PERCP y5.5
anti-CD1c y BV510 anti-CD45, para confirmar la transformacion exitosa de los monocitos en
CDmo.

La transformacion también se verificG por microscopia Optica, visualizando los cambios

morfoldgicos esperados (Figura 1)

Monocitos CDmo CDmo activadas

T

N

N

Figura 1 Generacién de células dendriticas a partir de monocitos humanos. La imagen muestra monocitos
recién purificados con las perlas anti-CD14 (izquierda), después de 6 dias de tratamiento con IL-4 y GM-CSF

(centro) y 18 horas después de estimuladas con LPS (derecha). Imagen tomada a 40X.

Estimulacién de las CDmo

Pasados los 6 dias, y después de verificar la transformacién, las CDmo se lavaron una vez
con RPMI y se procedid a contar las células en camara de Neubauer y tincién de azul de
tripano. Posteriormente, se coloc6 el mismo niumero de CDmo en cada condicién. Se hizo un
experimento de titulacion de la rAl-CPI con las siguientes concentraciones: 1 uM, 0.1 uM, 0.01

UMy 0.001 uM y se determiné que las concentraciones a trabajar subsiguientemente serian
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las dos mas altas. El esquema que se utilizé para estimular las CDmo fue el siguiente: 1) Solo
medio; 2) LPS (100 ng/mL); 3) rAl-CPI 0.1 uM; 4) rAl-CPI 0.1 uM + LPS (100 ng/mL); 5) rAl-
CPI 1 pM; 6) rAI-CPI 1 pM + LPS (100 ng/mL). El estimulo de rAl-CPI se coloc6 media hora
antes del LPS. Las CDmo se colocaron en unas placas de cultivo de 96 pozos (Corning®
Costar®, Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y se procedio a incubar las CDmo estimuladas a
37°C y 5% de CO; en el equipo Forma™ Series Il 3110 Water-Jacketed CO- Incubator
(Thermo Scientific™, Estados Unidos). Después de 18 horas de cultivo, se recolectaron las
CDmo estimuladas, para analizar los marcadores de superficie APC anti-HLA-DR, PE-CF594
anti-CD86, FITC anti-CD83, PE anti-PDL1 y PerCP Cy5.5 anti-CD1c mediante citometria de
flujo y un marcador de viabilidad [Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (eBioscience™)]. Los
sobrenadantes se recolectaron y se almacenaron a -80 °C para posteriormente analizar la
produccién de citoquinas (IL- 8, IL-1[, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70) utilizando un sistema
multiplex denominado BD™ Cytometric Bead Array (CBA). Las lecturas de citometria de flujo
se realizaron en un sistema FACS-ARIA IlIl (BD, Estados Unidos) y los resultados se

analizaron utilizando el Software de analisis Kaluza (Beckman Coulter).

Determinacion de citoquinas de sobrenadantes de CDmo y monocitos

La determinacion de citoquinas de los sobrenadantes de las CDmo y los monocitos se realizé
utilizando el estuche BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1 Cytokine [Interleuquina-
8 (IL-8), IL-12p70, IL-1B, IL-6, IL-10, Factor de necrosis tumoral (TNF)] (N° Cat. 551811). El
procedimiento se realiz6 de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Durante el
procedimiento, se mezclaron las perlas de captura de las citoquinas con los estandares
recombinantes, los sobrenadantes de las CDmo o los monocitos estimulados con cada
condicién y se incubaron con los anticuerpos de deteccién conjugados con PE para formar
los complejos sandwich. La intensidad de la fluorescencia de PE de cada complejo sandwich
revela la concentracion de esa citoquina. Después de adquirir los resultados utilizando el
sistema FACS-ARIA 1l (BD, Estados Unidos), los resultados se analizaron en el programa
FCAP Array™ Software version 3.0.
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4.4.4.4, Evaluacion del efecto de rAl-CPI en células mononucleares
periféricas y linfocitos T CD3+ CD4+

Ensayos de linfoproliferacién

Con el fin de evaluar la inmunomodulacién de rAl-CPI sobre las células mononucleares
periféricas se realizaron experimentos de linfoproliferaciéon y medicién de citoquinas en
sobrenadante de células estimuladas con rAI-CPI y B. tropicalis o un estimulo policlonal (anti-
CD2/3/28). En primer lugar, se extrajo PBMC de sangre periférica de pacientes alérgicos a B.
tropicalis y controles, como se describié anteriormente. Las células se tifieron con un colorante
violeta, CellTrace™ Violet Cell Proliferation (N° Cat: C34557, Thermo Scientific), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Para esto, las células aisladas se contaron en la camara de
Neubaeur y se llevaron a una diluciéon de 10° células por mililitro en PBS. Posteriormente, se
agrego 20 yL de DMSO a un vial de CellTrace™, para una concentracion final 5 mM y se
afiadié 1 pL de esta solucion a cada mililitro de suspension celular en PBS para una solucién
de trabajo final de 5 uM. Las células se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente,
protegidas de la luz. Se agregé RPMI completo cinco veces el volumen de tincidon original y
se incubd durante 5 minutos. Se centrifugaron las células a 300 g durante 5 min y el pellet se
resuspendié en un 1 mL de RPMI completo recién precalentado. Las células se contaron
nuevamente utilizando la camara de Neubauer y se estimularon con las siguientes
condiciones: 1) Control negativo (solo medio); 2) Control positivo, CD2/3/28; 3) CD2/3/28 +
rAl-CPI 1 uM; 4) B. tropicalis 50 pg/mL; 5) B. tropicalis + rAl-CPI 1 uM; 6) B. tropicalis + rAl-
CPI 0.1 pM; 7) rAI-CPI 1 uM; 8) rAl-CPI1 0.1 uM. Al dia 3 tras la estimulacion se recolectaron
los sobrenadantes de las células estimuladas con CD2/3/28 y un pozo de control negativo,
para evaluar la proliferacion celular. Al dia 6 del experimento, se re-estimularon las células
con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) e ionomicina 4 horas antes de recolectar los
sobrenadantes, lo cuales fueron posteriormente rotulados y almacenados a -80°C para la
subsiguiente determinacion de citoquinas, mientras que el pellet fue resuspendido para
analizar la proliferacion de linfocitos T en respuesta a cada estimulo teniendo en cuenta el
grado de dilucion del colorante violeta. Para esto, se marcaron las células con PE-Cy5 anti-
CD3, FITC anti-CD4 y en las poblaciones identificadas se evalu6 la intensidad de
fluorescencia del violeta en el canal BV421, descartando la poblacion de células muertas con
el marcador de viabilidad Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (eBioscience™). Las lecturas
fueron hechas en el sistema FACS ARIA Il (BD, Estados Unidos).
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Sorting de los linfocitos T CD3+CD4+

El aislamiento de los linfocitos T CD3+CD4+ se realiz6 mediante sorting utilizando el equipo
FACS-ARIA 1l (BD, Estados Unidos). Se aislaron PBMC de tres donantes utilizando la técnica
de gradiente de Ficoll, como se describié anteriormente. Luego de contadas las células, se
extrajo completamente el sobrenadante y en un volumen final de 50 pl de PBS BSA 0.5% se
adiciond el coctel de anticuerpos monoclonales (PE-Cy5 anti-CD3 y FITC anti-CD4). Las
células se incubaron durante 20 minutos a 4°C en la oscuridad. Se lavaron con 1 mL de PBS
BSA 0.5%, se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos y se aspird6 por completo el
sobrenadante. Se resuspendieron nuevamente las células en PBS EDTA 2mM BSA 0.5%
para una concentracion final de 2x10° células/mL y se colocaron en tubos de poliestireno de
fondo redondo para citometria. Los tubos de recoleccion se prepararon pipeteando 1-2 ml de
PBS EDTA 2mM BSA 0.5%. Una vez realizado el sorting, las células se lavaron con PBS, se
centrifugaron a 300xg durante 5 minutos y se resuspendieron en PBS a una concentracion de
108 células/mL para proceder con la tincion con el marcador de proliferacién, como se
describié anteriormente. Estas células fueron posteriormente estimuladas con las siguientes
condiciones: 1) Control negativo (solo medio); 2) Control positivo, CD2/3/28; 3) CD2/3/28 +
rAl-CPI 1 uM.

Determinacién de citoquinas en sobrenadante de cultivos de PBMC

La técnica de ELISA se utiliz6 para determinar las concentraciones de citoquinas en los
sobrenadantes de los cultivos de PBMC. Para la determinacion de IL-5 en los sobrenadantes
se utilizé el estuche de IL-5 Human Uncoated ELISA (Thermo, Estados Unidos), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La medicion de la IL-10 y el IFN-y se realiz6 siguiendo un
protocolo similar, el cual se detalla a continuacién. En primer lugar, se tapizé una placa de 96
pozos Nunc MaxiSorp™ (Thermo, Estados Unidos) con una diluciéon en PBS de 1 pg/mL de
anticuerpo de captura de IL-10 (N° Cat: 12-7108-41) o con 2 pg/mL del anticuerpo de captura
de IFN-y (N° Cat: 14-7318-81) y se incub6 durante la noche en camara himeda a 4 °C. Al dia
siguiente, se realizaron 5 lavados con PBS-Tween 20 0.05% y se bloquearon las placas con
PBS — BSA 2% durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 3
lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% y se colocaron 50 pL de sobrenadantes y de la

respectiva curva estandar, cada uno por duplicado. Luego de transcurridas dos horas, las
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placas se lavaron 5 veces con el PBS-Tween 20 0.05%, se coloco el anticuerpo de deteccion
respectivo marcado con biotina a una dilucién de 1 pg/mL en PBS — BSA 1% y se incubaron
las placas durante 1 hora a temperatura ambiente. Nuevamente se lavaron las placas 5 veces
y se adiciond la ExtraVidin® Fosfatasa alcalina diluida 1:4000 en buffer conjugado (Tris 50mM
BSA 1% MgCI2 1mM azida de sodio al 0.02% pH: 8.0) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Por ultimo, se lavaron las placas 6 veces con PBS-Tween 20 0.05% y se adicion6
el sustrato, p-Nitrofenil Fosfato disuelto en dietanolamina al 10% pH 9.8 a una concentracion
final de 1 mg/ml durante 50 minutos. La reaccion se detuvo con NaOH 3N y se midi6 la

absorbancia a 405 nm en un espectrofotometro (MultiSkan GO, Thermo Scientific).

4.5. Andlisis estadistico

Los datos que se recolectaron fueron: las frecuencias absolutas, relativas y la intensidad de
fluorescencia media (MFI) de las poblaciones celulares de acuerdo con la expresion de los
marcadores de superficie determinados por citometria de flujo; y de la producciéon de
citoquinas por parte de las células dendriticas, monocitos y linfocitos T CD4+. Se calculo la

media, la desviacién y el error estdndar de la media de los datos.

Con el fin de determinar las diferencias entre las distintas condiciones a analizar, se realiz6 la
prueba de Wilcoxon para datos pareados, la prueba de Friedman en andlisis pareado de mas
de dos muestras y prueba de Dunn para los analisis post-hoc. Se consider6 estadisticamente
significativo un valor de p <0.05. Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando el paquete

estadistico GraphPad Prism version 8.

4.6. Consideraciones Eticas

Se consider6 la normatividad nacional vigente en materia de investigacion en salud para el
disefio del presente proyecto. A continuacién, se realizan algunas consideraciones

pertinentes:

De acuerdo con el articulo 11 de la resolucion 8430 de 1993 expedida por el Ministerio de
Salud "Por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la

investigacion en Salud", este trabajo se clasifica como investigacién con riesgo minimo al
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realizar registro de datos a través de procedimientos comunes, que consiste en la extraccion
de sangre por puncién venosa en adultos en buen estado de salud. Esto fue realizado por
personas entrenadas especialmente para llevar a cabo este proceso. Todos los datos de los
pacientes recolectados fueron tratados de forma anénima, solo utilizada con fines académicos
y fueron revisados solo por el equipo de investigacion como datos grupales, sin entrar a
identificar sujetos puntuales. Ademas, se adhirié a las normas cientificas internacionales,
protocolo de Helsinki y principios de Belmont.

Todos los sujetos de estudio firmaron un consentimiento informado detallado en el anexo 1.
Esta investigacion ha sido aprobada por el Comité de Etica de la Universidad de Cartagena
(Proyecto: Identificacion y caracterizacion de proteinas de Ascaris lumbricoides con
propiedades inmunomoduladoras de potencial utilidad en inmunoterapia de enfermedades
alérgicas. Investigador Principal: Luis Caraballo. Codigo: 1107-54531403. Contrato: 406-
2011).
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5. Resultados

5.2.5.1. Produccidn de rAl-CPl y evaluacién de las propiedades bioquimicas

Como se describié en la metodologia, la secuencia madura de rAl-CPI fue insertada en un
vector recombinante que permitiese obtenerla con pocos aminoacidos adicionales a su
secuenciay sin etiquetas de histidina. En la Figura 1a, se muestra la expresion de la proteina,
observandose con un peso molecular de 12.2 kDa, el cual es menor que la version anterior
de rAl-CPI. El proceso de produccion fue mas rapido que con rAl-CPI/pQE30 dado que pudo
obtenerse bajo el protocolo tradicional de induccién a 37°C y 5 horas. También se optimizoé el
proceso de lisado, eliminando la adicién de lisozima. La proteina rAl-CPI pudo obtenerse en
forma soluble bajo condiciones de purificacion nativas. La purificacién por intercambio
anionico en el sistema FPLC fue exitoso. La proteina se obtuvo en mayor proporcién en los
lavados de la resina, dada su baja afinidad a la misma (Figura 2b y 2c). El porcentaje de
pureza de rAl-CPI purificada fue mayor al 99% (Figura 2d). En la Figura 2e, se muestra que
esta nueva version de la rAl-CPI reacciona con intensidad a la IgG1 de suero policlonal de
ratones previamente inmunizados con rAl-CPI/pQE30. En relacién con el rendimiento del
proceso teniendo en cuenta todos los pasos anteriores, se logr6 obtener 4.5 mg del

recombinante por cada 100 mL de cultivo.
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Figura 2 Produccidn de la recombinante de Al-CPI. a. SDS-PAGE 15% de la expresion de rAl-CPI en E. coli
BL21 (DE3); b. Cromatograma de la purificacion de rAl-CPI mediante intercambio aniénico; c. SDS-PAGE 15% de
la purificacion de rAl-CPlI; d. Tincion de plata de la rAl-CPI purificada; e. Western blot de la rAl-CPI utilizando pAb
de rAI-CPI/pQE30

Con la version pasada de la rAl-CPI se observaba una alta union a la resina de remocion de
endotoxina, lo cual ocasionaba mas del 80% de pérdida de su concentracion. La evaluacion
de este aspecto fue més favorable para el nuevo recombinante (Figura 3). Después de la
purificacién por FPLC y didlisis, la concentracion de endotoxina fue superior a 1 EU/mL. Luego
de incubarse con la resina de polimixina B, la concentracion obtenida estuvo por fuera del
limite de deteccion inferior del estuche, el cual es de 0.1 EU/mL. Adicionalmente, no se

disminuy6 la concentracion final de la proteina después de este paso.
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Figura 3 Remocion de endotoxina con la columna de polimixina B. a. Curva estandar de E.coli a diluciones
de 1 a0.1 EU/mL; b. SDS-PAGE 15% de rAl-CPI antes y después de pasada por la columna de endotoxina
ambas con concentraciones de aproximadamente 285 pg/mL.

También se confirmd la actividad bioldgica de inhibicion de la actividad proteasa, utilizando
como sustrato la papaina (Figura 4).
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Figura 4 Actividad inhibitoria de rAl-CPI de la papaina sobre su sustrato. La actividad inhibitoria de rAI-CPI
se expresd como un porcentaje de la actividad total detectada en ausencia de esta.
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5.3. Efecto en células del Sistemainmune

5.3.1. Células dendriticas derivadas de monocitos

Se compararon los niveles de expresion de marcadores como HLA-DR, CD86, CD83 y PD-
L1 en células dendriticas derivadas de monocitos obtenidas de 6 donadores sanos no
parasitados (edad media: 22.8 +DE: 2.4). La estrategia de gating que se utiliz6 para identificar
la expresion de estos marcadores se muestra en la Figura S1. Como se muestra en la figura
los marcadores se analizaron a partir de las células totales vivas, siguiendo lo realizado en
otras publicaciones [40]. Se decidié no hacer el gating a partir de las células CD1c+ positivas
dado que su expresidn cambia ante el estimulo con LPS. Ademas, en las células no
estimuladas se observdé una gran variabilidad entre pacientes posiblemente reflejando

variaciones en la conversion de los monocitos a CDmo.

Para HLA-DR se observo en la mayoria de los sujetos (5 de 6) una reduccién en su expresion
a la dosis de rAI-CPI de 0.1 uM que en promedio fue de 64%. Por el contrario, a la dosis de
rAl-CPl 1 pM, la mayor parte de los sujetos mostré una tendencia al aumento. Para las
moléculas co-estimuladoras, no se observaron diferencias significativas en su expresion
después de agregarle rAlI-CPl a 0.1 o 1 pM. Para CD86, con excepcion del sujeto 1, rAl-CPI
a 0.1 uM redujo su expresion en aproximadamente 50%. Por el contrario, la molécula PD-L1

aumento casi 2 veces su expresion a la dosis de 1 uM de rAl-CPI (Figura 5).
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Figura 5 Cambios en la expresion de marcadores de superficie de células dendriticas estimuladas con rAl-
CPI. Los datos se muestran como el porcentaje relativo de cambio de la MFI de las condiciones tratadas con rAl-
CPI con respecto a la condicion no estimulada. Los nimeros en el eje x corresponden a cada sujeto evaluado. La
linea punteada corresponde al 100%.

El tratamiento con rAlI-CPI a 0.1 pM no estimulé la produccion de citoquinas del perfil
inflamatorio o IL-10. Sin embargo, la dosis mas alta de 1 uM aument6 significativamente los

niveles de estas citoquinas en comparaciéon con la condicién no estimulada (Figura 6).
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Figura 6 Produccion de citoquinas inflamatorias e IL-10 en CDmo estimuladas con rAl-CPIl. Los datos se
compararon mediante la prueba Friedman y prueba de Dunn para los analisis post-hoc teniendo como referencia

la condicion no estimulada versus cada condicion de rAl-CPI. * p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001, n.s.= no

significativo. Las barras de error representan el error estandar de la media (SE).

Para evaluar el efecto inhibitorio de rAI-CPI en la activacion de la CDmo, se co-estimularon

las células con LPS en presencia o ausencia de rAl-CPl. Se observé una disminucién
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significativa de la expresion de HLA-DR, CD86 y PD-L1 con la dosis de 1 uM de rAl-CPI

(Figura 7). Los cambios en la molécula CD83 no fueron significativos.
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Figura 7 Efecto de rAl-CPI a distintas dosis en la activacion de CDmo con LPS. Los datos se compararon

mediante la prueba Friedman y prueba de Dunn para los analisis post-hoc, teniendo como columna control la

condicion LPS. MFI: Intensidad media de fluorescencia. * p<0.05, n.s.= no significativo. Las barras de error

representan el SE.
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El pretratamiento con rAl-CPI a 0.1 uM redujo significativamente la produccion de TNF, IL-6 e
IL-8 en respuesta al LPS. A la dosis mayor de rAlI-CPI 1 uM no se observa un efecto en la
produccién de citoquinas inflamatorias, pero si reduce la produccién de IL-10 (Figura 8).
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Figura 8 Efecto del tratamiento con rAl-CPI en la produccion de citoquinas por CDmo activadas con LPS.
Los datos se compararon mediante la prueba Friedman y prueba de Dunn para los andlisis post-hoc, teniendo

como columna control la condicién LPS. * p<0.05, n.s.= no significativo. Las barras de error representan el SE.
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5.3.2. Monocitos

Se evalud la expresion de los marcadores de superficie HLA-DR, CD86, CD83 y PD-L1 en
monocitos estimulados con rAl-CPI. Aunque no se observaron diferencias significativas en la
expresion de los marcadores de superficie comparado con la condicion no estimulada, si se
pudo ver una disminucion en la intensidad de fluorescencia media del HLA-DR, CD86 y PD-
L1 (Figura 9). En relacién con las citoguinas evaluadas, los valores de IL-10, IL-1B, IL-12 y
TNF fueron indetectables para todos los pacientes tanto en la condicion no estimulada como
en aquellas tratadas con rAI-CPI a 0.1 y 1 uM. No se detectaron diferencias significativas en
la produccién de IL-6, ni IL-8 entre las células tratadas con rAI-CPl y la condicion no
estimulada (Figura 10).
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Figura 9 Expresion de marcadores de superficie en monocitos estimulados con rAl-CPIl. Los datos se

compararon mediante la prueba Friedman (n=3). n.s.= no significativo. Las barras de error representan el SE.
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Figura 10 Produccidn de citoquinas inflamatorias en monocitos estimulados con rAl-CPI . Se presentan los
niveles de citoquinas detectables en sobrenadantes de cultivos de monocitos purificados tras ser estimulados por
18 horas con rAl-CPI (n=6). Los datos se compararon mediante la prueba Friedman y prueba de Dunn para los

andlisis post-hoc, teniendo como columna control la condicion No estimuladas. n.s.= no significativo. Las barras
de error representan el SE.

Para evaluar el efecto inhibitorio de rAl-CPI en la activacién de los monocitos purificados de
sangre periférica, se co-estimularon las células con LPS en presencia o ausencia de rAl-CPlI.
Se observdé una disminucion significativa de la expresion de HLA-DR y PD-L1 a la

concentracion de rAl-CPI 1 uM. No se observaron cambios significativos para la expresion de
CD83y CD86 (Figura 11).
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Figura 11 Efecto de rAl-CPI en la activacion de monocitos CD14+ a distintas dosis. Los datos se compararon
mediante la prueba Friedman y prueba de Dunn para los andlisis post-hoc, teniendo como columna control la
condicion LPS (n=3). MFI: Intensidad media de fluorescencia. *p<0.05, n.s.= no significativo. Las barras de error

representan elf SE.

Con respecto a las citoquinas producidas por monocitos activados con LPS se observé que
el tratamiento con rAl-CPI a 1 uM disminuyé significativamente la produccion de IL-10 e IL-1

(Figura 12). Los cambios en la produccion de IL-6 y TNF observados para las CDmo no se
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reprodujeron en los experimentos realizados con monocitos. Los niveles de IL-12 no se

detectaron en las muestras por lo que no fue posible hacer los analisis.

IL-10 TNF IL-6
* n.s. -
8000 }ns—| 80001 |ns—< 400000 - Sn.s
P ’ . R
6000 60004 3000004 .
E : E E ‘
- L - -
5 4000 . B 4000 . . S 200000
o o . o
20004 20004 100000 ﬁ
0- 0- 0-
o ] o ] =] el ) = ]
&£ &£ 8 AKX & &£ o
S SR S
N N N N N L
Q- Q\ Q Q\ Q- Q\
* L QS > O
\'(" \# O \'0 s
‘V' ¢ \v. ¢ (?' ¢
IL-1B IL-8
50001 |”5—| 350000+ n.s.
[ ]
[ ]
4000+ 3000004 ° .
-1 30004 . = .
E . E  250000]
[o)] . [=2] d [
Q 20004 o
2 -
10004 H 00000
0- 150000
] ] o ] o ]
RS & &£ 8
S s 8
AT WY AN RR
Q Q\ Q- N
& & & &
& ¢ & o

Figura 12 Efecto de rAl-CPI en citoquinas producidas por monocitos activados con LPS. Se presentan los
niveles de citoquinas detectables en sobrenadantes de cultivos de monocitos purificados tras ser estimulados por
18 horas con LPS en presencia o ausencia de rAl-CPI (n=6). Las barras de error representan el SE. Los datos se

compararon mediante la prueba Friedman y prueba de Dunn para los andlisis post-hoc, teniendo como columna
control la condicién LPS. *p<0.05, n.s. = no significativo.
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5.3.3. Células mononucleares de sangre periférica

El efecto de rAI-CPI en la respuesta de los linfocitos T ayudadores fue evaluado mediante
cultivos de PBMC estimulados de forma policlonal con una mezcla de anticuerpos activadores
de CD3, CD2 Y CD28 y con extracto de B. tropicalis en 7 pacientes alérgicos a este 4caro con
sintomas de rinitis alérgica y/o asma y prueba cutéanea positiva al extracto y 3 controles sanos
no atopicos (Tabla 1) midiendo la proliferacién con colorante violeta y la produccién de

citoquinas en los sobrenadantes mediante ELISA.

Tabla 1 Caracteristicas de los pacientes evaluados

Cdédigo Edad Diagndstico Prueba cutidnea a B.
tropicalis*
BT1 33 RA 12
BT2 25 RA 12
BT3 25 RA 10
BT4 24 RA 11
BT5 31 RA 10
BT6 33 RA/Asma 9
BT7 37 RA 9
C1 25 NA 0
Cc2 23 NA 0
C3 20 NA 0

*Tamafio de la papula en mm

RA = Renitis alérgica

39



5.3.3.1. Efecto de AI-CPI en Linfocitos T CD3+CD4+ estimulados con CD2/3/28

En los cultivos de PBMC estimulados de forma policlonal, se observé que rAl-CPI reduce
significativamente la proliferacion de linfocitos T CD3+CD4+ en un 16.7% (DE+9.3%) (Figura
13).
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Figura 13 Efecto de rAl-CPI en la proliferacion policlonal de linfocitos CD3+CD4+. a. Estrategia de seleccion
de linfocitos T para evaluar proliferacion celular con colorante violeta. b. Histograma representativo de los
resultados de linfoproliferacion en un paciente. c. Comparacion de la proliferacion de Linfocitos T CD3+CD4+ en

cultivos de PBMCs estimulados o no con rAl-CPI 1 uM (n=6). Prueba de Wilcoxon. *p<0.05

La evaluacioén del perfil de citoquinas de estos cultivos fue evaluada mediante ELISA. Como
se muestra en la Figura 14, la estimulacién con rAl-CPl 1 uM aumenta significativamente la
produccion de IFN-y y reduce la de IL-5. No se observaron diferencias significativas en los
niveles de IL-10 en presencia o ausencia de rAl-CPI.
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Figura 14 Efecto de rAl-CPI en la produccién de citoquinas por PBMC estimulados con CD2/3/28. Se
presentan los niveles de citoquinas detectables en sobrenadantes de cultivos de PBMC tras ser estimulados
durante 3 dias con CD2/3/28 en presencia o ausencia de rAl-CPI 1 uM (n = 10). Prueba de Wilcoxon. *p<0.05, n.s.
= no significativo.

Dado que la inmunosupresion de los linfocitos T por rAl-CPI puede estar mediado por otras
células blanco (CD o monocitos), se purificaron células CD3+CD4+ por sorting (pureza de
97.8%) y se estimularon directamente con la cistatina y el CD2/3/28. Lo observado fue similar
a los cultivos de mononucleares completos. Aunque la tasa de proliferacion fue globalmente
menor en los CD3+CD4+ purificados, se sigue observando que TrAI-CPl inhibe
significativamente su proliferacion (Figura 15).
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Figura 15 Efecto de rAI-CPI en la proliferacion policlonal de linfocitos CD3+CD4+ purificados por sorting.
a. Estrategia de seleccion de linfocitos T para evaluar proliferacién celular con colorante violeta. b. Histograma
representativo de los resultados de linfoproliferacion en un paciente. c. Comparacion de la proliferacion de
Linfocitos T CD3+CD4+ purificados estimulados o no con rAl-CPI 1 uM (n=3). Prueba de Wilcoxon. *p<0.05

5.3.3.2. Efecto de rAl-CPI sobre los Linfocitos T CD3+CD4+ estimulados con
B. tropicalis

En primer lugar, se decidio evaluar el efecto de rAl-CPI en la proliferacion de los linfocitos T
CD3+ CD4+ estimulados con el extracto de B. tropicalis. Sin embargo, solo dos pacientes
proliferaron con el extracto por lo que no fue posible realizar estos andlisis. Los sobrenadantes
de estas células se guardaron para su posterior analisis mediante ELISA.

En pacientes alérgicos a B. tropicalis, la co-estimulacién de PBMC con rAI-CPI 1 uM y extracto
de B. tropicalis redujo significativamente los niveles de IL-10 e IL-5 en comparacion con el
extracto solo (Figura 16). Aunque el resultado no fue significativo, también se observé una
media més alta de IFN-y en los cultivos estimulados con rAl-CPI 1 uM mas extracto de B.
tropicalis. En los controles, no se observé una induccién de IL-5 por el extracto de B. tropicalis,
ni efecto de rAI-CPI sobre esta citoquina.
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Figura 16 Efecto de rAl-CPl en lainduccién de citoquinas por PBMC estimuladas con B tropicalis. Las barras
de error representan el SE. Los datos se compararon mediante la prueba Friedman y prueba de Dunn para los

andlisis post-hoc, teniendo como columna control la condicion B. tropicalis (BT). * p<0.05, ** p<0.01, n.s. = no
significativo.
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6. Discusion

Los resultados de los experimentos realizados en el marco de este trabajo de tesis muestran
que la cistatina de A. lumbricoides tiene efectos inmunomoduladores en CDmo, en monocitos
purificados de sangre periférica y en la respuesta inmune de linfocitos T hacia B. tropicalis y
estimulos policlonales. El tratamiento previo con rAl-CPI tuvo la capacidad de inhibir la
activacion de las CDmo y los monocitos estimulados con LPS. En ambas poblaciones
celulares a la dosis mas alta de rAl-CPI se observé una reduccion significativa de la expresion
de HLA-DR y PD-L1 y disminucién de la molécula co-estimuladora CD86 en el caso de las
células dendriticas. A esta dosis también se presentd una disminucioén en la produccién de IL-
10. Una posible explicacién para estos efectos observados ha sido planteada desde los
hallazgos observados en otras cistatinas. La actividad de inhibicién de proteasa, demostrada
para rAl-CPlI, puede dirigirse hacia las catepsinas necesarias para el procesamiento del HLA-
DR, como se ha descrito previamente con cistatinas de otros parasito como BmCPI de B.
malayi [41], rHCcyst-3 de H. contortus [42] y rNbCys de N. brasiliensis [43]. En este trabajo
se demostrd que rAl-CPI tiene la capacidad de inhibir una proteasa de cisteina, en este caso
la papaina y en un estudio previo, se demostré que la rAl-CPI/pQE30 inhibia la catepsina B
humana [2]. Falta comprobar su capacidad de inhibicién sobre otras catepsinas humanas y si

este efecto es el responsable de los hallazgos observados.

Un aspecto para resaltar de los logros de este trabajo de grado fue la obtencién de un producto
recombinante que se produce con buen rendimiento y alta pureza; ademas, se logré remover
la endotoxina sin perder la proteina de interés durante el proceso. El producto rAl-CPI/pET15b
presentd niveles inferiores a 0.03 pg/ug de endotoxina por cada ug de proteina. Estas son
unas mejoras importantes con respecto a la proteina recombinante que se producia
anteriormente (rAl-CPI/pQE30) dado que el protocolo de produccién utilizado era mas extenso
y el rendimiento inferior, ademas el proceso de remocion de endotoxina era menos eficiente
con pérdidas del 80% de la proteina. De esta forma, rAl-CPI/pET15b es una proteina mas
adecuada para los experimentos con células humanas, incluyendo monocitos y células
dendriticas [44].

Nuestros hallazgos en células dendriticas coinciden en algunos aspectos con los resultados
de Coronado et al [3] en el sentido que se redujo la expresion de moléculas co-estimuladoras

y la produccién de citoquinas inflamatorias. Ademas, se aporta informacion nueva sobre la
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reduccion en las expresiones de HLA-DR y de PD-L1 en CDmo activadas por LPS. Sin
embargo, resulta llamativo que en los experimentos actuales se observe que a pesar de que
rAl-CPI induce una respuesta de IL-10 en las CDmo, el efecto es opuesto en la CDmo
activadas con LPS. En la publicacion de Coronado se habia observado un efecto similar en
ausencia de LPS (aumento de la IL-10) sin cambios significativos de esta citoquina en
presencia de LPS [3].

En relacién con los monocitos, no se logré detectar un aumento significativo de las citoquinas
inflamatorias evaluadas, ni de la IL-10 al estimularse con rAl-CPI. Este resultado es una
diferencia importante con respecto a otros estudios realizados en monocitos expuestos a
cistatinas de helmintos, como la de O. volvulus [4] y la de B. malayi [5]. En el trabajo de
Schonemeyer et al. se reportd que el efecto inmunosupresor de la cistatina de O. volvulus era
dependiente de monocitos, dado que al depletar de las PBMCs esta poblacién se perdia el
efecto anti-proliferativo de la cistatina en linfocitos Th [4]. Aunque no precisan en qué
cantidades, los autores mencionan que los monocitos producian IL-10. Sin embargo, debe
considerarse que la contaminacion con LPS pudo influir en los hallazgos ya que se sabe que
este producto microbiano es un fuerte inductor de IL-10 en células mieloides. En este estudio
[4] se describié que la concentracion de endotoxina para la cistatina de O. volvulus fue de
0.23 - 0.76 pg/ug de proteina (10 a 25 veces mayor que el de rAl-CPI). Estas concentraciones
de LPS han demostrado tener un efecto en la induccién de citoquinas inflamatorias en
monocitos [44] y en células dendriticas, asi como también de IL-10 [45]. En el trabajo de
Venopugal et al. se evalu6 el efecto en monocitos de la cistatina de B. malayi producida en
un vector eucariota (que se espera sea libre de endotoxina) y se encontré una inducciéon baja
de IL-10 que fueron significativamente mayores que el control no inducido solo cuando se usé
una cantidad de cistatina mayor que la empleada en nuestros experimentos. Seria necesario
realizar titulaciones de las dosis de rAl-CPl en monocitos, incluyendo concentraciones mas
altas, para poder evaluar de forma mas precisa el potencial de esta molécula en la produccion

de citoquinas.

Hay evidencia cientifica de que varias cistatinas tienen la capacidad intrinseca de inducir IL-
10 en algunas células mieloides, como lo que encontramos a nivel de las CDmo estimuladas
con rAl-CPI. En macrofagos se ha descrito que algunas cistatinas de parésitos pueden activar
la via de las MAPKinasas tanto el p38 como el ERK [5, 46], la cual media la induccién de IL-

10; mientras que en monocitos solo se activa la via del p38 [5]. Esto nos sugiere que las
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cistatinas pueden utilizar diferentes vias para estimular la produccion de IL-10. Estas vias a
su vez estan involucradas en la induccion de IL-10 después del estimulo con LPS en
macrofagos. Aunque se ha visto que otras moléculas inmunomoduladoras pueden interactuar
directamente con el TLR4 [47], todavia no se ha demostrado si la cistatina tiene la capacidad
de actuar a través de los receptores de la inmunidad innata. Seria importante conocer si las
cistatinas (o algunas de ellas) tienen algun receptor que lleva a la activacion de la via, o si los
resultados observados hasta el momento con varias cistatinas se deben a la contaminacion
con LPS o a un efecto de ambos. Para esto pueden utilizarse inhibidores de la via de los
receptores Toll-like (como del adaptador MyD88) para descartar el efecto del LPS, asi como

también proteinas controles con niveles de endotoxina similares al de nuestro recombinante.

En nuestros experimentos tampoco observamos una induccion significativa del PD-L1 en
monocitos o en células dendriticas, lo que difiere de resultados previos con otras cistatinas de
parasitos como el publicado por Venugopal et al. [5]. Esta molécula inhibitoria se ha
relacionado con propiedades inmunomoduladoras en células dendriticas, asi como con la
induccién de linfocitos reguladores [48]. Sin embargo, no todas las células dendriticas
tolerogénicas dependen de esta molécula para ejercer sus efectos inmunomoduladores [49].
Por lo que es posible que los efectos inmunomoduladores de rAl-CPI sean independientes de

esta molécula.

Utilizando el estimulo policlonal, CD2/3/28, se demostrd que rAl-CPI tiene la capacidad de
inhibir la proliferacion, independiente del procesamiento, la presentacion antigénica y del
efecto que tiene esta molécula sobre las células dendriticas y los monocitos. Resultados
similares se reportaron con la cistatina de A. vitae (rAV17) en linfocitos T purificados de raton
[50], en los cuales se observd una disminucién significativa en la proliferaciéon inducida por
anti-CD3, comprobando el papel directo que tiene la cistatina sobre estas células. Sin
embargo, en un estudio realizado con PBMC humano se encontré que el efecto que tiene la
cistatina de O. volvulus sobre la proliferacion de los linfocitos T es dependiente de los
monaocitos [4]. Por lo que, es posible que las cistatinas de helmintos posean mecanismos
reguladores diferentes, lo que reforzaria la importancia de estudiar las vias a través de las

cuales actua Al-CPI.

Los efectos inducidos por rAI-CPlI en la proliferacion de los linfocitos T estuvieron

acompafiados de cambios en la produccion de citoquinas observandose un aumento
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significativo en los niveles de IFN-y y una disminucion en la produccion de IL-5. En células
provenientes del bazo de raton estimuladas con anti-CD3 y rAvl7 se observé también una
disminucion de una citoquina de tipo Th2, la IL-4, sin cambios en los niveles de IFN- y [50].
Mientras que en el caso de la rOv1l7 en PBMC humanos se reporté un aumento de la IL-10 y

una disminucién del IFN-y, difiriendo de nuestros hallazgos [4].

Aungue no se observd un aumento de la IL-10, el IFN-y también se ha relacionado con una
respuesta reguladora que puede ser inducida por células dendriticas tolerogénicas. Se ha
visto que las células dendriticas tolerogénicas inducidas con dexametaxona en los co-cultivos
con linfocitos T CD4+ aumentan la produccién de IFN-y [49]. Adema&s, se ha descrito que la
induccién de IFN-y es necesaria para la funcion de los linfocitos T reguladores, este efecto se
ha evaluado principalmente asociado a la inmunidad en los trasplantes [51]. En el caso de las
alergias, en un modelo murino de OVA, se observo que la disminucién inducida por el extracto
de Caenorhabditis elegans de las citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13 en los lavados broncoalveolares
era dependiente del IFN-y [52]. Sin embargo, estos niveles de IFN-y también podrian
representar una subpoblacion de linfocitos T efectores, por lo que se podria confirmar estos

hallazgos realizando co-cultivos con linfocitos T purificados.

El tratamiento con rAl-CPI en células mononucleares estimuladas con B. tropicalis disminuy6
significativamente la produccion de IL-5. En modelos murinos se ha observado que la
disminucién en las citoquinas de tipo Th2 inducida por la cistatina esta ligada a la induccién
de IL-10 vy linfocitos T reguladores [3]. Sin embargo, en nuestros experimentos realizados con
células mononucleares de sangre periférica no se observé un aumento significativo de IL-10
cuando fueron estimuladas con rAl-CPI sola o en conjunto con B. tropicalis. Por lo que, es
posible que el mecanismo a través del cual se esté modulando la respuesta alérgica sea
independiente de la IL-10. Los experimentos en animales con rAl-CPI, usando un anticuerpo
bloqueador de IL-10R, mostraron también que la via de transduccion de sefal de la IL-10 no
era necesaria para que la molécula inhibiera la inflamacién pulmonar y la hiperreactividad en

la via aérea [3].

Dentro de las limitaciones de este trabajo se encuentra que desconocemos el impacto de las
diferencias en la conversion de monocitos a células dendriticas (determinado por la expresion
del marcador CD1c) entre pacientes. Una solucién podria ser estandarizar nuevamente el

protocolo de generacion de células dendriticas a partir de monocitos con el fin de identificar
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las condiciones donde se obtenga una mayor homogeneidad entre pacientes. También, se
podria aislar de sangre periférica las células dendriticas y evaluar directamente el efecto de
rAl-CPI sobre estas células. Esto evitaria tener que estimular previamente las células con IL-

4y GM-CSF y podriamos lograr una mayor uniformidad en los resultados.

7. Conclusiones

En este trabajo se demostr6 que rAl-CPI tiene efectos inmunomoduladores en las células
dendriticas derivadas de monocitos y en monocitos de sangre periférica, dado que tiene la
capacidad de inhibir la maduracién inducida por LPS en estas células. Su efecto
inmunomodulador también se observé en células mononucleares de sangre periférica dada
su capacidad de disminuir la produccién de IL-5 mediada por B. tropicalis, y la proliferacion
con el estimulo policlonal de los linfocitos T CD3+CD4+. Los efectos inducidos en estas
poblaciones celulares evaluadas parecen ser independiente de la produccién de IL-10. Estos
hallazgos motivan la profundizacion en las vias moleculares de accion de la cistatina dado su

potencial accibn como agente antinflamatorio en condiciones de tipo alérgico.

8. Perspectivas futuras

- Evaluar el efecto de monocitos y células dendriticas estimulados con rAI-CPI en la
modulacion de la respuesta de linfocitos T mediante co-cultivos.

- Evaluar méas pacientes alérgicos a B. tropicalis dado que la respuesta al extracto es
variable y es posible que se necesite una muestra mas grande para detectar algunos
efectos esperados y que mostraron cierta tendencia estadistica, entre esta el aumento
de la respuesta de linfocitos T especifica a B. tropicalis.

- Estudiar las vias de sefalizacion que se modifican en células dendriticas y monocitos
en respuesta a rAl-CPI mediante métodos de rastreo global como secuenciacién de

ARN (RNA-seq) y su posterior validacion funcional.
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11. Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES INMUNOLOGICAS

En este documento expreso mi consentimiento para participar en el Proyecto “ldentificacion y
caracterizaciéon de proteinas de Ascaris lumbricoides con propiedades inmunomoduladoras
de utilidad en inmunoterapia de enfermedades alérgicas”, adelantado por el Instituto de

Investigaciones Inmunolégicas de la Universidad de Cartagena y dirigido por el Dr. Luis Caraballo.

Se me han explicado los objetivos de esta investigacion, los procedimientos y actividades que se
necesitan para realizarla, los beneficios y los posibles riesgos. Sé que sus resultados ayudaran al
conocimiento sobre cdmo influye la infeccién por el parasito Ascaris lumbricoides en el desarrollo de
las enfermedades alérgicas y el asma en nuestro medio, asi como en el descubrimiento de nuevas
formas de tratamiento para estas enfermedades. También se me ha informado que los examenes y
procedimientos seran realizados por personal experto, no tendran ningln costo para mi y sus

resultados seran confidenciales.

Tengo conocimiento que esta investigacién es de riesgo minimo, pero algunos procedimientos
pueden generar molestias. Que la toma de sangre se realizara como se hace rutinariamente en los

laboratorios clinicos, por una persona debidamente entrenada.

Se me ha garantizado que cualquier pregunta o duda que tenga sobre los procedimientos, riesgos,
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beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion puedo preguntarlos a los teléfonos
6698491 y 310 352 7373 del Instituto de Investigaciones Inmunolégicas, los investigadores han
colocado a mi disposicion toda la informacion disponible sobre otras investigaciones como esta
gue se han realizado en otros paises y cualquier material educativo que me interese revisar. Se me
ha explicado que puedo retirar mi consentimiento cuando desee y dejar de participar en el estudio
sin que por ello tenga ningun perjuicio o se afecten mis derechos legales, mi reputacién o mi acceso
a los servicios de salud. De acuerdo a lo establecido por la ley, en caso que se generen dafios a mi
persona como consecuencia de los procedimientos realizados durante esta investigacion, el
tratamiento o la indemnizacion a la que legalmente tendria derecho sera asumida por la institucion

responsable de la investigacion.

De manera voluntaria y sin coaccion alguna, manifiesto mi disposicion a contribuir con las actividades

necesarias para la realizacion de esta investigacion y por lo tanto autorizo:

1. Que se me tome una muestra de sangre venosa, de donde después de recolectada se extraeran
células del sistema inmune y se cultivaran para probar si moléculas del parasito Ascaris son capaces

de suprimir la inflamacioén alérgica

2. Que la informacién obtenida sobre las caracteristicas de mi enfermedad y los resultados de los
examenes de serologia a alergenos se utilicen en esta investigacion para el disefio de los

experimentos.

Este proyecto fue revisado y aprobado por un comité de Etica Médica y todos sus protocolos se
ajustan a las leyes internacionales y a las disposiciones vigentes en Colombia segun la Resolucion
N° 008430 de 1993, que establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la

investigacién en salud.

ACEPTO Y FIRMO EN SENAL DE APROBACION:

Nombre:

CC:

Firma:

En caso de ser menor de edad:

Nombre de la madre o el padre:
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CC:

Firma de la madre o el padre:

Nombre del Testigo # 1: CC:
Firma del Testigo # 1: Parentesco:
Nombre del Testigo # 2: CC:
Firma del Testigo # 2: Parentesco:

Coloque la huella digital de la madre o el padre si no puede escribir

Persona designada que escribe su nombre:

Nombre: CC:

Firma: Parentesco:

Nombre del investigador o delegado:

CC: Firma:

Firmado en Cartagena de Indias, el dia_del mes del afio 20__

indice Derecho
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Anexo 2. Carta comité de ética

Vice-Rectoria de Investigaciones

@ .,‘ Universidad de Cartagena

7

EL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONES DE LA
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

CERTIFICA QUE:

El proyecto IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE PROTEINAS DE ASCARIS
LUMBRICOIDES CON PROPIEDADES INMUNOMODULADORAS DE UTILIDAD EN
INMUNOTERAPIA DE ENFERMEDADES ALERGICAS presentado por el doctor LUIS
R. CARABALLO, docente investigador del Instituto de Investigaciones
Inmunoldgicas de la Universidad de Cartagena, no presenta impedimentos
étficos, de acuerdo a lo contemplado en la Resolucién 8430 de 1993 del
Ministerio de Salud y en el Reglamento de Etica de la Universidad de
Cartagena, tal como consta en el Acta N°® 36 del Comité de Etica en
Investigaciones del 13 de octubre de 2011.

Para constancia se firma en la Ciudad de Cartagena, a los frece (13) dias del
mes de octubre del afio dos mil once (2011).

/

(A [/ w e a

ALVARO OLI RAVDIAZ, MD
Presidernie

Siempre a la altura de los tiempos!

Sede Claustro de la Merced. Centro, Plaza de la Merced, Cra. 4 N° 38-40, Sequndo Piso. Telefax, 6642663
E-mail vicerrectoriadeinvestigaciones@gmailcom - investigaciones@unicartagena.edu.co
Cartagena de Indias, D. T. H. y C.
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Figura S1. Estrategia de gating de células dendriticas derivadas de monocitos. a. Gating

representativo de un paciente; b. Datos representativos de la inhibicion de rAl-CPI en la

maduracion de las CDmo.
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