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|. Resumen

La anquilostomiasis es una infeccion causada por parasitos helminticos que
residen en el intestino de diferentes organismos, entre ellos los humanos.
Esta infeccion es de relevancia a nivel mundial, principalmente afectando a
los nifios de los paises en vias de desarrollo. En el laboratorio se utiliza al
geohelminto murino Nippostrongylus brasiliensis como modelo de
anquilostoma por su ciclo de vida parecido al de los parasitos que afectan a
los humanos. Estos parésitos han evolucionado para adaptarse a sus
hospederos, ya sea modulando su respuesta inmunoldgica o utilizando al
hospedero en su beneficio. Ha sido ampliamente reportado que la interaccion
parasito-hospedero ocurre principalmente mediante los productos de
secrecion-excrecion (ESP), los cuales son diferentes entre especies y
estadios del desarrollo del gusano. Entre los efectos que se encontr6 de los
ESP de N. brasiliensis en el estadio L3 se conoce que tienen la capacidad
para atraer neutrofilos. El objetivo de este trabajo es identificar y caracterizar
un candidato que sea el responsable de este fenomeno. Para ello se
analizaron datos transcriptdmicos del gusano en todos sus estadios larvarios.
De estos datos se identificé un candidato (nombrada Nb-SCP-2) que es
similar en secuencia aminoacidica y estructura a Na-ASP-2, una proteina
secretada por Necator americanus, anquilostoma que afecta a humanos, y
gue se conoce que es capaz de reclutar neutréfilos y monocitos. Se obtuvo
la proteina recombinante del candidato seleccionado en células de insectos.
Se demostré a través del modelo de inflamacidén de Bolsa de Aire que esta
proteina recombinante es capaz de reclutar neutrofilos, lo cual esta en
correspondencia con otro estudio donde se observo que la ausencia de estas
células afectaba la migracion de las larvas infectivas de la piel al pulmén. Sin
embargo, al inmunizar ratones con ella, aunque se observé un aumento en
el titulo de anticuerpos anti-Nb-SCP-2, no se logro protegerlos de la infeccion

con N. brasiliensis.



ll. Introduccidn

1. Taxonomia de los helmintos

El concepto de helminto se utiliza para abarcar de manera tradicional tres grupos
de gusanos que comparten caracteristicas superficiales similares: los
trematodos y los cestodos (ambos englobados en el filo Platyhelminthes) y los
gusanos redondos (pertenecientes al filo Nematoda) (Hodda y col., 2022a). Este
término no tiene un valor clasificatorio preciso; mas bien, se trata de un concepto
en el que las caracteristicas de los helmintos no pueden generalizarse mas alla
de lo que es comun a todos los gusanos: su forma alargada y suavidad, sin un
esqueleto que dé estructura a sus cuerpos. Hay especies tanto hermafroditas
como dioicas. Antiguamente, la clasificacion se basaba en la morfologia externa
e interna de los huevos, larvas y etapas adultas (Parkinson y col., 2004). Sin
embargo con las tecnologias de secuenciacion se han podido clasificar de

manera mas certera las distintas especies de helmintos (Parkinson y col., 2004).

Las duelas (trematodos) adultas son gusanos planos con forma de hoja. Estos
organismos presentan ventosas oral y ventral prominentes que ayudan a
mantener su posicion in situ. Las duelas son hermafroditas excepto las duelas
sanguineas, que son dioicas. El ciclo de vida incluye un hospedero intermediario:
moluscos (Poulin y col., 2019). Por otra parte, las tenias (cestodos) adultas son
gusanos planos, segmentados y hermafroditas que habitan el lumen intestinal.
Las larvas estan invaginadas dentro de una pared rodeada de liquido y habitan
tejidos extraintestinales (Koziol., 2017). Por ultimo, los gusanos redondos
(nematodos) adultos y larvas son gusanos cilindricos y dioicos. Habitan sitios

intestinales y extraintestinales (Hodda y col., 2022a).

Los nematodos constituyen un grupo de organismos muy diverso, que aunque
no presentan una gran variedad morfoldgica, lo compensan con una gran

abundancia: a la fecha se han descrito mas de 26000 especies y se siguen



describiendo cerca de 400 nuevas especies por afio (Hodda, 2022b). Ocupan
una amplia gama de nichos; se han identificado nematodos terrestres y marinos
de vida libre que se alimentan de microorganismos, asi como nematodos
parasitarios que pueden infectar plantas, hongos, animales. En entornos
terrestres, abundan hasta representar el 80 % de los animales pluricelulares, y

este porcentaje se eleva a mas del 90 % en el relieve oceanico (Hodda, 2022b).

Existen diversas metodologias para clasificar a los nematodos (morfologia,
bioguimica, biologia molecular) (Seesao y col., 2017), pero la clasificacion mas
comunmente aceptada es la basada en la similitud de secuencia del RNA de la
subunidad pequefia del ribosoma (Figura 1) (Blaxter y col., 1998): Dorylaimia
(clado 1), Enoplia (clado Il) y Chromadorea (que engloba a Rhabditida, también
conocido como Secernentea). Dentro de Rhabditida, se pueden identificar
subdivisiones adicionales, como Spirurina (clado Ill), Tylenchina (clado V) y
Rhabditina (clado V). Bajo este sistema de clasificacién, Nippostrongylus
brasiliensis, Ancylostoma duodenale y Necator americanus se ubican en el clado
V, siendo las dos ultimas especies las que infectan a humanos y que mayor

prevalencia tienen a nivel global (Blaxter y col., 1998).
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Figura 1. Taxonomia de los nematodos basada en la secuencia del RNA de la subunidad pequefia
del ribosoma (Tomado de Igbal y Jones, 2016)

10



2. Epidemiologia de Anquilostomiasis

La anquilostomiasis (un tipo de helmintiasis) es una enfermedad parasitaria en
el intestino delgado provocada por nematodos del grupo de los geohelmintos,
especificamente los anquilostomas (nematodos que se transmiten por contacto
con el suelo que pertenecen a las especies Ancylostoma y Necator) (Liang y col.,
2023). Es una de las parasitosis mas prevalentes a nivel mundial, afectando a
aproximadamente 1500 millones de personas, lo que equivale al 24% de la
poblacién global. Estas infecciones afectan principalmente a las comunidades
mas empobrecidas y desfavorecidas en areas tropicales y subtropicales donde
el acceso a servicios basicos de agua limpia, saneamiento e higiene es limitado.
Se ha observado una mayor prevalencia en regiones como el Africa
subsahariana, China, América del Sur y Asia (Figura 2) (Loukas y col., 2017). La
transmision de las anquilostomiasis ocurre a través de los huevos de los
pardsitos que son expulsados en las heces fecales de las personas infectadas,
contaminando asi el suelo en areas con deficiente saneamiento. Se estima que
mas de 260 millones de nifios en edad preescolar, 654 millones de nifios en
edad escolar, 108 millones de nifias adolescentes y 138.8 millones de mujeres
embarazadas y madres lactantes residen en zonas donde la transmisién de
estos parasitos es intensa, lo que subraya la necesidad de tratamientos e
intervenciones preventivas (Sorobeteay col., 2018). Los sintomas que presentan
van desde dolor abdominal y ligera anemia hasta diarrea, afectacion en el

crecimiento y dafos en el desarrollo cognitivo (Sorobetea y col., 2018).

En Latinoamérica, las helmintiasis transmitidas por contacto con el suelo estan
presentes en toda la region y se estima que una de cada tres personas esta
infectada. Cerca de 46 millones de nifios entre 1 y 14 afios estan en riesgo de
infectarse por estos parasitos. Los paises donde hay mayor presencia de
helmintiasis son: Brasil, Colombia, México, Bolivia, Guatemala, Haiti, Honduras,

Nicaragua, Peru y Republica Dominicana (Calvopifia y col., 2017).

11
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Figura 2. Distribucion geogrdfica de Necator americanus y Ancylostoma duodenale (Tomado de Chevalier y col.,
2002)

3. Nippostrongylus brasiliensis: modelo de parasito gastrointestinal

Durante el ciclo de vida de N. brasiliensis, el parasito transita por diferentes
organos del hospedero: piel, pulmén e intestino (Figura 3) (Allen y Sutherland,
2014). En ratones, las larvas en etapa 3 (L3) infectan al hospedero penetrando
la piel causando prurito y sarpullido local, ademas de una infiltracion local de
neutrofilos y eosindfilos del hospedero. Las L3s una vez dentro del hospedero
comienzan a liberar moléculas que facilitaran su penetracion, observandose en
esta etapa una gran secrecion de proteasas que causaran dafio tisular para
lograr alcanzar el torrente sanguineo aproximadamente 6 horas después de la
infeccion. A través de la sangre llegan al lado derecho del corazén y de ahi a los
capilares pulmonares, donde acceden al alvéolo (aproximadamente en las
primeras 11 horas post-infeccion), donde, en el parénquima, las L3s maduran a
la etapa larvaria 4 (L4) (entre las 19-50 horas post-infeccién) (Serrano-Pinto y
Licona-Limon, 2017). El dafio causado por la migracion de la larva y la
inflamacion neutrofilica conduce a hemorragias y lesiones pulmonares agudas.

Después las larvas atraviesan las vias respiratorias, son expulsadas mediante la

12



tos, se tragan y entran en el intestino, donde los parasitos maduran y producen
huevos (90-108 horas post-infeccion). Los adultos o etapa larvaria 5 (L5s)
residen en el intestino causan dafio tisular local e inflamacion antes de ser
expulsados de manera altamente dependiente de la respuesta tipo 2 (Allen y
Sutherland, 2014; Loukas y col., 2016; Bouchery y col., 2017).

En el laboratorio, N. brasiliensis se estudia como helminto modelo que tiene un
ciclo de vida similar al de N. americanus: el ciclo de vida de este Ultimo también
pasa por tres tejidos (piel, pulmoén e intestino) (Bouchery y col., 2017). No
obstante posee algunas diferencias con respecto a N. brasiliensis. Primero los
tiempos de la infeccion son diferentes: N. americanus puede tardar de una a tres
semanas para migrar de la piel al pulmén, luego de este 6rgano al intestino a las
4-6 semanas post-infeccion, mientras en N. brasiliensis estas travesias ocurren
mas rapidas (Allen y Sutherland., 2014; Loukas y col., 2016). Otro aspecto a
tener en cuenta es que mientras N. brasiliensis realiza un cambio larvario en el
pulmén de L3 a L4 y luego en el intestino de L4 a L5, en el caso de N. americanus
ocurre un cambio doble en el intestino donde del estadio L3 cambia a L4 y
seguidamente a L5 (Loukas y col., 2016). Otra diferencia es el tiempo de
permanencia en el intestino durante la vida adulta, pues mientras que N.
brasiliensis a los 7 dias ya esta siendo expulsado en las heces, N. americanus
puede permanecer por afios (hasta 40 afios) en el intestino realizando una

infeccion cronica (Loukas y col., 2016).

DfaV Dia 1\
Huevos en ,*®

L B
las heces . Infeccion

\
I - j — Vs

Cultivo de la heces

Figura 3. Ciclo de vida de Nippostrongylus brasiliensis (Tomado de Serrano-Pinto y Licona-Limadn, 2017)
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A pesar de las diferencias expuestas arriba, este parasito (N. brasiliensis) se
utiliza ampliamente como modelo de parasito gastrointestinal en el estudio de la
infeccion e inmunidad de nematodos por su facil manipulacion y porque su
mantenimiento en el laboratorio es econémico. Su hospedero especifico y
natural es la rata, aunque puede infectar otros roedores, como ejemplos
(mencionados en orden de susceptibilidad): ratones, hamster, ardilla terrestre,

jerbo y chinchilla (Kassai, 1982).

4. Respuestainmune contra helmintos: panoramica general

El mecanismo de defensa del sistema inmunol6gico contra las infecciones de
helmintos esta tipicamente asociado a la respuesta de tipo 2, donde estan
involucrados diferentes tipos celulares, tanto innatos (eosindfilos, basofilos,
mastocitos, células linfoides innatas tipo 2 (ILC2), macréfagos activados
alternativamente, neutrofilos) como adaptativos (linfocitos T cooperadores tipo 2
(TH2 siglas en inglés: T Helper 2), TH9, linfocitos B); y citocinas efectoras
(interleucina (IL)-3, IL-4, IL 5, IL-9, IL-13 y anticuerpos IgE) (Vacca y Le Gross,
2022). La respuesta de tipo 2 implica varios procesos biolodgicos que sirven para
la eliminacién del parasito (ejemplo: fortaleciendo la barrera fisica) y evitando un
dafio perjudicial del tejido del hospedero (promoviendo la reparacién y
devolviendo el tejido dafiado a su funcion fisiolégica normal) (Baska y Norbury,
2022).

Dentro del mecanismo de la respuesta inmune contra los helmintos, desde una
panoramica general, se ha visto que conlleva la liberacion de las llamadas
citocinas alarminas: IL-25, IL-33 y linfopoyetina estromal timica (TSLP, siglas en
inglés: thymic stromal lymphopoietin) por los tejidos dafiados, las cuales son
importantes para la generacion temprana de la respuesta tipo 2 (Fallon y col.,
2006; Humphreys y col., 2008; Taylor y col., 2009). Estas citocinas actuan
principalmente sobre las ILC2, induciendo la secrecién de otras citocinas: IL-4,
IL-5, IL-9 e IL- 13, las cuales a su vez ejercen diferentes funciones en diversos
tipos celulares, como se mencionard mas adelante (Maizels y col., 2009; von
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Moltke y col., 2016; Sorobetea y col., 2018).

La citocina IL-25, a veces referida como IL-17E, es miembro de la familia de IL-

17. En los pulmones e intestinos de los ratones, las principales fuentes de
produccion de esta citocina son las células en penacho (o células Tuft), un tipo
raro de células epiteliales quimiosensoras (von Moltke y col., 2016). Se sabe que
la expresion de IL-25 en estas células es inducida por succinato o por los
productos de excrecion- secrecion (ESP, siglas del inglés: excretory-secretory
products) de los helmintos (von Moltke y col., 2016). En ratones que carecian de
IL-25 se observo que la expulsion de los N. brasiliensis fue menos eficiente,
mientras que en ratones silvestres o Ragl-/-, la administraciéon de una alta
concentracion de esta citocina, resulté en una reduccion del numero de gusanos
(Fallon y col., 2006). A diferencia de IL-25, que es secretada principalmente por
las células en penacho, la IL-33 puede ser liberada por diferentes tipos de
células epiteliales (von Moltke y col., 2016; Cheny col., 2022). La alarmina IL-33
pertenece a la familia de la citocina IL-1 y se expresa constitutivamente en el
ndcleo principalmente de las células epiteliales y endoteliales. Puede ser
liberada por las células muertas junto con ATP (el ATP activa a los mastocitos
para que a su vez liberen mas IL-33) (Shimokawa y col., 2017). Esta alarmina
aumenta la activacién de ILC2, lo cual a su vez incrementa la produccién de IL-
13. Una deficiencia de IL-33 en células epiteliales intestinales resulté en un
retardo en la reduccién del nUmero de gusanos, asi como una disminucién de
ILC2 en el intestino delgado cuando este fue retado a una infeccion de N.
brasiliensis (Hung y col., 2020). Otra funcién de la IL-33 es inducir la expresién
de TSLP en el epitelio (Humphreys y col., 2008). A diferencia de IL-25 e IL-33,
TSLP no parece estar involucrada en la expulsion de N. brasiliensis, aunque si
en la resolucion de la infeccion por Trichuris muris. Massacand y col. (2009)
demostraron que este fendmeno se debia a que la principal funcién de TSLP en
la respuesta antihelmintica contra T. muris era la supresion de IL-12p40, pero
como N. brasiliensis realizaba ya esta accion directamente, pues resultaba
redundante la contribucion de TSLP (Massacand y col., 2009; Taylor y col.,

2009).
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Aunque las ILC2 parecen ser la diana principal de estas alarminas, se ha visto
que dichas citocinas pueden activar también células T de memoria tanto murinas
como humanas sin necesidad del reconocimiento de epitopos por el receptor de
la célula T. En este sentido, se demostré que la IL-25 puede diferenciar las
células T CD4+ en células TH2 (Wang y col., 2007; Leyva- Castillo y col., 2013;
Wang y col., 2015; Van Dyken 2016; Sorobetea y col., 2018).

Una vez las ILC2 y TH2 fueron estimuladas por las alarminas, comienzan a
liberar IL-4, IL-5 e IL-13, las cuales se consideran clave para las respuestas de

tipo 2 inducidas por helmintos (Herbert y col., 2019).

La citocina IL-13 es requerida para la proteccion contra la mayoria de los
nematodos. Aunque la IL-13 tiene funciones diferentes a la IL-4, existe cierta
redundancia entre ellas: esto es probablemente debido a que ambas moléculas
comparten el uso de la subunidad IL-4Ra. IL-13 induce la hiperplasia de las
células caliciformes y la produccion de moco (Vaccay Le Gros., 2022). También
actua sobre las células progenitoras de las células intestinales promoviendo
el desarrollo de las células en penachos y caliciformes. Junto con la IL-4
estimulan la produccion de la molécula tipo resistina (RELM, siglas en inglés:
resistin-like molecules)-B, que tiene un efecto protector contra la infeccién de N.
brasiliensis (Baska y Norbury, 2022). Por otro lado, al igual que la IL-13, la IL-5
es secretada principalmente por ILC2, pero funciona predominantemente como
reclutador de eosindfilos (Dent y col., 1999; Gazzinelli-Guimaraes y Nutman,
2018). Una caracteristica de las infecciones parasitarias es la eosinofilia en
sangre, especialmente para los parasitos que migran a través de multiples tejidos
(Huang y col., 2015). Ratones que sobreexpresan IL-5 tienen eosinofilia
sistémica masiva y son menos susceptibles a N. brasiliensis, mientras que los
ratones deficientes en eosindfilos no presentan alteraciones en su capacidad
para expulsar, lo que ilustra que la IL-5 tiene funciones desconocidas adicionales
mas alla de las asociadas con eosinofilos (Dent y col., 1999; Knoot y col., 2007).
En estos ratones transgénicos, con presencia de eosinofilia a lo largo de su vida,

aunque se observo un menor numero de N. brasiliensis en el intestino y los
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parasitos eran menos fecundos (producian menos huevos), la infeccion intestinal
se elimind al mismo tiempo que en los ratones de tipo silvestre (Dent y col.,
1999). EIl papel de IL-9 en N. brasiliensis se penso, inicialmente, que era
marginal dado el leve fenotipo observado en mastocitos y células caliciformes en
ratones deficientes de IL-9 (Townsend y col., 2000). Datos mas recientes
demostraron claramente la induccion de IL-9 por Th9 e ILC2 en ratones
infectados con N. brasiliensis y constituyé la primera evidencia convincente
sobre la importancia de IL-9 en este contexto. En este sentido, y en adicion a su
efecto sobre los mastocitos y la hiperplasia de las células caliciformes, IL-9
mostré ser importante para la basofilia y la induccion in vivo de IL-5 e IL-13,
protegiando al hospedero de la infeccion (Licona-Limén y col., 2013; Licona-
Limén y col., 2017).

4.1. Respuestainmune antihelmintica especifica en la piel

Si bien la respuesta inmunolégica, desde un punto de vista general, contra
helmintos es llevada a cabo por una respuesta de tipo 2, hay que recordar que
estos parasitos transitan por diferentes tejidos y en cada uno de ellos esta
respuesta tiene sus particularidades. Para los fines de este trabajo, en este

acapite nos enfocaremos en la respuesta que se desencadena en la piel.

N. brasiliensis y N. americanus comienzan su etapa infecciosas en la piel. Para
ello estos gusanos deben atravesar esta barrera fisica y una vez dentro sufren
varias modificaciones: en el caso de N. brasiliensis pierde su cuticula y comienza
a liberar ESP, principalmente proteasas (Abuzeid y col., 2020). Todo esto
conlleva al dafio tisular, lo cual induce la liberacién de IL-33 por las células
muertas y TSLP principalmente por las células epiteliales. Si bien IL-33 juega un
papel esencial en la iniciacién de la respuesta de tipo 2 en pulmén e intestino,
TSLP parece ser mas importante en la activacion de las ILC2 en la piel (Kimy
col., 2013). Si bien se conoce el rol que juegan las ILC2s en el pulmén e intestino
durante la infeccién por helmintos, su nivel de participacion en las respuestas
inmunitarias de la piel, no se comprende hasta el momento. En el trabajo de

Obata-Ninomiya y col., (2013) no se observé que las ILC2s se expandieran en
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la piel en respuesta a una infeccion por N. brasiliensis. Este hallazgo difiere de
los informes sobre la expansion de ILC2s en otros sitios de infeccion por
helmintos y es sorprendente dado que la IL-33, un inductor clave de la expansion
de ILC2s, se expresa tanto en condiciones basales como durante la inflamacion
en la piel (Obata y col., 2013). No esta claro si las ILC2s de la piel se expanden
en respuesta a otros gusanos penetrantes de la piel, 0 si su funcion se altera
durante la penetracion en la piel. Sin embargo, es posible que la disparidad en
la expansion de ILC2s entre la piel y otros sitios de infeccion se deba a
diferencias funcionales entre las ILC2s residentes en la piel y las de otros tejidos.
La transcriptdmica de célula unica de las ILC2s revela que estas células se
agrupan de manera distinta segun su tejido de origen, y que las ILC2s de la
piel estdn programadas de manera Unica para responder a la IL-18 en lugar de
a las sefales canonicas de tipo 2 como IL-25 e IL-33 (Ricardo-Gonzalez y col,
2018). Esta diferencia podria explicar por qué no se observd la expansion de

ILC2s en la piel poco después de la penetracion de N. brasiliensis.

Una caracteristica en varios anquilostomas que infectan roedores y humanos es
la basofilia inducida, la cual se utiliza como una caracteristica distintiva de las
infecciones por helmintos (Inclan-Rico y Syracusa, 2018). Los precursores de los
basdfilos residen en la médula 6sea y responden a IL-3 y TSLP durante la
infeccion por helmintos (Inclan-Rico y Syracusa, 2018). La eliminacién de
pardsitos se ve afectada en ausencia de basoéfilos, tanto en infecciones por N.
brasiliensis debido a la falta de IL-4 e IL-13 derivadas de basofilos y la reduccion
de la expansion de células TH2 (Schwartz y col., 2014). Los basodfilos se
identificaron durante la infeccién primaria de N. brasiliensis como una fuente de
IL-4, lo cual indicaba su funcion potencialmente importante en la iniciacion de las
respuestas inmunitarias de tipo 2, en comparacion con las células T
cooperadoras que son las principales productoras de IL-4 durante la reinfeccion
(van Panhuys y col.,, 2011; Peng y Siracusa, 2021). Al mismo tiempo, se
demostré que para inducir proteccion durante la infeccibn secundaria de N.
brasiliensis los basofilos son requeridos, donde se observo su implicacion en la

retencién de las larvas en la piel, esto orquestado por basofilos activados por
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IgE y macréfagos polarizados a M2 (Obata-Ninomiya y col., 2013). No obstante,
en un modelo de S. venezuelensis, que migra a través de la piel de manera
similar a N. brasiliensis, los basdfilos tenian un papel principal en la retencion de
larvas en la piel durante la infeccidon primaria, pero no tenian efecto durante la
infeccion secundaria (Mukai y col., 2017). Sin embargo, estudios con S. ratti
indicaron que la ausencia de basofilos puede ser compensada por otras células
inmunitarias, como los mastocitos. Los autores no observaron diferencias en
las respuestas TH2 en ratones sin baséfilos (Reitz y col.,, 2018). Estos
resultados de los estudios con diferentes especies de parasitos indican que el

papel de los baséfilos depende del modelo y debe ser evaluado individualmente.

Otro tipo de célula del sistema inmunoldgico que se ha visto que juega un papel
importante en la respuesta contra helmintos en la piel son los eosindfilos
(Nutman, 2007). Estas células se derivan de la médula 6sea y son reclutadas al
sitio de infeccion por la eotaxina y la citocina IL-5, esta Ultima secretada por las
TH2 que fueron activadas (Weller y Spencer, 2017; Radonjic-Hoesliy col., 2021).
Se ha observado que luego de la inyeccion de N. brasiliensis en la piel, hay un
aumento en la infiltracion de eosinofilos en este tejido, los cuales estan
asociados con las larvas que quedan atrapadas en la piel, teniendo un papel
claro en la reduccién del nimero de larvas que llegan a los pulmones (Daly y
col., 1999). En un estudio, de infeccién primaria con N. brasiliensis, donde se
compararon ratones que sobreexpresaban IL-5 con otros que eran deficientes
de esta citocina o que eran tipo silvestre, se observd que los primeros lograban
una mayor retencién de larvas L3 en la piel (Denty col., 1999). Sin embargo, no
se observo ninguna diferencia entre silvestre y deficientes de IL-5 (Dent y col.,
1999). Posteriormente, en una reinfeccion, al comparar los grupos deficientes de
IL-5 y tipo silvestre, se observo que llegan mas larvas al pulmén en el grupo
deficiente de la citocina (Knott y col., 2007). Estos resultados indican que los
eosinofilos son importante células en la respuesta antihelmintica en la piel o al
menos en la respuesta previa al pulmén. En modelos de infeccion por T. spiralis,
que involucran la infeccion y supervivencia a largo plazo de los parasitos en los

tejidos musculares del hospedero, el agotamiento de eosindfilos no afectd la
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carga parasitaria intestinal, pero si llevd a un mayor niamero de larvas viables
detectadas en el tejido muscular (Huang y col., 2015). Es interesante que los
eosindfilos en el tejido muscular alrededor del parasito produjeran IL-10 en la
etapa temprana de la infeccion, lo que tenia el efecto de proteger a las larvas
intracelulares encapsuladas y apoyar la infeccion cronica (Huang y col., 2014).
En conjunto, estos estudios identificaron un papel importante para los eosinéfilos
en la inmunidad antihelmintica dependiendo del parasito y la etapa del tejido

infectado.

Mas recientemente, se ha observado que los neutrdfilos juegan también un papel
importante en la respuesta contra los helmintos en la piel (Ajendra, 2021). Estas
células poseen una amplia variedad de herramientas para defender al organismo
de los agentes infecciosos, como la secrecion de citocinas y factores que activan
al sistema inmune innato y adaptativo, y ayudan a orquestar una respuesta
efectiva (Burn y col., 2021). Otro mecanismo que utiliza para la defensa es la
liberacién de su cromatina, la cual tiene unida proteasas y peptidasas, lo cual
permite atrapar y matar bacterias, viruses y hongos (Omar y Abdelal, 2023). Este
mecanismo se conoce como trampas extracelular de neutrdéfilos (NETSs, siglas
del inglés: neutrophils extracelular traps) y es una manera eficiente de atacar
patégenos que no pueden ser fagocitados por los neutréfilos, como son los
helmintos. En una infeccion primaria, se demostré que estas células rodean a
las larvas L3 de N. brasiliensis en la piel al cabo de las 6 horas post- infeccion,
ya sea una infeccién natural o una inyeccién intradérmica (Bouchery vy col.,
2020). En paralelo, se realizé un estudio in vitro donde se corrobord que las
larvas eran rodeadas por los neutréfilos, y que ademas eran atacadas por estas
células de una manera parcialmente dependiente del complemento. Se
demostré que los neutréfilos mediante la liberacion de NETs dafiaban a N.
brasiliensis, controlando la infeccién en la piel (Bouchery y col., 2020). No
obstante, no se describen los mecanismos por los cuales se lleva a cabo esta
defensa, lo cual queda por investigar. Otro aspecto interesante es que en la piel
la presencia de los neutrofilos ralentiza la pérdida de la cuticula de las larvas, lo

cual puede ser un mecanismo de proteccion por parte de N. brasiliensis
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(Bouchery y col., 2020).

5. Papel de los productos de secrecion-excrecion de helmintos durante la

etapa parasitaria

Los helmintos han evolucionado para lograr habitar cada uno de los érganos por
los que deben transitar para completar su ciclo de vida, de tal manera que es en
esos nichos y no en otros donde llevan a cabo su desarrollo. Para ello han
desarrollado estrategias para evadir al sistema inmunolégico y al mismo tiempo
utilizar al hospedero para su desarrollo (Bobardt y col., 2020). En este sentido,
los ESP juegan un papel importante, ya que es mediante estos mediadores
solubles que estos parasitos interactian con el hospedero. Entiéndase por ESP
a aguellas moléculas que se excretan como "residuos" o0 se secretan
activamente por el parasito en el sitio de la infeccion, y aunque muchos estudios
se han enfocado principalmente en las proteinas, es también conocido que
metabolitos de diferente naturaleza son importantes en la modulacion de la
respuesta inmune, asi como vesiculas extracelulares (Wangchuk y col., 2019).
Pero para los objetivos de este trabajo, estaremos solo enfocandonos en las

proteinas.

Diferentes estudios con los ESP de los helmintos han demostrado la capacidad
inmunomoduladora que poseen. Los ratones inmunizados con todos los
productos de N. brasiliensis adultos mostraron caracteristicas de respuesta tipo
2 de una infeccion sin la necesidad de ninguna exposicion a parasitos vivos, un
efecto que pudo ser abolido por calor o tratamiento con proteasa a las
preparaciones de parasitos, lo que sugiere que es probable que estos efectos
sean causados por proteinas (Holland y col., 2000). De igual manera, otro
estudio demostré que los ESP de N. brasiliensis de la larva en el estadio L3
indujeron una respuesta anti-inflamatoria en el pulmon, suprimiendo el
reclutamiento de neutrofilos en el contexto de inflamacién inducida por LPS, ya
que inhibia la transcripcion de genes asociados a la inflamacion (Zhao y col.,
2009). Drurey y col. demostraron recientemente que los ESP de H. polygyrus
adulto (otro parasito intestinal), pueden modificar el ambiente intestinal. En este
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estudio observaron que los ESP pudieron bloquear los efectos de las IL-4/IL-13
en la expresion y expansion de las células en penacho y de células caliciforme.
Los autores demostraron que la infeccibn por H. polygyrus regulaba
negativamente varios genes implicados en la diferenciacion celular de células
caliciforme, células de Paneth, y células endocrinas, lo que sugiere que el
parasito moduld varias células implicadas en la defensa contra helmintos (Drurey
y col., 2021).

Varias investigaciones enfocadas en la “teoria de la higiene”, la cual se basa en
que paises con alta prevalencia de infecciones de estos parasitos se
correlacionan negativamente con la incidencia de enfermedades alérgicas y
autoinmunes, han demostrado que los ESP de varios nematodos tienen la
capacidad de contrarrestar alergias. Un ejemplo es los ESP de H. polygyrus, que
probaron ser eficientes suprimiendo la inflamacion alérgica en las vias aéreas
del pulmoén (McSorley y col. 2012). Este mismo efecto se observé con los ESP
de Trichinallis spinalis (Aranzamendi y col., 2012), de los huevos Schistosoma
japonicum (Liy col., 2023) y Trichuris suis (Ebnery col., 2014). En otro estudio,
demostraron que los ESP de Trichinallis spinalis suprimieron la muerte celular
programada de los neutréfilos que conllevaba a la liberacion de NETs (NETosis)
inducida por PMA, disminuyendo la produccién de ROS, al mismo tiempo que
aumento la fagocitosis de bacteria y la liberacion de citocinas proinflamatorias
(Wang y col., 2023).

Si bien estos trabajos se han enfocado en observar el efecto global de todos los
ESP de los gusanos sobre la respuesta inmunoldgica, se requiere una
caracterizacion de sus componentes para profundizar en los mecanismos que
subyacen bajo los fendmenos observados. En este sentido, estudios iniciales
mostraron que en los ESP habian proteinas con actividades enziméticas, como
la actividad proteolitica, y propiedades inmunomoduladoras, como interferencia
con el sistema del complemento (Harnett, 2014). Aunque estos tipos de
proteinas que han sido identificadas podrian ser encontradas ubicuamente,

la relativa abundancia y presencia de estas difieren entre las especies de
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parasitos y las etapas del ciclo de vida (Hewitson y col., 2009).

La llegada del andlisis de las ciencias émicas hizo posible investigar un mayor
namero de productos (Joshi y Mishra, 2021). Estudios genomicos Yy
posteriormente protedmicos, agruparon a las proteinas de los ESP de los
nematodos en diferentes grupos que contienen: proteasas, inhibidores de
proteasa, homologos al alérgeno de veneno, enzimas glicoliticas y lectinas, por
mencionar algunos (Joshi y Mishra, 2021). Estos grupos de proteinas presentan
diferentes abundancias segun la especie de nematodo y el estadio larvario en el
gue se encuentre, como ya se menciond anteriormente. Sin embargo, resulta
interesante que al comparar el proteoma de los ESP de H.polygyrus (Moreno y
col., 2011), N. americanus (Logan y col., 2020), N. brasiliensis (Sotillo y col.,
2014) y A. caninum (Morante y col., 2017) presenten similitud entre sus familias
de proteinas mas abundantes. De manera general la familia Sperm-coating
protein/ Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7 (SCP-TAPS) y las metaloproteasas resultaron ser
las de mayor presencia (Figura 4). Resulta l6gico esperar altas cantidades de
proteasas debido a la propia naturaleza del parasitismo de estos organismos,
que deben migrar por diferentes tejidos y estas enzimas podrian actuar
facilitando su movimiento. En el caso de la familia SCP-TAPS, no se sabe qué
funcién pueden estar jugando en el parasitismo, aunque se piensa que estan
relacionadas con la regulacion del sistema inmunolégico, ya que se ha
demostrado que algunas proteinas de esta familia pueden ejercer funciones
como la inhibicion de la activacion receptor de los linfocitos B (Tribolet y col.,
2014), inhibicion de los neutrodfilos (Barnard y col., 1995) y plaquetas (Del Valle
y col., 2003; Huang y col., 2020). En el acapite 5.2 se profundizard mas sobre

esta familia de proteinas.
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Thyroglobulin type-1 repeat

Peptidase family M13

Kunitz/Bovine pancreatic trypsin inhibitor domain
Tissue inhibitor of metalloproteinase

Serpin (serine protease inhibitor)

Common central domain of tyrosinase

SCP/TAPS

Astacin (Peptidase family M12A)

Figura 4. Gréfico de barras que muestra las familias de proteinas (Pfam) més representadas en los

productos de excrecién/secrecion de N. brasiliensis en el estadio L3 (Tomado de Sotillo y col., 2014)

5.1. Proteinas en los productos de excrecion- secrecién y su funciones

inmunomoduladoras

Como se mencionaba anteriormente, la llegada del analisis de las ciencias
Omicas permitio identificar los componentes de los ESP de los nematodos, o
cual abre una ventana de posibilidades para profundizar en los mecanismos que
se desencadenan a nivel molecular. En este acapite se intentara ejemplificar de
una manera general, como los componentes proteicos de los ESP de los
helmintos han evolucionado para modular la respuesta inmune del hospedero en
cada uno de los siguientes pasos: 1-el inicio de la respuesta inmune, 2-
procesamiento y presentacion de antigeno, 3-respuesta adaptativa y 4-

respuesta efectora.

Hasta este punto es légico esperar que las moléculas parasitarias, ya sean
secretadas o expresadas en la superficie de los gusanos, sean quienes median
la interaccion con el hospedero. Debido a que el objetivo del parasito es evadir

las defensas del hospedero, una modulacion del sistema de mayor rango seria
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mas beneficioso, y es por ello que es de esperar que sean las proteinas
secretadas por los gusanos quienes tengan un papel importante en la
inmunomodulaciéon. Muchos son los trabajos que se han enfocado en tratar de
descubrir los roles de dichas proteinas, las cuales se pueden dividir en dos
grandes grupos: aquellos que son homodlogos/quimicamente similares al
hospedero y los que no presentan ni secuencia ni homologia funcional (Maizels
y col., 2018; Abuzeid y col., 2020).

Como ya se habia comentado en el acapite 4, la respuesta inmunoldgica contra
helmintos se caracteriza por una fuerte respuesta de tipo 2 que comienza con la
liberacibn de alarminas por parte, principalmente, de las células epiteliales
activadas. La IL-33 es probablemente la més importante, pues constituye una
sefal de que el tejido ha sido dafiado y se sabe que es una fuerte inductora
de la respuesta tipo 2. ElI nematodo intestinal Heligmosomoides
polygyrus suprime la respuesta de IL-33 secretando dos proteinas: HpARI (del
inglés, H. polygyrus alarmin release inhibitor) (Osbourn y col., 2017) y HpBARI
(del inglés, H. polygyrus Binds Alarmin Receptor and Inhibits) (Vacca y col.,
2020). HpARI es una proteina que tiene un modo de accién selectivo, uniéndose
al ADN a través de su primer dominio, mientras que el segundo y tercer dominios
se unen a IL-33 reducida (activa) pero no a IL-33 oxidada (inactiva). La union
obstruye la interaccion del complejo con el receptor de IL-33, ST2, mientras que
la interaccion con el ADN ancla a IL-33 dentro del nacleo de las células
necroticas, evitando la liberacion de IL-33 (Osbourn y col., 2017). En el caso de
HpBARI, consiste en dos dominios de Proteinas de Control del Complemento
atipicos. HpBARI se une y bloquea ST2, inhibiendo las respuestas de IL-33 en
un modelo murino de asma (Vacca y col., 2020). Por otro lado, la produccién de
IL-33 en células epiteliales y mastocitos puede ser incrementada por sefales de
estrés o muerte celular, como es la liberacion de ATP (Cecik y Linden, 2016). Se
han identificados en algunos helmintos la presencia de apirasa, una enzima que
es capaz de hidrolizar al ATP en AMP, reduciendo las sefales inflamatorias
(Gounaris y col., 2004; D ara y col., 2014).
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Simultaneamente con la activacion del sistema inmune por las alarminas, otro
proceso que tiene lugar es el procesamiento y presentacion de los antigenos de
estos parasitos. Para que este fendmeno tenga lugar, se requiere primero la
activacion de las células presentadoras de antigenos, lo que conlleva al
reconocimiento de DAMPs y PAMPs por los receptores de reconocimientos de
patrones (PRRs), como los receptores de tipo Toll (TLRs). Los helmintos han
evolucionado para suprimir la sefalizacion de estos receptores.
Acanthocheilonema viteae es un nematodo que secreta la glicoproteina ES-62,
la cual se ha demostrado que secuestra la proteina de sefializacion Myd88, lo
cual suprime la respuesta de TLRs (excepto TLR3) y del receptor de IL-33
(Pineda y col., 2014; Ball y col., 2018). El principio inmunomodulador de ES-62
se basa en el grupo lateral de fosforilcolina (PC) que estan presentes en N-
glicanos (Goodridge y col., 2007). Ademas, se ha demostrado que las variantes
sintéticas de PC pueden replicar numerosos efectos antiinflamatorios de la
molécula original (Al-Riyami y col., 2013). También se ha visto que cistein
proteasas secretadas por los trematodos Fasciola hepatica (FhCL1) vy
Schistosoma mansoni (SmCB1) suprimen directamente la sefializacion de TLR
en células mieloides interfiriendo con la inflamacion impulsada por TLR in vivo,
lo que resulta en la degradacion intracelular de TLR3 y TLR4 (Donnelly y coll.,
2010). En F. hepatica también se ha encontrado una proteina
inmunomoduladora, Fh12 (y su forma recombinante Fh15), que se unen al
receptor CD14 del TLR4, reduciendo su expresion. Incluso, estas proteinas
pueden suprimir la respuesta de células deficientes de CD14, lo que sugiere

funciones inhibitorias adicionales (Martin y col., 2015).

Ya una vez han sido activadas las células presentadoras de antigenos y los
antigenos han sido fagocitados, comienza el procesamiento proteolitico por las
cistein proteasas (catepsinas lisosomales y la asparaginil endopeptidasa) para
Su posterior presentacion en la superficie. Este proceso es regulado de manera
natural por cistatinas (inhibidores de las cistein proteasas), sin embargo, los
helmintos secretan también cistatinas que muestran la capacidad de modificar la

respuesta del hospedero (Khatri y col., 2020). Las cistatinas filariales, incluida la
26



CPI-2 de B. malayi, también inhiben especificamente la asparaginil
endopeptidasa, lo que permite bloquear el procesamiento de antigenos en
células humanas (Manoury y col.,, 2001), mientras que la LsCistatina (de
Litomosoides sigmodontis) reduce las respuestas proliferativas especificas de
antigenos y oxido nitrico (Pfaff y col., 2002). En modelos de ratén, la AvCistatina
(de A. viteae) induce la expresion de IL-10 en macrofagos, atenuando tanto la
alergia respiratoria como la colitis (Danilowicz-Luebert y col., 2013). Ademas, la
AvCistatina induce poblaciones de macréfagos reguladores PD-L1+ y PD-L2+,
que en la transferencia adoptiva protegen contra la alergia respiratoria y la
inflamacion intestinal (Ziegler y col., 2015) y reducen las respuestas especificas
al polen en PBMC de pacientes alérgicos (Danilowicz-Lueberty col., 2013). Otras
cistatinas de helmintos con amplias propiedades inmunomoduladoras mejoran
la colitis in vivo (Jang y col., 2011; Coronado y col., 2017), mientras que la
Nippocistatina de N. brasiliensis bloquea las respuestas a la ovoalbumina
(Dainichi y col., 2001).

Cuando las células presentadoras de antigenos ya fueron activadas y lograron
presentar los antigenos parasitarios en su superficie, se comienza la induccién
de la respuesta adaptativa del sistema inmune. En este paso, se liberan citocinas
que van a dar paso a la generacién de linfocitos B, TH2, TH9 o T reguladores.
En los ESP de los helmintos se han encontrado proteinas que son agonistas del
receptor del factor del crecimiento transformante-g (TGFBR) (Maizels y col.,
2018). Aqui se da un fenémeno evolutivo interesante. Si bien algunos helmintos
presentan homologos del TGFB con un alto grado de conservacion (Gémez-
Escobar y col., 2000; Sulaiman y col., 2016), en H. polygyrus se encontré una
proteina que mimetiza al TGF que no esta relacionada estructuralmente y es
tres veces el tamafio de dicha citocina (Johnston y col., 2017). Se observo que
esta proteina se puede unir tanto al TGFBRI y Il, en comparacion con el TGFB
mamifero que solo se une a TGFBRII (Johnston y col., 2017). La induccion de
Tregs in vivo también se observa con PAS-1, una proteina nativa de 200 kDa
purificada de Ascaris suum, la cual induce y expande las poblaciones de células

Treg CD25+, que pueden suprimir las respuestas alérgicas mediante
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transferencia adoptiva (de Araujo y col., 2010). Por otro lado se ha reportado una
proteina que pueden modular negativamente a las células B, la Na-Asp-2 (del
inglés, Necator americanus Ancylostoma-secreted protein-2) (Tribolet y col.,
2014). Se demostroé que esta proteina se unia a CD79A, un componente del
receptor de los linfocitos B, regulando negativamente la expresion de RNA
mensajeros relacionado con la sefializacion y la migracion transendotelial
(Tribolet y col., 2014).

Las células de la inmunidad adaptativa activadas y diferenciadas, comienzan a
secretar factores que potencian y dirigen mejor la respuesta de defensa del
hospedero. Entre sus mecanismos esta el reclutar a granulocitos para que
ejecuten sus acciones efectoras contra los parasitos. Por lo que la supervivencia
de los gusanos depende de proteinas que puedan bloquear tanto el
reclutamiento como la funcion de las células efectoras. En los ESP de

A. caninum se ha reportado una proteina llamada factor inhibitorio de neutrofilos
(NIF, siglas del inglés: neutrophils inhibitory factor) que posee la capacidad de
inhibir el reclutamiento de neutréfilos (Moyle y col., 1994). Se conoce que esta
proteina se une a la integrina CD11b/CD18 junto con fibrinégeno e impide la
unién de los neutrdfilos al endotelio vascular (Moyle y col., 1994). Schistosoma
mansoni secreta una proteina de union a quimiocinas (SmCKBP) que se une y
bloquea IL-8, CCL2, CCL3, CCL5 y CX3CL1, inhibiendo la migracién de
neutroéfilos (pero no de eosindfilos) y tiene actividad supresora en el modelo de
hipersensibilidad de contacto DNFB. El bloqueo de SmCKBP in vivo resulta en
un aumento de la neutrofilia en granulomas inducidos por huevos de S. mansoni
(Smith y col., 2005). En contraparte, se ha observado que B. malayi secreta una
Asparaginil-tRNA sintetasa, cuya estructura es similar a la quimiocina IL-8, y se
une con los receptores de IL-8 CXCR1 y CXCR2, reclutando neutrofilos y
eosinofilos (Kron y col.,, 2013). Este fendbmeno pro-inflamatorio, también se
observo en N. americanus, el cual secreta la proteina Na-Asp-2 que tiene la
habilidad de reclutar a los neutrdfilos in vivo e in vitro (Bower y col., 2008). Por
otra parte, los anquilostomas humanos suprimen las respuestas de quimiocinas

a través de la produccion de metaloproteinasas que degradan la eotaxina-1
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(CCL11), pero no IL-8 ni eotaxina-2 (CCL24), inhibiendo especificamente el

reclutamiento de eosindfilos mediado por eotaxina (Culley y col., 2000).

El conjunto de todas las funciones de las proteinas mencionadas en este acapite,
demuestran cémo los helmintos se han adaptado a sus hospederos y han
generado una amplia gama de mecanismos para evadir y manipular al sistema

inmunolégico.

5.2.  Familia de proteinas Sperm-coating protein/ Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7
(SCP-TAPS) en helmintos

Varios estudios proteémicos de los ESP de varios helmintos muestran que una
de las familias de proteinas mas representativas en las secreciones de estos
gusanos es la SCP-TAPS (Sperm-coating protein/ Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7; Pfam
no. PF00188) (Moreno y col., 2011; Sotillo y col., 2014; Morante y col., 2017;
Logan y col., 2020). Estas proteinas pertenecen a la superfamilia de proteinas
secretoras ricas en cisteina (CRISP), caracterizada por la presencia de un
"dominio extracelular similar a SCP" o CAP simple o doble (InterPro:
IPR014044). Estructuralmente, el dominio SCP o CAP consiste en un sandwich
a-B-a en el cual la hoja B antiparalela de tres cadenas esta flanqueada por tres
hélices en un lado y una cuarta hélice en el otro. Estas tres capas apiladas estan
mantenidas juntas en las interfaces por un nucleo hidrofébico, y con la excepcién
de GAPR-1 (Gibbs y col., 2008), el plegamiento del dominio central incluye tres
enlaces disulfuro conservados (Osman y col., 2012). La familia SCP/TAPS
incluye glicoproteinas que recubren el esperma de mamiferos, también proteinas
asociadas a la patogenia del glioma, al veneno de lagarto bloqueador de los
receptores de rianodina, al veneno de himenopteros familia de antigenos 5/3, a
proteinas relacionadas con la patogenia vegetal y proteinas fungicas de hifas
(Cantacessi y col., 2009). En la literatura también se pueden encontrar con
diferentes nomenclatura: ASP (del inglés, Ancylostoma-secreted protein), VAL

(del inglés, Venom Allergen-like), VAH (del inglés, Venom Allergen-Homologue).

Aunque en varios articulos, donde analizan el genoma o el proteoma de estos
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nematodos, se especula que esta familia juega un papel importante en la
interaccion parasito-hospedero, se sabe bien poco de su rol fisiologico
(Cantacessi y col., 2009). Varias funciones han sido relacionadas con estas
proteinas: inmunomodulacion durante la invasion del helminto en el hospedero,
la migracion a través de los tejidos, fijacion a la pared intestinal y alimentacién

de sangre (Cantacessi y col., 2012).

La primera proteina de esta familia que fue aislada de nematodos fue NIF, la
cual es secretada por el Ancylostoma caninum en el estadio L3 (Moyle y col.,
1994). Se demostré que NIF juega un rol inmunomodulatorio bloqueando la
adhesion de los neutrdfilos activados a las células del endotelio vascular y la
subsecuente liberacion de peroxido de hidrogeno desde los neutrofilos activados
(Moyle y col., 1994). Un estudio enfocado a profundizar en este fenbmeno
demostré que NIF tiene la capacidad de unirse selectivamente al dominio A de
la integrina 32 CR3 (Riue y col., 1994), propiedad que se exploré en la migracion
transendotelial de eosindfilos, observandose la inhibicion in vitro, lo cual ademas
se correspondi6 con la supresion de la respuesta inflamatoria alérgica inducida

por OVA en el pulmén (Schnyder-Candrian y col, 2012).

Otro miembro de esta superfamilia es el inhibidor de plaquetas de anquilostoma
(Ac-HPI, siglas del inglés). Esta proteina también es secretada por el A. caninum
y se identific6 como un inhibidor de activacién plaquetaria que actla a través del
bloqueo de la integrina receptora de fibrinégeno allb3 y la integrina receptora
de colageno o231 (Chadderdon y Cappello, 1999; Del Valle y col., 2003). Huang
y col., (2020), identificaron un homologo en el A. ceylanicum, Ace-HPI, el cual
presentd un 91% de homologia con Ac-HPI. La proteina recombinante fue
expresada en E. coli y mostré buena reactividad con el suero positivo de perros
infectados con A. ceylanicum. La inmunolocalizacion indicé que Ace-HPI se
encontraba en el eséfago y las glandulas cefalicas del adulto. Ademas, la Ace-

HPI recombinante inhibio la agregacion plaquetaria in vitro (Huang y col., 2020).

Otra proteina estudiada dentro de esta familia es la Sm-Vval-9, la cual es

expresada por S. mansoni. Se demostré que la Sm-Val-9 recombinante participa
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en la reorganizacion de tejidos y la remodelacion de la matriz extracelular, lo cual
afecta la expresion de productos génicos de metaloproteinasa de matriz
remodeladora (MMP) y los inhibidores tisulares de metaloproteinasa (TIMP) en

cultivos in vitro (Yoshino y col., 2014).

La Na-Asp-2 es una proteina perteneciente a esta familia expresada por N.
americanus en el estadio larvario L3, cuya estructura tridimensional se asemeja
a las quimiocinas CC (Asojo y col., 2005). Se ha reportado que esta proteina
induce migracion y acumulacion de neutréfilos y monocitos en tejidos, una
actividad potencialmente pro-inflamatoria que podria ayudar a la migracion de la
larva a través del incremento de la permeabilidad del tejido (Bower y col., 2008).
Esta proteina, como ya sa habia mencionado en el acapite anterior, también se
une a las células B humanas via CD79A, regulando negativamente lyn, PI3K y

la sefalizacion del receptor de las células B (Tribolet y col., 2014).

Por otro lado, recientemente ha aumentado el estudio de proteinas de esta
familia como proteinas de union a lipidos (Wilbers y col., 2018). En este sentido,
se ha observado que en el dominio CAP hay bolsillos que unen a lipidos, tales
como leucotrienos, esteroles y fosfolipidos cargados negativamente. Las
proteinas de levaduras (relacionada con patégenos de levadura [Pryl] y Pry2)
se unen a esteroles y acidos grasos en dos sitios distintos de unién a lipidos
(Choudhary y col., 2012; Darwiche y col., 2017). Estos dos bolsillos de unién a
lipidos bien definidos son un bucle flexible que se une a esteroles (llamado bucle
del motivo de unién a caveolina [CBM]) y un canal hidrofébico, que esta formado
por dos hélices alfas paralelas, la llamada cavidad de union a palmitato. Ademas,
se demostrd que la cavidad de unién a palmitato de tablysin-15 de la saliva de
la mosca de los caballos Tabanus yao se une a leucotrienos y, de ese modo,

inhibe sus efectos proinflamatorios (Xu y col., 2012).

6. Estrategias para enfrentar la infeccion de anquilostomas

Con el fin de disminuir estas infecciones helminticas por parte de la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS), varias han sido las estrategias que se han seguido.
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Una primera medida fue la Campafa de Calzado (Footwear Campaign), cuya
intencion era establecer una barrera fisica que previniera la penetracion de las
larvas de estos gusanos (Hotez, 2013). Lamentablemente, la infeccién de estos
anquilostomas puede ocurrir a través de cualquier superficie expuesta de la piel,
y por otra parte, el A. duodenale puede infectar también por via oral (Hotez,
2013). Una segunda medida fue el programa WASH (del inglés, Water,
Sanitation and Hygiene program), el cual pretendia controlar las infecciones con
un mejor saneamiento de las areas (Hurlimann y col., 2018). Las principales
limitaciones de este programa es que es caro de implementar y requiere de un
tiempo prolongado para poder observar su efecto. Una tercera medida fue el
uso de quimioterapéuticos preventivos, es decir, la administracion de un farmaco
que eliminara los gusanos (Hotez, 2013). Los cuatros medicamentos usados
por la OMS son el albendazol, mebendazol, levamisol o pamoato de pirantel. Las
dificultades enfrentadas en el uso de estos farmacos es que mostraban una
eficiencia variable en regimenes de una sola dosis, ademas, no se lograba
prevenir una segunda reinfeccion e induce resistencia de estos gusanos a los
farmacos (Hotez, 2013). Una manera de optimizar estas medidas fue
integrandolas: al realizar saneamiento de las areas y administrar de manera
masiva los farmacos mencionados se observo un control mas efectivo de la
infeccion por anquilostomas, no obstante, esta estrategia ha sido relativamente

poco estudiada (Haldeman y col., 2020).

Una cuarta medida ha sido el desarrollo de vacunas contra los helmintos.
Actualmente no existe una vacuna antihelmintica para humanos, y esto se debe
a varios factores: 1- al complejo ciclo de vida que presentan estos parasitos; 2-
en las zonas de mayor prevalencia de estas infecciones, los individuos
desarrollan altos titulos de IgE contra antigenos especificos de estos gusanos,
lo cual pone en riesgo la seguridad de las vacunas; y 3- al poco conocimiento
gue se tiene sobre las funciones llevadas a cabo por las moléculas derivadas de

estos organismos (Wong y col., 2022).

Varios han sido los esfuerzos por desarrollar una vacuna contra los
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anquilostomas. Un candidato inicial fue la proteina Na-Asp-2 la cual se secreta
durante el estadio larvario infectivo de N. americanus. La inmunizacion con
esta proteina demostré ser inmunogénica, pero en un estudio con individuos
provenientes de una region de Brasil que presenta alta incidencia de este tipo de
infeccion, se encontré que esta molécula inducia la una respuesta mediada por
IgE en aquellas personas que habian estado expuestas previamente al
gusano, lo que genero efectos adversos, siendo la urticaria el mas notorio de
ellos (Diemert y col., 2012). Un segundo acercamiento al desarrollo de una
vacuna fueron dos enzimas recombinantes involucradas con la alimentacion
por sangre y la desintoxicacién: la proteasa aspartica que degrada la
hemoglobina, Na-APR-1 (siglas del inglés) y la glutatidn-S-transferasa
hemodetoxificante, Na-GST-1 (siglas del inglés). Ambas vacunas se han
probado de manera independiente en ensayos de seguridad de fase la
([https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01717950](https://clinicaltrials.gov/ct2/sho
w/NCTO01717950)) (Diemert y col., 2017), y mas recientemente en una region
endémica de N. americanus en Gabon, como una combinacion de vacunas
coadministradas con alhydrogel como adyuvante (Adegnika y col., 2021). Se
demostré que ambas vacunas son inmunogénicas y seguras, y ahora esperan
pruebas de eficacia utilizando el modelo de infeccibn controlada por
anquilostomas. Tanto Na-APR-1 como Na-GST-1 se expresan en el intestino del
pardsito en su etapa adulta. Ademas, estos antigenos de anquilostomas
adultos parecen evitar los problemas anteriores relacionados con la induccion de
respuestas alérgicas. En general, los enfoques de seleccion de antigenos para
vacunas contra helmintos y otros parasitos intestinales transmitidos por el suelo
(STH) ahora tienen criterios rigurosos para descartar proteinas que provocan

respuestas de IgE en individuos infectados (Diemert y col., 2018).
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Tabla 1 Resumen de los candidates vacunales que se encuntran en fase clinica (Tomado de Puchner y col., 2023)

Candidato Sistema de expresion | Desarrollador Fase de desarrollo Ruta de
administracion

rNa-GST-1 con Pichia pastoris Texas Children’s Fase 1-2 i.m. 3 dosis
Alhydrogel, GLA o CpG Center for Vaccine

Development with

Aeras and Walter

Reed Army Institute of

Research
rNa-APR-1 con Tabaco Texas Children’s Fase 1 i.m. 3 dosis
Alhydrogel, GLA o CpG Center for Vaccine

Development with

Fraunhofer
rNa-Asp-2 Pichia pastoris Previously Walter Se descontinud luego  i.m. 3 dosis

Reed Army Institute of de fase 1

Research and Instituto (producia urticaria)

Butantan
Combinacion de rNa-  Ambos sistemas Texas Children’s Fase 1 i.m. 3 dosis
GST-1y rNa-APR-1 con Center for Vaccine
Alhydrogel, GLA o CpG Development

Otras propuestas de vacunas se basan en la inmunizacibn con gusanos
atenuados. En este sentido Chapman y col., (2022), en un reciente ensayo
clinico de fase 1, vacunaron voluntarios sanos con larvas de N. americanus
tratadas con UV y demostré ser segura y bien tolerada, al tiempo que indujo
respuestas inmunitarias humorales y celulares sustanciales. El reto con larvas
vivas resultd6 en un numero significativamente menor de larvas en los
participantes vacunados en comparacion con los no vacunados (Chapmany col.,
2022).

[Il. Antecedentes

El trabajo de Bouchery y col., (2020), se enfocd en desentrafiar la interaccion
neutroéfilos-N. brasiliensis en la piel: concluyendo que los primeros atacaban a
los gusanos liberando NETs, mientras estos ultimos, en modo de defensa,
secretaban una DNasa para cortar al ADN de la trampa extracelular. En este
estudio, se demostr6 que alrededor de 6 horas post-infeccién, habia una
infiltracion de neutrdfilos en la piel que rodeaban a los gusanos. Adicionalmente,

observaron que los ESP de la larva infectiva (L3) era capaz por si sola de atraer
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a los neutrdfilos por quimiotaxis (Bouchery y col., 2020), indicando que uno o
varios de sus componentes tenian la capacidad de comportarse como

quimiocina.

Por otro lado, Bower y col., (2008) reportaron que la proteina Na-Asp-2, una
SCP-TAPS secretada por N. americanus en el estadio L3, era capaz de reclutar
neutréfilos y monocitos in vivo. Ademas, mostraron in vitro que este
reclutamiento se debia a que esta proteina se comportaba como una quimiocina,
y no como una proteina pro-inflamatoria, lo cual era respaldado con su
estructura determinada por cristalografia de rayos-X, donde se observé que era

similar a las quimiocinas CC (Asojo y col., 2005; Bower y col., 2008).
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Figura 5. Analisis de los datos transcriptomicos. A. Estrategia experimental seguida para obtener las muestras de RNA en
cada uno de los estadios de N. brasiliensis. B. Expresion diferencial de genes al comparar los datos transciptomicos entre
estadios. II: Cuadrante correspondiente a los genes mas expresados en los estadios L3 y L5 con respecto a L4; II: Los

genes mas expresados en L5; IlI: los genes mas expresados en L3y IV: los genes mas expresados en L4.

En nuestro grupo, con el objetivo de estudiar las rutas moleculares de interaccion

entre N. brasiliensis y Mus musculus, se realiz6 la secuenciacion de RNA
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(mediante RNA-seq, lllumina) del gusano en cada uno de sus estadios, a partir
de muestras de tejidos infectados. Para ello se infectaron ratones con 600
gusanos cada uno y se tomaron muestra de la piel al cabo de una hora (para
asegurar la toma de gusanos en estadio L3 en dicho tejido), del pulmén al cabo
de dos dias (para asegurar la toma de gusanos en estadio L4 en dicho tejido) y
del duodeno-yeyuno a los 5 dias (para asegurar la toma de gusanos en estadio
L5 en dicho tejido). Con los datos transcriptomicos obtenidos se realizd un
estudio de los genes diferencialmente expresados y se tomaron los veintes
transcritos mas expresados en cada estadio de N. brasiliensis (Figura 5). A partir
de estos datos de la secuenciacion del RNA del gusano y teniendo en cuenta los

dos trabajos mencionados, nos preguntamos:

¢Habra en los ESP de N. brasiliensis una proteina de la familia SCP-TAPS

similar a Na-Asp-2 encargada del reclutamiento de granulocitos y/o monocitos?
Hipotesis:

Una proteina de la familia SCP-TAPS presente en los productos de secrecion-
excrecion en la etapa infectiva de Nippostrongylus brasiliensis recluta

granulocitos y/o monocitos en Mus Musculus
Objetivo general:

Identificar un candidato a partir de los datos transcriptomicos y determinar si es

capaz de reclutar granulocitos y/o monocitos y evaluar su capacidad protectora.

Objetivos especificos:

- ldentificar un candidato mediante herramientas bioinformaticas
- Obtener la proteina seleccionada mediante el sistema de expresion de Baculovirus
- Evaluar si es capaz de reclutar granulocitos y/o monocitos in vivo

- Evaluar si es capaz de inducir una respuesta protectora contra N. brasiliensis
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V. Materiales y Métodos

1. Ciclo de vida de Nippostrongylus brasiliensis

Las larvas infectivas de estadio L3 de N. brasiliensis se recuperaron de heces
mediante filtracion en un aparato de Baermann con solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) a 37°C a través de papel de filtro durante 90-120 minutos.
Se inyectaron subcutaneamente 3000 larvas infectivas en PBS en ratas macho
Wistar de 200g. Las ratas fueron sacrificadas por asfixia con isofluorano
(Fluriso™ VETONE®) 7 dias después de la infeccidon y se extrajeron sus
intestinos delgados y ciegos. Las heces, que contenian los huevos del parasito,
fueron recolectadas, se convirtieron en una pasta y se mezclaron con carbon
activado (MARILAND®). Esta mezcla se colocd en placas de Petri y se dejaron
incubando a 28°C durante al menos 5 dias, cuando ya eran visibles las larvas

eclosionadas, y se podia comenzar el ciclo.

2. Infeccidon de ratones y recuperacion de gusanos

Para obtener los gusanos en el estadio adulto (L5), se inyectaron por via
subcutanea ratones C57BL/6 con 600 larvas en estadio infectivo (L3) de N.
brasiliensis. A los 7 dias post-infeccidn, se extrajo el intestino delgado, al cual se
le realizo un corte longitudinal y se incubé en PBS a 37°C por mas de 2 horas
en coladeras para que separara los gusanos. Luego estos gusanos fueron

aislados de los restos de intestino y heces, con ayuda de un microscopio optico.

3. Obtencion de los productos de excrecion-secrecion de N. brasiliensis en

diferentes estadios

Para obtener los ESP de los gusanos en el estadio L3, se aislaron los gusanos
del carbdn activado mediante aparato de Baermann y se lavaron 5 veces con
15-20 ml de solucion de lavado 1 (NES Wash 1. PBS con Gentamicina
(0.2mg/mL) (SON'’S) y Penicilina-Estreptomicina (GIBCO)) y luego 3 veces con

37



15-20 ml de una solucién de lavado 2 (NES Wash 2: RPMI 1640 (Sciencell) con
Gentamicina (0.2mg/mL)(GIBCO) y Penicilina- Estreptomicina). Se contaron los
gusanos con ayuda de un microscopio Optico y se cultivaron a 37°C en una
solucién de cultivo (NES culturing solution: RPMI con gentamicina (0.1mg/mL),
penicilina-streptomicina, glutamina y glucosa 1% (SIGMA)) a una concentracion
de 10000 gusanos L3/mL.

Para obtener los ESP de los gusanos en el estadio adulto (L5), una vez aislados
como se menciono en el acapite 2, se lavaron siguiendo los mismos pasos que
para el estadio L3, pero se cultivaron a una concentraciéon de 100 gusanos
L5/mL.

En ambos caso se tomé el sobrenadante cada 2 dias durante una semana y
luego se conservo a -20°C hasta su uso. Se midio la concentracién por el método

colorimétrico de Lowry.

4. Técnicas moleculares

4.1. Determinaciéon de la concentracion de proteina

Para determinar la concentracion proteica se utilizé el ensayo colorimétrico de
Lowry, siguiendo las instrucciones del fabricante (Bio-Rad). Para preparar la
curva de calibracion se utilizé un rango de concentraciéon de 0.0125mg/mL a

2mg/mL de Seroalbumina bovina (BSA) y la absorbancia fue leida a 750nm.

4.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

Las proteinas fueron separadas mediante electroforesis en SDS-PAGE bajo
condiciones estandar de la siguiente manera: SDS-PAGE al 12% - Gel de
resolucién: mezcla de acrilamida al 12% (p/v), 0.4 M de Tris base, pH 8.8,
0.1% de persulfato de amonio, 0.1% (v/v) de N,N,N',N'-Tetrametiletile-nediamina
(TEMED) y 0.1% (p/v) de SDS. Gel de concentracion: mezcla de acrilamida al
5% (p/v), Tris pH 6.8, 0.1% de persulfato de amonio, 0.04% (v/v) de TEMED y

0.1% (p/v) de SDS. Las muestras de proteinas se hirvieron durante 5 minutos en
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un tampén de carga SDS (0.1 M de sacarosa, 3% (p/v) de SDS, 62.5 mM de Tris
base, pH 6.9, 2 mM de Na2EDTA, 0.05% (v/v) de B-mercaptoetanol, 0.0025%
(v/v) de azul de bromofenol) y se cargaron en el gel. Las muestras se separaron
en un tampon de corrida SDS-PAGE (MES) a una voltaje constante de 100 V' y
temperatura ambiente utilizando una camara de electroforesis mini- PROTEAN
Tetra (Bio-Rad), hasta que el frente del tinte alcanzé la parte inferior del gel.
Después de la electroforesis, las proteinas se visualizaron ya sea tifiendo con

plata o transfiriéndolas a membranas de nitrocelulosa.

4.3. Tincion de Plata

Se incubd el gel con la solucién de fijacién (50% metanol, 12% &acido acético,
0.02% de formaldehido) en agitacién suave durante al menos 60 minutos. Se
lavo el gel con etanol al 50% varias veces durante unos 10 minutos.
Posteriormente, se incubd un minuto con tiosulfato de sodio (0.2 mg/mL) y se
lavé con abundante agua destilada. Luego se equilibré el gel con nitrato de plata
(2mg/mL, 0.03% de Formaldehido) durante 45-60min. Se lavo el gel con agua
destilada varias veces durante unos minutos y se agrego la solucion reveladora
(carbonato de sodio 60 mg/mL, tiosulfato de sodio 0,0004 mg/mL) y agitd
suavemente hasta que aparecieron las bandas. Para detener la reaccion se
afiadio la solucién de paro (Acido acético 50%).

4.4. \Western Blot

Las muestras de proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE al 10% (Bio-
Rad), segun se describié anteriormente (acépite 5), y luego transferidas a una
membrana de nitrocelulosa utilizando una celda de transferencia electroforética
(Bio-Rad). Antes de la transferencia, las membranas, los geles de poliacrilamida
y otros componentes de transferencia fueron equilibrados en un tampén de
transferencia (25 mM de Tris base, 192 mM de glicina 'y 20% (v/v) de metanol).
La transferencia electroforética de proteinas se llevd a cabo durante 90 minutos
a una corriente constante de 400 mA en un tampon de transferencia en hielo.

Después de la transferencia, las membranas fueron incubadas en un tampon de
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bloqueo (TBS con 2.5% de leche descremada) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Luego, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario (anti-
polyHistidina, Invitrogen, PA1.983B) en TBS con 2.5% de leche en polvo y 0.1%
de Tween 20 durante la noche a 4°C. Se utilizo el anticuerpo de conejo anti-
HisTag a una dilucion de 1:1000. Después de tres lavados de 10 minutos con
0.1% de Tween 20 en TBS a temperatura ambiente, las membranas fueron
incubadas posteriormente con un anticuerpo secundario anti-conejo (anti-rabbit,
ThermoFisher, dilucién 1:10000) conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas fueron lavadas tres
veces durante 10 minutos con 0.1% de Tween

20 en TBS. Los anticuerpos fueron visualizados mediante Western Blot

Chemiluminescence HRP Substrate (Takara).

4.5. Extraccion de ARN de Nippostrongylus brasiliensis

Se homogenizaron entre 18000-20000 larvas L3 de N. brasiliensis en 200 ul de
TRIzol (Ambion). Después de centrifugar a 12.000 g durante 2 min para eliminar
los residuos, se afadieron 100 pl de cloroformo (IBI SCIENTIFIC) al
sobrenadante. Después de la incubacién a temperatura ambiente durante 15
min, las muestras se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4°C. La fase
acuosa superior se transfirié6 a un tubo nuevo que contenia 2 pl de glicégeno
(Invitrogen). Se afiadieron 250ul de isopropanol (SIGMA-ALDRICH). Se dej6
precipitar a temperatura ambiente y se centrifug6 a 12 000 g por 10 min. Se lavé
el pellet con 500ul de etanol/DEPC al 75%. Se centrifugo a 12 000 g durante 10
min y se dejo secar el pellet durante 10 min. El pellet se resuspendio

en 20 ul de agua MilliQ. Luego se determiné la concentracion por Nanodrop.

4.6. Reaccionen CadenadelaPolimerasade Transcripcion Inversa (RT-
PCR)

Para obtener los ADN complementarios (cDNA) se realizd la reaccion de
transcripcion inversa siguiendo las instrucciones del kit de la SuperScript™ Il RT

(Invitrogen). Brevemente, 1 pg de ARN total se mezcl6 con 1 pl de cebador oligo-
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dT (500ug/mL), 1 pl de dNTP MIX (10mM cada dNTP) y se enras6 hasta 13 pl
con agua destilada. La mezcla se calenté a 65°C durante 5 minutos y luego se
enfrid6 rapidamente en hielo. Se afiadieron a continuacion los siguientes
componentes: 4 pl de tampon de reaccion (5x First Strand Tampdén), 2 pl de
ditiotreitol (0.1M). Esta mezcla se incub6 2 min a 42°C. Posteriormente, se
afadio la SuperScript Il RT (0.2 pl, 50 unidades). La muestra se incubé durante

1 hora a 42°C y se inactivo a 700C por 15 minutos.

4.7. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Las PCR, se llevaron a cabo en un volumen final de 10 ul que contenia 2.5 U de
la Taqg polimerasa de ADN (Invitrogen), 1x tampén PCR, 0.25 mM de cada dATP,
dTTP, dCTP y dGTP, y 10 umoles de cada cebador, asi como la cantidad
indicada de ADN molde. Las reacciones de amplificacion se realizaron de la
siguiente manera:

Para la amplificacion del cDNA de SCP-2, checar su clonacion e insercion al

bacmido (genoma del Baculovirus):

(1) 95°C durante 3 minutos

(2) 95°C durante 30 segundos

(3) 58°C durante 1 minuto

(4) 72°C durante 1 minuto. Repetir los pasos (2) al (4) durante 35 ciclos

(5) 72°C durante 5 minutos

Para linearizar el vector pFastBac Dual:
(1) 95°C durante 3 minutos
(2) 95°C durante 30 segundos

(3) 60°C durante 7 minutos

(4) 72°C durante 1 minuto. Repetir los pasos (2) al (4) durante 35 ciclos
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(5) 72°C durante 5 minutos

5. Expresiéon y purificacion de proteina recombinante en sistema de

expresion de Baculovirus

5.1. Clonacioén

El gen de interés se inserto en el vector pFastBacDual mediante la tecnologia de
In-Fusion. Brevemente, se amplificé el gen de interés a partir de cDNA obtenido
de N. brasiliensis en el estadio L3 y se lineariz6 mediante PCR el vector
pFastBacDual (acapite 10). Los cebadores utilizados se disefiaron de manera
que los extremos de los amplicones del gen de interés y del vector fueran
complementarios. Se purificaron los amplicones obtenidos a partir del gel de
agarosa y fueron incubados con una exonucleasa 3'-5" para generar extremos
cohesivos y luego se transformaron E. coli DH5a con este plasmido. A las
colonias seleccionadas se les realizé una PCR con cebador especifico por el
gen de interés (Nb-SCP-2 forward) y otro por el vector (SV40 reverse) para
checar la insercion del gen. También para comprobar esta insercién se realizé
una incubacién con enzimas de restricciéon (Hindlll y BamHI) cuyos sitios de
restriccion flanqueaban el gen insertado. El pladsmido fue purificado mediante
MiniPrep.

5.2.  Obtencion del césmido de Baculovirus y transfeccion de las

células de insectos Sf9

A partir del plasmido clonado, se transformé la cepa de E. coli DH10Bac, las
cuales esta modificadas genéticamente para que inserten el gen de interés en el
genoma del Baculovirus (bacmido). A las colonias seleccionadas se les
comprobd la insercion del gen de interés en el cosmido mediante PCR, utilizando
un cebador especifico del inserto (Nb-SCP-2 forward) y otro del cosmido (M13

reverse).

A partir del césmido purificado, se lipotransfectaron células de insecto SF9.
Brevemente, se diluy6 el cdsmido en un volumen de medio de cultivo sin suero

segun las recomendaciones del fabricante del agente de transfeccion lipidica
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(Cellfectin). Se mezclo el ADN diluido con el agente de transfeccion lipidica en
un tubo de microcentrifuga y se incubd durante 15-30 minutos a temperatura
ambiente para formar el complejo lipofectante. Las células SF9 se lavaron con
PBS y se resuspendieron en medio de cultivo sin suero para obtener una
densidad celular de aproximadamente 1 x 10% células/mL. El complejo
lipofectante se afiadid a las células y se mezclé suavemente. Se incubaron a
27°C durante 4-6 horas para permitir la transfeccion. Después del periodo de
incubacion, se agrego6 suero fetal bovino para alcanzar una concentracion final
del 10% y continud incubando durante un periodo adicional de 48 a 72 horas,
hasta que algunas células fluorescieron ya que el césmido poseia el gen de la

proteina verde fluorescente (GFP, singlas del inlgés).

5.3.  Expresion de la proteina recombinante en células de insectos

A partir del sobrenadante de las células transfectadas, donde se encuentran los
nuevos Baculovirus formados, se infectaron nuevas células Sf9 o Hi-5 en una
relacion de 10-12 pL de Baculovirus por cada 100 mL de células SF9 o Hi-

5. Se dejo este cultivo 72 horas a 28°C en agitacion y luego se centrifugd 3000g,

10 min, para colectar las células. El pellet se conservo a -70°C hasta su uso.

5.4. Purificacion de la proteina recombinante

Partiendo del pellet de células Sf9 o Hi-5, se lisaron dichas células con tampdén
de lisis (50mM de NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM Imidazol, 1% de NP-40, pH=8)
en una relacién 4mL por cada 20 x 10° células, en una incubacién de 10 minutos
en hielo. Se centrifugd 3000g, 10 minutos y se conservo el sobrenadante.
Posteriormente, 10 mL del sobrenadante se dej6 fluir a gravedad por 5ml de
una columna de Ni-NTA (Qiagen). Se lavé la columna con 20 mL de la solucion
de lavado (50 mM de NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH=8) y se eluy6
en 5 volimenes de 5mL con la solucién de elucién (50 mM de NaH2POa4, 300
mM NaCl, 120 mM Imidazol, pH=8). Luego se cambi6 el tampdn donde se
encontraba la elucién mediante dialisis (membrana de 6-8 kDa) a tampdn de

fostato (20 mM NaH2PO4 y Na2HPO4, pH=7). Luego toda la solucién dializada
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se dejo fluir a gravedad en una columna de 1.5mL Carboximetil celulosa (Protein-
PakTM CM 15HR). Se lavd con 5 volumenes de columna con el tampon de
lavado (tampon de fosfato pero con 350mM de NacCl) y se eluy6 con 5 volumenes
de columnas con tampdn de elucion (tampén de fosfato pero con 420 mM de
NacCl)

6. Ensayo de inflamacién Bolsa de Aire (Air Pouch)

Para evaluar in vivo si la proteina Nb-SCP-2 poseia la capacidad de reclutar
leucocitos se utilizé el ensayo de Bolsa de Aire (Lu y col., 2020). Brevemente,
en el dia 0 se anestesian completamente los ratones con 30% de isofluorano
(diluido en propilenglicol). Mantener anestesiado al ratébn durante el
procedimiento, introduciendo la cabeza en un Tubo Falcon de 50 mL
conteniendo algodon con la solucién de isofluorano 30%. Usando un filtro de
0.22 um conectado a una jeringa de 5 mL se obtiene un volumen de 3 mL de aire
esterilizado y se administra subcutaneamente el aire esterilizado utilizando una
aguja de 27 G x 13mm. En el dia 4, se inyecta 3 mL adicionales de aire
esterilizado en el bolsillo de aire previamente establecido para mantener la bolsa
de aire como se describid. En el dia 7 se inyecta diferentes tratamientos (100 ug
de Nb-SCP-2 y 300 ug de lisado de células insecto Hi-5) en la bolsa de aire: se
inyecta 1 mL de PBS al grupo control negativoy 1 mL de LPS a 1 pg/mL al grupo
control positivo para inducir la inflamacion local. Después de 6 horas post-
tratamiento, se anestesian completamente los ratones con 30% de isofluorano.
Para cada bolsa de aire, se lava con 1 mL de tampon de lavado (PBS) y se
recoge el exudado inflamatorio en un tubo de centrifugacion de 15 mL. Se vuelve
a lavar la bolsa de aire con 2 mL de tampén de lavado (PBS) 2 veces y se
recupera el exudado inflamatorio en el mismo tubo de centrifugacion. Se
centrifuga a 1500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se descarta el
sobrenadante y resuspenden las células en 0.5 mL de tampdn de lavado (PBS).
A partir de esta suspension, se realiza el conteo celular y se analizaron diferentes
poblaciones celulares por citometria de flujo, usando los anticuerpos de la Tabla
1: Zombie, CD11b, CD45, Siglec-F, F4/80, Ly6G, CD3, CD4, CD8.
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Tabla 2 Lista de anticuerpos usados en citometria de flujo

Anticuerpo | Fluorocromo Clon
Zombie Aqua - -
Anti-CD11b PB M1/70
Anti-CD45.2 | PE-Dazzle 104
Anti-Siglec-F PE E50-2440
Anti-F4/80 PE-Cy7 BM8
Anti-Ly6G APC 1A8
Anti-CD3 FITC UCHT1
Anti-CD4 PE-Cy5 GK1.5

7. Inmunizacién de ratones con la proteina recombinante y reto con N.

brasiliensis

Para evaluar si la proteina Nb-SCP-2 podia generar una respuesta inmune de
memoria contra N. brasiliensis, se inmunizaron ratones Balb/C hembras de 6-8
semanas con 25 ug de Nb-SCP-2 y adyuvante Alimina en una relacién 1:1, por
via subcutanea. Se inmunizaron 3 veces cada dos semanas y se les extrajo
sangre: preinmune y después de cada inmunizacion. A los 14 dias después
de la tercera inmunizacién se retaron los ratones con 600 N. brasiliensis y a los

7 dias se contaron los gusanos en el intestino delgado.
8. Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA) indirecto

Para determinar los anticuerpos IgG especificos a NB-SCP-2, los sueros fueron
evaluados por ELISA indirecta. Microplacas de 96 pozos fueron tapizadas con
50 pL de Nb-SCP-2 a una concentracion de 1 ug mL-1 en 0.1 M de solucién
amortiguadora de bicarbonato de sodio (pH 9.2) a 4 °C durante toda la noche. Las
microplacas se lavaron 5 veces con 200 uL de PBS con 0.2% Triton X-100, se
bloguearon posteriormente con 300 pL por pozo de PBS-Tritdbn + 5% de leche
sin grasa por 1 h a 37 °C. Se repitieron los lavados y se coloc6 en cada pozo
50 uL de cada uno de los sueros de raton diluidos 1:25 en solucion de bloqueo,

se incubaron las placas 1 h a 37 °C. Nuevamentese realizaron 5 lavados y fueron
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agregados 50 pL de anticuerpo secundario anti-lgG de ratdon (Sigma-Aldrich,
USA) a una dilucion 1:2000 conjugado con HRP. Colocado el anticuerpo
secundario se incubaron 1 h a 37 °C. 5 lavados mas se realizaron y se agregé 50
ML a cada pozo del sustrato 3,3’,5,5’-Tetrametilbencidina (TMB) y se incubaron
a temperatura ambiente por 20 min. Para detener la reaccidon se agregaron
50 pL de una solucién 0.16 M de acido sulfarico. Finalmente, para hacer la
lectura de las placas se utilizé el equipo multiskan FC 3.1 (Thermo Fisher, USA)
con un filtro de 450 nm.

9. Bioinformatica

Los alineamientos multiples se realizaron mediante ESPript 3.0 o ENDscript 2.0
(Gouety col., 2003; Roberty Gouet, 2014). Las comparaciones entre secuencias
se realiz6 usando BLAST. Las estructuras tridimensionales fueron predichas
usando AlphaFold 2.0. Colab. Las visualizaciones se realizaron mediante
Pymol™ 1.7 x.

10.Estadistica
Los datos fueron analizados y graficados utilizando ANOVA de una via o T de

Student, segun se indique, en GraphPad Prism 8.0.1.

NOTA: En la figura 26 (Anexo), se muestra un esquema de las diferentes fases del trabajo experimental.
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V. Resultados

1. Identificacién de un candidato a partir de los datos transcriptdmicos

Los anquilostomas son parasitos que migran por diferentes tejidos y en cada uno
de ellos establecen una interaccion con el hospedero, donde solo en esos nichos y
no en otro lugar llevan a cabo su desarrollo (Loukas y col., 2016; Hodda y col.,
2022b). En el caso de N. brasiliensis, los tejidos por los que migra son la piel (donde
es L3), el pulmoén (donde se convierte en larva L4) y el intestino delgado (donde
termina su desarrollo como larva L5 o adulto) (Serrano-Pinto y Licona-Limén., 2017);
y en cada uno de estos tejidos el gusano debe adaptarse para poder realizar la
infeccidn. Esto conlleva a que en cada uno de estos contextos modifiquen sus ESP,
modificando su transcriptoma dependiendo del estadio larvario (Logan y col., 2020).
Bouchery y col, demostraron que los ESP del estadio L3 tienen la capacidad de
reclutar neutréfilos de una manera quimiotactica (Bouchery y col., 2020). Con el
objetivo de identificar un candidato capaz de reclutar granulocitos y/o monocitos,
nos propusimos a partir de datos obtenidos de secuenciacion de RNA del gusano
en cada uno de sus estadios de desarrollo (las condiciones para obtener estos datos
se muestran en la Figura 4), analizar los 20 genes mas expresados por cada
estadio. En las Tablas 3, 4 y 5 se muestran estos genes y sus respectivas proteinas
(usando la base de datos WormBase ParaSite) para los estadios L3 (piel), L4

(pulmdn) y L5 (intestino), respectivamente.

En la Tabla 3 se pueden observar los 20 genes mas expresados en el estadio
infectivo L3. De estos, 9 no se pudieron relacionar con ningun tipo de proteina, y
aunque se muestra entre paréntesis posibles tipos proteicos inferidos por
alineamiento contra todos los genomas usando BLAST, los valores de significancia
son muy altos como para considerarlos. No obstante, 4 de estos genes resultaron
ser enzimaticos: hidrolasa o/, lipasa, fosfolipasa A1 y astacina; mientras 2
pertenecian a la familia SCP-TAPS. Los otros 5 genes estan relacionados con
proteinas con funcidon desconocida como la KO2F3.9; con funciones de adhesion

como la hemaglutinina filamentosa; o con proteinas que su localizacién es
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intracelular o en la membrana celular: actina, FbxL15 y la proteina que contiene el

dominio 2 del receptor asociado a proteina G F1.

Tabla 3. Los 20 transcritos mas expresados en el estadio L3 de N. brasiliensis. Estos transcritos fueron obtenidos

de la piel al cabo de 1 hora post-infeccion.

NBR_0002142001-mRNA-1

NBR_0001204001-mRNA-1
NBR_0001764201-mRNA-1
NBR_0001472001-mRNA-1
NBR_0000895901-mRNA-1
NBR_0001568001-mRNA-1
NBR_0001082701-mRNA-1
NBR_0000189801-mRNA-1
NBR_0000083401-mRNA-1
NBR_0000914301-mRNA-1
NBR_0001076501-mRNA-1
NBR_0000693401-mRNA-1
NBR_0001126701-mRNA-1
NBR_0001401001-mRNA-1
NBR_0000300101-mRNA-1
NBR_0000707201-mRNA-1
NBR_0000361301-mRNA-1
NBR_0000902901-mRNA-1
NBR_0001039601-mRNA-1
NBR_0000599901-mRNA-1

n-a (Chitin-binding type-2 domain-containing protein, C. brenneri, e value 0,55)

SCP domain-containing protein

n-a (Fibrocystin-L, Paragonimus westermani, e value 0,59)

Alpha/Beta Hidrolasa

Lipase_3 domain-containing protein

SCP domain-containing protein

n-a (POU domain, class 6, transcription factor 2, Strongylus vulgaris, e value 0,013)
Filamentous hemagglutinin

F-box/LRR-repeat protein 15

Phospholipase B1, membrane-associated (inferred by orthology to a human protein)
n-a (Transcription initiation factor 1IB, Mesocestoides corti, e value 0,2)

Actin

Astacin domain-containing protein (Paralogo)

n-a (Phosphotransferase, Nippostrongylus brasiliensis, e value 3.1)

K02F3.9 (proteina con dominio con funcidn desconocida)

n-a (G_PROTEIN_RECEP_F1 2 domain-containing protein, Enterobius vermicularis, e value 6.3)
n-a( Neuropeptide-like protein, Haemonchus contortus, e value 0,00079)
G_PROTEIN_RECEP_F1_2 domain-containing protein

n-a(Heat shock protein 60, Hymenolepis nana, 0.0023)

n-a (FLYWCH-type domain-containing protein, Ascaris lumbricoides, 0,43)

En el caso del transcriptoma del gusano en su estadio L4, en el pulmén, podemos
apreciar en la Tabla 4 que 3 genes no pudieron ser identificados con ningun
producto proteico, aunque usando BLAST se pudo inferir que 2 de ellos estan
relacionado con el colageno de la cuticula y el otro con la actividad enzimatica
pectinesterasa. Ademas, se encontraron 3 proteinas que pertenecen a la familia
SCP-TAPS, un inhibidor de canales de potasio, 3 proteinas relacionadas con el
colageno de la cuticula, 2 enzimas: lisozima y legumaina, y una globina, siendo esta
la tercera mas altamente expresada. Por otro lado, hay transcritos muy abundantes

gue estan relacionados con proteinas intracelulares o de membrana: 2
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relacionadas con proteinas nucleares, un receptor de glutamato, una proteina de

union a actina, una paramiosina, una relacionada con el desarrollo, y una

mioglobina, siendo esta las mas expresada.

Tabla 4 Los 20 transcritos més expresados en el estadio L4 de N. brasiliensis. Estos transcritos fueron obtenidos

del pulmodn al cabo de 2 dias post-infeccion.

NBR_0000844701-mRNA-1
NBR_0000837101-mRNA-1
NBR_0001151101-mRNA-1
NBR_0001655501-mRNA-1
NBR_0001247501-mRNA-1
NBR_0002241801-mRNA-1
NBR_0001368601-mRNA-1
NBR_0001156601-mRNA-1
NBR_0001986501-mRNA-1
NBR_0001030501-mRNA-1
NBR_0001373101-mRNA-1
NBR_0000810401-mRNA-1
NBR_0001310801-mRNA-1
NBR_0000542101-mRNA-1
NBR_0001883801-mRNA-1
NBR_0001355801-mRNA-1
NBR_0001942601-mRNA-1
NBR_0000861301-mRNA-1
NBR_0000932801-mRNA-1
NBR_0001368701-mRNA-1

Myoglobin

n-a (Pre-mRNA splicing factor, Nippostrongylus brasiliensis, e value 3.2)
Globin-like protein (inferred by orthology to a C. elegans protein)

Nuclear receptor domain-containing protein

Col_cuticle_N domain-containing protein

Nuclear pore complex protein

SCP domain-containing protein

Col_cuticle_N domain-containing protein

Paramyosin (inferred by orthology to a C. elegans protein)

Glycine rich superfamily member

SCP domain-containing protein

ketn-1 (KETtiN (Drosophila actin-binding) homolog)

n-a (PMEI domain-containing protein, Nippostrongylus brasiliensis, e value 3.1e-29)
n-a (Col_cuticle_N domain-containing protein, H. polygyrus, e value 5.9e-95)
ShKT domain-containing protein

CELF35-1 (inferred by orthology to a C. elegans protein)

Col_cuticle_N domain-containing protein

Legumain (inferred by orthology to a human protein)

Lysosyme (Inferred by ortology C. elegans)

SCP domain-containing protein

Al analizar los transcritos del gusano adulto (en el intestino delgado), observamos
en la Tabla 5 que 6 de los 20 genes no pudieron ser identificados con ninguna
proteina, aunque nuevamente usando BLAST inferimos la posible funcién de 4 de
ellos: uno estéa relacionado con la transcripcion (factor de transcripcion), uno es un
inhibidor de canales de potasio, otro esta asociado con el colageno de la cuticula y
por ultimo, uno tiene funcion de union de lipidos. En este estadio, solo encontramos
una proteina perteneciente a la familia SCP-TAPS, lo cual fue llamativo debido a
gue en el estudio protedmico realizado por Sotillo y col., (2014), se observo que esta
familia estaba altamente representada en los ESP del gusano adulto (Sotillo y col.,
2014). El transcrito mas abundante resulté ser una globina, resultado similar al

observado en el estadio L4. También se observd una enzima con actividad
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peptidasa (Peptidasa Al). Un hecho interesante se aprecio con los transcritos

relacionados con el colageno de la cuticula: se observo que en el gusano adulto hay

7 genes entre los 20 mas expresados y en la larva L4 encontramos 4, lo que

posiciona a estos transcritos los mas abundantes entre los de mayor expresion,

segun nuestros datos. Los 5 genes restantes estaban relacionados con funciones

como el desarrollo, ubiquitinacidn, respuesta a estrés, sefalizacion y trafico celular.

Tabla 5. Los 20 transcritos mas expresados en el estadio L5 de N. brasiliensis. Estos transcritos fueron obtenidos

del intestino delgado al cabo de 5 dias post-infeccion

NBR_0001151201-mRNA-1
NBR_0001253001-mRNA-1
NBR_0001556901-mRNA-1
NBR_0000947601-mRNA-1
NBR_0000933301-mRNA-1
NBR_0001654501-mRNA-1
NBR_0001354701-mRNA-1
NBR_0001392901-mRNA-1
NBR_0001722001-mRNA-1
NBR_0001264601-mRNA-1
NBR_0001156501-mRNA-1
NBR_0000611101-mRNA-1
NBR_0001770701-mRNA-1
NBR_0001293101-mRNA-1
NBR_0001600801-mRNA-1
NBR_0000773401-mRNA-1
NBR_0000875901-mRNA-1
NBR_0001642601-mRNA-1
NBR_0001493401-mRNA-1
NBR_0000533901-mRNA-1

Globin-like protein (inferred by orthology to a C. elegans protein)

n-a (TWiK family of potassium channels protein 7, Haemonchus contortus, e value 3.2)
Col_cuticle_N domain-containing protein

n-a (Factor de transcripcion)

SCP domain-containing protein

RING-type domain-containing protein

DUF148 domain-containing protein

Col_cuticle_N domain-containing protein

n-a

Cuticle collagen dpy-5 (inferred by orthology to a C. elegans protein)

Col_cuticle_N domain-containing protein

DAZ-associated protein 2

n-a (Col_cuticle_N domain-containing protein)

n-a (ShKT domain-containing protein, Nippostrongylus brasiliensis, e value 1.3e-48)
DUF4440 domain-containing protein

Col_cuticle_N domain-containing protein

Peptidase A1 domain-containing protein

n-a (Lipocalina salivary, Nippostrongylus, proteina similar 90%)

Cuticle collagen dpy-13 (inferred by orthology to a C. elegans protein)

SHSP domain-containing protein

De manera general, en los datos transcriptbmicos apreciamos que hay una alta

expresion de genes relacionados con actividades enzimaticas de degradacion de

moléculas (7 transcritos) y pertenecientes a la familia SCP-TAPS (6 transcritos).

50



Estos resultados se corresponden con lo que se encontro en la literatura, donde las
proteinas SCP-TAPS son de las de mayor abundancia en las secreciones de los
helmintos parasitarios, seguido por varios tipos de enzimas hidroliticas (Logan, y
col., 2020). Teniendo en cuenta que el objetivo de este trabajo es investigar si existe
una proteina similar a la Na-Asp-2 en los ESP de N. brasiliensis, tomamos los 6
transcritos de SCP-TAPS encontrados en nuestros datos (2 pertenecientes al
estadio L3, 3 al L4 y 1 al adulto) para realizar nuestro estudio. Para facilitar la

comprensién del trabajo nombramos las proteinas como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6 Nomenclatura propuesta para los 6 transcritos de SCP-TAPS identificados en nuestros datos

transcriptémicos

L3

NER_0001204001-mRNA-1 Nb-SCP-1

NER_00015628001-mRNA-1 L3 Nb-SCP-2
NER_00013628601-mRNA-1 L4 Nb-SCP-3
NER_0001373101-mRNA-1 L4 Nb-SCP-4
NER_0001368701-mRNA-1 L4 Nb-SCP-5

NER_0000933301-mRNA-1 L5 Nb-SCP-6

Como una primera aproximacion para caracterizar los 6 transcritos de SCP-TAPS
se realiz6 un alineamiento multiple usando ESPript 3.0 (Figura 6A). Se observo muy
poca similitud entre las secuencias, aunque los 6 residuos de cisteinas importantes

en la estabilizacion del dominio SCP si se conservaron en todas ellas.

Posteriormente, se procedié a comparar la secuencia de aminoacidos de cada uno
de los transcritos, con la secuencia de la proteina Na-Asp-2 con el objetivo de
encontrar cual podria ser similar a ella. Al realizar dicha comparacion se tuvieron en
cuenta dos criterios para considerar que la proteina podria ser similar: 1) que la
cobertura no fuera menor al 70% y 2) que la identidad de secuencia fuera mayor al

40%. En la Figura 6B se puede observar que con el primer criterio cumplen todas
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(considerando que la Nb-SCP-6 presenta una cobertura de aproximadamente 70%).
Sin embargo, solo dos de estas proteinas tienen una identidad de secuencia con
respecto a Na-Asp-2 mayor a 40%: Nb-SCP-2 y Nb-SCP-6, del estadio L3 y L5,
respectivamente. Un aspecto a tener en cuenta es el tamafio de las proteinas. La
Na-Asp-2 es una proteina de 193 aminoacidos, mientras Nb-SCP-6 tiene
aproximadamente el doble de tamafio (307 aminoacidos). Esto pudiera indicarnos
gue probablemente sea una proteina que posee dos dominios SCP donde al menos
uno de ellos es parecido en secuencia a la Na-Asp-2 o que posee un dominio SCP
unido covalentemente a otro tipo de dominio. Por otro lado, la Nb- SCP- 2 es de 233
aminoécidos (208 aminoécidos si se elimina el péptido sefial), una longitud similar
a la de Na-Asp-2, lo que nos puede llevar a pensar que esta es la proteina

semejante a la de N. americanus.
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Figura 6. Comparacion se secuencias aminoacidicas A. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas

% Representan los residuos de cisteinas SCPILE T71%  2e-15 27.70% 443
caracteristicos de esta familia S

entre las 6 SCP-TAPS seleccionadas de los datos transcriptémicos con ESPript 3.0 y B. Comparacion de la

secuencia de aminoacidos de los 6 transcritos SCP-TAPS con la secuencia de Na-Asp-2 mediante BLAST.
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No obstante, se conoce que desde el punto de vista evolutivo se tiende a conservar
la estructura de la proteina por encima de la secuencia (Jarayaman y col., 2022).
Ademas, dos proteinas que presentan una identidad de secuencia por encima del
20% pueden tener iguales estructuras (Gan y col., 2002). Considerando lo
mencionado y también las longitudes, podemos pensar que Nb- SCP-1y 4 pudieran
ser similares a Na-Asp-2, y cumplir las mismas funciones. Para solucionar esta
cuestion, el proximo paso fue la prediccion de las estructuras utilizando AlphaFold2

Colab de todos los candidatos (Figura 7).
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Figura 7. Prediccion de las estructuras de las seis SCP-TAPS identificadas en los datos 49
transcriptémicos por AlphaFold2 Colab con sus respectivos valores de IDDT.



En todos los casos, la estructura del dominio SCP se predijo con una alta
confiabilidad, lo cual era esperado. Solo dos (Nb-SCP-1y 2), de las seis estructuras
predichas, son confiables para seguir el estudio. Sin embargo, podemos observar
algunos detalles interesantes en las estructuras predichas. Primero, la proteina Nb-
SCP-6, la cual mostr6 una alta identidad de secuencia con Na-Asp-2, posee solo un
dominio SCP unido covalentemente a otro dominio conformado por tres hélices alfa
(predichas con alta confiabilidad), pero el resto de la estructura no es confiable.
Segundo, solo la proteina Nb-SCP-5 estd conformada por dos dominios SCP.
Tercero, al igual que Nb-SCP6, la proteina Nb-SCP-3 posee un dominio SCP
(aunque en este caso la identidad de secuencia con Na-Asp-2 fue menor al 30%)
unido covalentemente a otro dominio también conformado por hélices alfa, pero
cuya prediccion es poco confiable. Por ultimo, la Nb-SCP-4 posee un solo dominio
SCP unido a una prolongada hélice alfa. A pesar de la baja confiabilidad de las
predicciones para estas cuatros proteinas, sus dominios SCP poseian sus
caracteristicas estructurales: tres hojas betas flanquedas por hélices alfas a ambos
lados.

Las dos estructuras predichas con alta confiabilidad pertenecen al estadio L3 y
ambas son practicamente el dominio SCP. Ambas presentan una cobertura por
encima al 70% y una identidad de secuencia por encima al 30%. Para lograr
determinar cual de estos dos candidatos presenta mayor similitud con la Na-Asp-2,
proseguimos a realizar la superposicion de las estructuras predichas por AlphaFold2
Colab y la estructura cristalografica de Na-Asp-2 (PDB: 1U53) (Figura 8)

Figura 8. Superposicion de las estructuras predichas por AlphaFold2 Colab para Nb-SCP-1 (morado) y Nb-SCP-
2 (azul), con la estructura cristalografica de Na-Asp-2 (1U53, verde). El circulo rojo indica la hélice alfa presente

en Na-Asp-2 que esta ausente en Nb-SCP-1. Se visualiz6 con Pymol™1.7.X.
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Como se puede apreciar en la Figura 8, ambos candidatos presentan una alta
semejanza estructural con Na-Asp-2, conservandose casi todas las estructuras
secundarias y coincidiendo en el espacio. Los valores de la raiz de la desviacion
media cuadratica (RMSD, del inglés Root Mean Square Deviation) para las
superposiciones fue de 0,921 A para Nb-SCP-1 y 0,448 A para Nb-SCP-2, ambos
por debajo de 1 A. Sin embargo, un analisis mas detallado de las superposiciones
nos revela una hélice alfa ausente en la proteina Nb-SCP-1, que si esta presente
en el caso de la Nb-SCP-2. Esta hélice alfa, junto con la hélice alfa a su lado, se ha
observado que es importante para la union de &acidos grasos, pues ambas crean
una cavidad donde se ha postulado que se une palmitato. Esto no solo se ha
observado para la proteina Na-Asp-2, también se encuentra presente en otras SCP-
TAPS (Bm-Val-1, Hp-Val-4, Sm-Val-4) que se ha observado este fenbmeno de unién
de lipidos y que se les ha determinado su estructura cristalografica (Wilbers y col.,
2018).

Este andlisis mediante herramientas bioinforméticas sugiere que la proteina Nb-
SCP-2, al tener una estructura y una secuencia muy parecida a la Na-Asp-2, es el
candidato mas probable que pueda actuar como quimioatrayente de neutrofilos y
monocitos. Ademas, su sobreexpresion se detecto en el estadio L3, mismo estadio
donde se secreta la Na-Asp-2 en N. americanus y, por otro lado, se habia
demostrado que la secrecion del estadio L3 de N. brasiliensis tiene la capacidad por

si sola de atraer neutrofilos.

2. Verificacion de la presencia del transcrito de Nb-SCP-2 en diferentes

estadios

Una vez seleccionado el candidato, se checd mediante PCR la presencia del
transcrito en diferentes estadios de N. brasiliensis (Figura 9). Se corrobor6é la
presencia del transcrito en el estadio L3, mientras no se logré amplificar en
el estadio adulto (L5). Curiosamente, no se logré amplificar cuando los gusanos L3

fueron incubados toda una noche a 37°C (L3a).
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Figura 9. Amplificacién mediante PCR del cDNA de Nb-SCP-2 en diferentes estadios de N. brasiliensis. L3:

larva infectiva, L3a: larva infectiva incubada a 37°C durante toda la noche y L5: gusano adulto aislado del
intestino 7 dias post-infeccion

3. Clonacién del gen de la Nb-SCP-2

Con el objetivo de obtener la proteina recombinante de la Nb-SCP-2, se utilizé la
tecnologia de In-Fusion para generar un plasmido con el gen de interés insertado.
Primero se aislo por PCR el cDNA de la Nb-SCP-2 de interés (702pb) y se linearizo,

también por PCR, el vector pFastBacDual (6112 pb). En la Figura 10 se muestra los
resultados de la purificacion de estos amplicones.
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Figura 10. Purificacion del amplicén del vector linearizado pFastBacDual (tamafio 6112pb) y del cDNA de Nb-SCP-2 (702pb).
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Luego se insertd el gen de interés en el vector con la tecnologia In-fusion y se
transformaron bacterias E. coli (cepa DH5a). Se seleccionaron 17 colonias para
comprobar por PCR la insercion correcta del gen de interés en el plasmido. Para
ello se utilizé un cebador especifico para el gen de la SCP2 (SCP2 forward utilizado
para amplificar el cDNA de SCP2 con In-Fusion) y otro para el vector (SV40 reverse,
especifico de pFastBacDual), donde el tamafio esperado del amplicon era de
1300pb. (Figura 11A). Aquellas colonias que resultaron positivas (1, 3, 8, 12y 15),
se les aisl6 el plasmido mediante MiniPrep y para comprobar si realmente eran
positivas, fueron incubadas con las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI, cuyos
sitios de restriccion flanqueaban al inserto, esperando un tamafio del amplicon de

850pb aproximadamente (Figura 11B). Todas las colonias, excepto la 8, resultaron

positivas.

B 1 3 81215

Tamafio
esperado:
850pb

Figura 11. Verificacién de la insercion del gen de interés en el vector pFastBacDual por PCR (A) y por enzimas de
restriccion (B).

4. Insercién del gen de interés en el genoma del Baculovirus

Una vez purificado y comprobado que el plasmido pFastBacDual tenia insertado
el cDNA de Nb-SCP-2, se procedio a transferir el gen insertado al bacmido del
Baculovirus utilizando las bacterias DH10Bac. Para ello, se transformaron estas
bacterias con el plasmido pFastBacDual y se dejo crecer en medio con

Tetraciclina, Ampicillina y Kanamycina, ya que solo aquellas bacterias que
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crecen en este medio son las que pueden haber realizado correctamente la
transposicion del gen de Nb-SCP-2 en el bacmido (un plasmido muy grande que
contiene el genoma del baculovirus modificado para portar un gen lacZ y un sitio
de acoplamiento attTn7 insertado en la region codificante lacZ). Posteriormente,
se tomaron 6 colonias y se verificO por PCR si habia ocurrido la insercién
utilizando un cebador especifico por la Nb- SCP-2 (SCP-2 forward) y otro
especifico por el bAcmido (M13 reverse), esperando un tamafio del producto de
1400pb aproximadamente (Figura 12). Ademas, se secuencié y se verificé que

no hubiese ocurrido ningin cambio en el marco de lectura o cualquier otro tipo

de mutacion.
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Figure 12. Comprobacion de insercion del cDNA de Nb-SCP-2 en el bacmido mediante PCR. Cada carril
representa una colonia que crecié en el medio con ampicillina, tetraciclina y kanamycina a 37°C durante toda la

noche.
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5. Expresion y purificacion de la proteina Nb-SCP-2

Después de comprobar la correcta insercion del cDNA de Nb-SCP-2 en el
bacmido, se purific6 mediante MiniPrep y se lipotransfectaron las células de
insectos SF9, las cuales se dejaron crecer a 28°C por 72 horas. Cuando se
observé que las células fluorescian (ya que el bacmido contiene la proteina GFP
como marcador), se centrifugd el cultivo y se utilizé el sobrenadante para realizar
futuras infecciones. El sedimento fue lisado utilizando el detergente NP-40. Se
centrifugd y el sobrenadante se pas6 por una columna de niquel, ya que la
proteina poseia una cola de histidina en el extremo C-terminal. Se conservo la
solucion que atravesé la columna sin pegarse (Fraccion no fijada), los lavados
requeridos y las eluciones. Se realiz6 una electroforesis desnaturalizante y
Western Blot en paralelo (usando un anticuerpo especifico por la cola de

histidina) con las soluciones conservadas (Figura 13A y B, respectivamente).

A B C
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24kDa «t
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Figura 13. Verificacion de la purificacion mediante la cromatografia de afinidad. A. SDS-PAGE de purificacion de Nb-SCP-2 de
células de insecto Sf9 revelada con tincion de Coomasie. B. Western Blot de la purificacion de Nb-SCP-2 a partir de células de
insectos Sf9. 1: Patrén de peso 2: Extracto crudo, 3: Fraccion no fijada, 4 y 5: Lavados, 6,7 y 8: Eluciones. C. SDS-PAGE de
purificacién de Nb-SCP-2 de células de insecto Hi-5 revelada con tincion de Plata.
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En la Figura 13A se puede observar que en el extracto crudo y en la fraccion no
fijada aparece una banda relativamente intensa cerca de 24 kDa, pudiendo ser
esta banda la correspondiente a la proteina de interés, cuyo peso se estimé de
26 kDa aproximadamente incluyendo la cola de histidina. Sin embargo, en los
carriles correspondientes a los lavados y las eluciones no se puede apreciar
ninguna banda a la altura esperada. Esta purificacion se realizdé a partir de 100
mL de cultivo de células de insecto Sf9 una concentracién aproximada de 2 x 10°
células/mL. Cuando observamos la Figura 13B, podemos apreciar que la
sensibilidad que nos aporta el Western Blot nos permite detectar la proteina en
las eluciones. Pero, aunque observamos la presencia de nuestra proteina de
interés, la cantidad obtenida es baja, de tal manera que no fue observable
utilizando la tincion de azul de coomasie. Por esta razon, se decidié cambiar de
las células Sf9 a Hi-5, pues estas Ultimas poseen una tasa de crecimiento
superior a las Sf9, asi como una mayor sensibilidad a la infeccion del
Baculovirus, caracteristicas que se reflejan en un rendimiento mayor en la
expresion de proteinas recombinantes. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que también las glicosilaciones son mas complejas, lo cual pudiera modificar la
estructura de Nb-SCP-2. Ademas, se aumento el volumen del cultivo hasta los
500 mL a la misma concentraciéon de célula que se habia utilizado (2 x 10°
células/mL). En la figura 13C se muestra el resultado de purificar por la columna
de niquel, concentrar la elucién 5 veces y utilizar la tincion de plata para visualizar
la corrida electroforética. Como se puede apreciar, aparece una banda intensa
entre 24 y 31kDa, lo cual coincide con el peso estimado. No obstante, la banda
€S un poco mas alta con respecto a la observada en el Western Blot (Figura
13B), lo que nos indica que la proteina que se obtiene al usar las células de
insecto Hi-5 es un poco mas grande, lo cual puede deberse a la glicosilacion mas
compleja de estas células. Por otro lado, al utilizar ImageJ, estimamos que la
pureza de la proteina se encuentra entre 30-40%, lo cual es una pureza baja. En
el carril se aprecian otras bandas por encima de la banda de interés, por lo que

la proteina eluye junto con otros contaminantes.
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Esta cromatografia de afinidad se basa en la interaccion del niquel con dos
anillos de imidazol (cadena lateral de la Histidina), por lo que si una proteina
presenta dos Histidinas en su superficie puede también interactuar con la
columnay eluir junto a la proteina de interés. En este caso, en el extracto crudo
deben haber proteinas con esta caracteristica, por lo que es necesario agregar
otro paso de purificacion que se base en otra propiedad. Para lograr este objetivo
se afadio un paso de purificacion por cromatografia de intercambio i6nico que,
ademas de permitir purificar teniendo en cuenta el punto isoeléctrico de la
proteina, ofrece la capacidad de concentrar la proteina. Ademas, se incrementé

el cultivo de las células Hi-5 hasta 850 mL (aproximadamente a 2 x 10°

células/mL).
72kDa <= x ; p72koa 4—’
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Figura 14. Verificacion de la purificacion de Nb-SCP-2 al afiadir un paso de cromatografia de
intercambio i6nico. A. SDS-PAGE revelado con tincion de plata y B. Western Blot revelado con anti-
poliHist. 1: Purificacion después de columna de niquel, 2: después de columna de intercambio

catiénico.

El resultado de la purificacion al afiadir la cromatografia de intercambio cationico
(matriz de carboximetil celulosa) se muestra en la Figura 14, donde se observa
gue todavia hay contaminante (carril 2, Figura 14A). Esto indica que la proteina
contaminante, que se observa cerca de 50 kDa no solo tiene la capacidad de
interactuar con el niquel, sino que también es una proteina catiénica con un
punto isoeléctrico similar a la Nb-SCP-2, ya que eluye a la misma

concentracion de sales de NaCl. En este resultado se refuerza ademas que la
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produccion de la proteina es muy baja, ya que aunque se puede detectar

mediante Western Blot, no se logra visualizar por tincion de Plata.

Para los estudios que se van a mostrar a continuacion, se utilizé la proteina

purificada solo por columna de niquel (Figura 13C).

6. Evaluacion in vivo de la capacidad de Nb-SCP-2 como proteina pro-

inflamatoria

El objetivo mas importante de este trabajo es identificar un producto de la
secrecion de N. brasiliensis que sea el responsable, o que al menos contribuya,
al reclutamiento de neutréfilos promovido por la secrecion total de la larva L3
(Bouchery y col., 2020). Hasta este punto hemos identificado con herramientas
bioinforméticas un posible candidato a partir de datos transcriptomicos
generados en nuestro laboratorio y, ademas, se produjo y purificé parcialmente
una proteina recombinante de este candidato. Por lo tanto, el préximo paso fue

evaluar in vivo si esta proteina recombinante era capaz de reclutar neutrdfilos.

Para cumplir con este objetivo se utilizé el modelo de inflamacion Bolsa de Aire
(o Air Pouch en inglés), el cual consiste en crear una cavidad subcutanea con
aire estéril, donde posteriormente se inyectan los diferentes tratamientos a
evaluar, lo que conlleva a que se recluten, a dicha cavidad, diferentes tipos
celulares, lo cuales pueden ser colectados lavando con PBS para ser analizado
por citometria de flujo. Este modelo es sencillo, rapido y no requiere del
tratamiento agresivo necesario para procesar las muestras de piel, por lo que se
mejora la viabilidad celular. También facilita el analisis de la citometria al evitar
la contaminacion con otras células de la piel que presentan una alta
autofluorescencia. En la Figura 15A se representa el esquema que se tomo para

realizar este experimento.
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Figura 15. Evaluacion de la capacidad de reclutamiento celular in vivo de Nb-SCP-2. A. Esquema seguido para
evaluar la inflamacion inducida por Nb-SCP-2 en el modelo de Bolsa de Aire B. Frecuencia de varios tipos celulares
reclutados en la cavidad. Tratamientos: 1-LPS: 1ug/bolsa de aire, 2-Nb-SCP-2: 100ug/bolsa de aire y 3- H5 (lisado
de células de insecto Hi-5 infectadas con un Baculovirus que no expresa Nb-SCP-2): 300ug/bolsa de aire. Se usd

PBS de control negativo. *p<0.05, **p<0.01 Test usado: One-way ANOVA. n=2-3 por tratamiento.

En la Figura 15B, se muestra la frecuencia de los diferentes tipos de células
analizados, con respecto a la CD45 positivas. La estrategia de analisis usada se
muestra en Figura 20 (Anexos). Como se puede apreciar, al inyectar 300 ug de
Nb- SCP-2 (la cantidad real de proteina, teniendo en cuenta que esta pura en un
30%, es 100 pg) en la cavidad generada, se observa un reclutamiento de
neutréfilos de una manera similar al grupo tratado con LPS (control positivo).
Para descartar que este efecto estaba siendo realizado por los contaminantes y
no por Nb-SCP-2, se utiliz6 como control un lisado de células de insecto Hi-5
gue fueron infectadas con un Baculovirus que expresaba otra proteina, diferente
a Nb-SCP-2, que se sabe que no tiene accion inflamatoria (la proteina P10 de

Baculovirus). Al inyectar 300 pug de este lisado en la cavidad no observamos
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reclutamiento de neutrofilos, incluso la frecuencia es similar al tratamiento con
PBS (Control negativo). Este resultado indica que nuestra proteina podria ser la
responsable del reclutamiento de neutrofilos, como se habia predicho. Por otra
parte, al analizar las poblaciones de linfocitos T CD4, linfocitos T CD8 y
eosindfilos en el lavado de la cavidad, no se observa ninguna diferencia entre
los diferentes tratamientos y el grupo PBS (Control negativo). En el caso de los
valores de porcentaje de macréfagos detectados en el lavado de la cavidad,
fueron significativamente menores en los grupos tratados con LPS y Nb-SCP-2
con respecto al grupo que se le inyectd el lisado de la célula Hi-5 y PBS.
Adicionalmente, no se observé una diferencia significativa entre estos dos ultimo
grupos. En conjunto estos resultados sugieren que el reclutamiento que

promueve Nb-SCP-2 es especifico por los neutrofilos.

7. Evaluacion de la capacidad protectora de Nb-SCP-2 contra la infeccion

de N. brasiliensis

Uno de los problemas que enfrenta la humanidad contra las infecciones de los
anquilostomas es la ausencia de vacunas en el mercado. Varios son los grupos
gue estan intentando desarrollar una vacuna que induzca una potente respuesta
antihelmintica (Hadelman y col., 2020). Con el objetivo de probar si Nb-SCP-2
es capaz de generar una respuesta protectora contra la infeccién de

N. brasiliensis se analiz6 la respuesta humoral inducida por la inmunizacion con
dicha proteina. En la Figura 16A, se representa el esquema de inmunizacion que
se siguiod para este estudio. En la Figura 16B se muestra el resultado de la
respuesta humoral inducida por la inmunizacion con Nb-SCP-2. Se puede
observar que se requirieron tres inyecciones para obtener altos titulos de
anticuerpos contra Nb-SCP-2. En la primera inmunizacibn no se observo
diferencia significativa con respecto al grupo que se le administro PBS. Luego de
la tercera inmunizacion, se infectaron los ratones con 400 gusanos cada uno, y
se contd el numero de gusanos en el intestino a los 7 dias (Figura 16C). No se
observé diferencia estadistica significativa entre los grupos, por lo que la

inmunizacion con esta proteina no fue capaz de levantar una respuesta
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antihelmintica que proteja al hospedero de la infeccion. En otro experimento
independiente (Figura 25, Anexo), tampoco se observé diferencias entre los
grupos en el conteo de gusanos en el intestino ni en el nimero de huevos por
gramo de heces. Estos resultados sugieren que la inmunizacién con Nb-SCP-2
no es capaz de inducir una respuesta protectora contra la infeccion de N.
brasiliensis, aunque se requieren otros experimentos para realmente confirmar

esta idea.
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Figura 16. Evaluacion de la respuesta humoral inducida por la inmunizacion con Nb-SCP-2. A. Esquema de
inmunizacion. Las gotas de sangre indican los dias donde se les extrajo a los ratones sangre para evaluarla. La via
de administracion usada fue la via s.c. Tratamientos: PBS (200pL): control negativo, SCP2 (200uL): grupo inmunizado
con Nb-SCP-2 (conc=0,15mg/mL). B. ELISA indirecto para cuantificar anticuerpos especificos contra Nb-SCP-2. C.
Conteo de gusanos en el intestino al dia 7 post-infeccion. *p<0.05, **p<0.01,

****n<0,0001, ns: sin diferencia significativa. Test usado: One-way ANOVA
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V1. Discusioén

Las infecciones por parasitos helminticos en humanos son un problema de
repercusion mundial, principalmente afectando a los nifios de los paises en vias de
desarrollo, presentando sintomas como la anemia y el deterioro del desarrollo
(Loukas y col., 2016). Por otro lado, estos parasitos también son causa de grandes
estragos en la ganaderia y la agricultura, con la consecuente afectacion en la
economia. Ademas, se afiade el hecho de que varias infecciones por helmintos
pueden transmitirse de los animales al ser humano (zoonosis). Con respecto a su
rango de hospederos, algunas especies de helmintos no discriminan entre humanos
y animales en absoluto, mientras que otras tienen ciclos de vida complejos que
requieren al ser humano como hospedero final o intermedio para completar su ciclo
de vida (Loukas y col., 2016). De manera curiosa, también se ha observado una
correlacion inversa entre la incidencia de estos parasitos y el desarrollo de
enfermedades alérgicas, fendmeno que se resume en la “Hipétesis del viejo amigo”.
Esta teoria propone que en tiempos donde no existian los altos estandares de
sanidad de la actualidad, era frecuente este tipo de infeccién a edades tempranas,
por lo que los humanos co-evolucionamos con los anquilostomas de tal manera que
nuestro sistema inmune podria utilizar a estos parasitos para regular la respuesta
inmunoldgica y evitar responder de manera exacerbada (lo que da lugar a las
alergias) (Rook, 2023). Esto abre una gama de posibilidades para generar
tratamientos para este tipo de enfermedades. Sin embargo, apenas en las ultimas
décadas es que se ha comenzado a profundizar en los mecanismos que intervienen
en la interaccion parasito-hospedero, por lo que se hace imperante investigar en

esta direccion.

Este trabajo parte de la premisa que los helmintos requieren del hospedero para
completar todo su ciclo de vida, lo cual implica que la interaccion entre parasito-
hospedero es Unica, de tal manera, que es ese contexto y no en otro donde este
patdgeno sobrevive. Esto a su vez conlleva a que, como producto de la co-
evolucion, los helmintos han desarrollado herramientas para modular al sistema

inmunolégico y, simultdneamente, utilizar al hospedero en su beneficio. Ya ha sido
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ampliamente reportado en la literatura que las vias de comunicacion entre el
parasito y el hospedero tiene lugar a través de los ESP de los primeros (Maizels y
col., 2018). Con la llegada de las ciencias 6micas, muchos grupos de investigacion
comenzaron a caracterizar la composicién de las secreciones de los gusanos. De
manera general, estos estudios han reportado que los ESP varian entre especies y

estadio larvario (Logan y col., 2020).

Nuestro laboratorio cuenta con un estudio transcriptomico de cada uno de los
estadios larvarios de N. brasiliensis (Figura 4). Se escogio este helminto por su ciclo
de vida tan parecido al del N. americanus y A. duodenales, los dos anquilostomas
gue mas afectan a los humanos. Al analizar los transcritos mas abundantes en cada
uno de los estadios del N. brasiliensis observamos que, tal como se reporta en la
literatura, la composicion es diferente entre ellos. Esto es logico de esperar, pues el
ciclo de vida de este parasito requiere migrar por tres tejidos diferentes, donde cada
uno de ellos tiene sus caracteristicas particulares y el gusano para poder adaptarse

a cada una de ellas, modificando la expresion de sus genes.

Satillo y col., (2014), publicaron un estudio protedmico de la composicién de los ESP
de N. brasiliensis en dos de sus estadios: L3 y adulto. Con el objetivo de seleccionar
solo aquellos transcritos que fuesen secretados, se evalué si nuestros datos
transcriptémicos coincidian con los proteémicos de dicho estudio. Para nuestra
sorpresa, casi ninguna proteina coincidia con el estadio L3 y si con los estadios L4
y L5 (a pesar que no se contaba con el proteoma de la secrecion del estadio L4).
También ocurrié que proteinas detectadas en el estadio L3, coincidia con transcritos
del estadio adulto. Estas contradicciones pudiesen ser un artefacto debido a que la
secrecion L3 estudiada en dicha publicacion, se obtuvo de incubar larvas aisladas
directamente de las heces, sin tener contacto con el hospedero, por lo que no
recibieron todas las sefiales necesarias para que ocurriera una modificacién en la
expresion de sus genes, como si debe haber ocurrido con nuestros datos, donde
los transcritos del estadio L3 se obtuvieron de la piel infectada por el gusano
(Sotillo y col., 2014). Por estas razones mencionadas, los estudios que se realizaron

en este trabajo, solo fueron con los transcritos, obviando los datos prote6micos.
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Al analizar los genes mas expresados durante la migracion por la piel, encontramos
que entre los 20 transcritos mas abundantes hay varias enzimas con actividad
hidrolitica: hidrolasa a/B, lipasa, fosfolipasa B1 y astacina. Excepto la fosfolipasa B1
gue esta asociada a la membrana, las restantes son de naturaleza soluble y no es
de extrafiar encontrar estas enzimas en abundancias, ya que también se han
observado en el proteoma de las secreciones de varios anquilostomas (Logan y col.,
2020). Por ejemplo, las astacinas son unas metaloproteasas que pueden estar
implicadas en la migracion de la larva al hidrolizar la matriz extracelular del tejido,
facilitando su movimiento. Las lipasas, relacionada con la degradacion de lipidos,
pudiera servir para obtener acidos grasos del medio, pues es conocido que N.
brasiliensis es un helminto que carece de enzimas para sintetizar de novo varios
lipidos. En el caso de la hidrolasa o/, se ha reportado en H. contortus que esta
proteina puede suprimir la respuesta de la células T (Lu y col., 2020). Todas pueden

jugar un papel en la adaptacion del estadio L3 a la piel.

En el caso de los transcritos mas abundantes en el pulmén (L4) vy el intestino
(adulto), encontramos que uno de ellos se corresponde a las globinas. Se ha
reportado que las globinas de N. brasiliensis tienen afinidades por el oxigeno 100
veces mayores que las hemoglobinas del hospedero roedor, lo que les permite
obtener suficiente oxigeno para sus necesidades metabdlicas, lo cual les permite
colonizar entornos andéxico, como el tracto intestinal (Blaxter y col., 1994). También
hay presente enzimas hidroliticas, como la legumainay la peptidasa A1 que pueden
estar implicadas en actividades como la nutriciéon del helminto (Dalton y col., 2009;
Kang y col., 2019). En estos dos estadios también se encontraron transcritos de
inhibidores de canales de potasio (ShKT): se sabe que los canales de potasio en
las células T son cruciales para la activacion y proliferacion de estas, por lo que
N. brasliensis puede estar sobreexpresando estos inhibidores para suprimir la
respuesta inmune adaptativa (Maizels y col., 2018). Todos estos datos nos sugieren
gue N. brasiliensis modifica su expresion génica con el objetivo de adaptarse a cada

tejido.
Muchos trabajos protedémicos con los ESP de varios anquilostomas ubican a la
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familia de proteina SCP-TAPS como la mas abundante (Logan y col., 2020). En
nuestros datos transcriptomicos también encontramos que esta familia es una de
las mas expresadas: entre todos los estadios se identificaron 6 proteinas
pertenecientes a esta familia. El alineamiento mdultiple entre ellos nos sugiere que,
a pesar de presentar las cisteinas caracteristicas del dominio SCP, estas
proteinas son diferentes y probablemente con funciones distintas. Incluso, al
comparar las estructuras predichas por AlphaFold2 Colab de cada una de ellas,
podemos observar que mientras algunas consisten practicamente solo del dominio
SCP (Nb-SCP-1, 2 y 4), otras parecen haber adquiridos nuevos dominios (Nb- SCP-
3y 6) o haber duplicado el dominio SCP (Nb-SCP-5). Esto es un indicativo de que
la evolucidn ha presionado a estas proteinas para que diversificaran sus funciones,
por lo que pudiésemos hipotetizar que son proteinas moonlight. En la literatura hay
poca informacion disponible sobre las funciones que pudieran estar realizando estas
proteinas en el parasitismo de los helmintos. Se ha visto que pueden regular
negativamente a los linfocitos B o inhibir la agregacién de las plaquetas (del Valle y
col., 2003; Tribolet y col., 2015). También se han reportado funciones que resultan
antagonicas: el NIF, secretado por el A. caninum, se une a CR3 para evitar el
reclutamiento de estas células al sitio de infeccion, mientras se ha reportado que la
proteina Na-Asp-2 secretada por N. americanus tiene la capacidad de reclutar los

neutrofilos y monocitos (Riue y col., 1994; Bower y col., 2008).

Nuestro interés era encontrar un candidato que fuera capaz de reclutar neutréfilos
en el estadio L3, por lo que tomamos a Na-Asp-2 como molde y la comparamos con
nuestros 6 candidatos SCP-TAPS. A partir de los resultados mostrados de las
Figura 1B y 3, se seleccion6 a Nb-SCP-2 por presentar la mayor similitud en
secuencia aminoacidica y estructura con Na-Asp-2, ademas de coincidir su
expresion en la piel. Una comparacion de esta proteina con varias SCP-TAPS de
otros organismos arroj0 que las estructuras secundarias del dominio se
conservaban, aunque la secuencia aminoacidica se conservaba mejor en la region
de la cadena que se correspondia con el nucleo del dominio SCP (Figura 20,
Anexos). Interesantemente, una propiedad gque se ha observado en varias proteinas

SCP- TAPS es la capacidad de unir lipidos. Se han descrito tres sitios
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independientes que pueden unir colesterol, acidos grasos y leucotrienos (Wilbers y
col.,, 2018). En la Figura 22 (Anexos) se puede observar como Nb-SCP-2, al
superponerse con las estructuras cristalogréaficas de otras SCP-TAPS que han sido
reportadas como proteinas de unién a lipidos, la proteina presenta las dos hélices
alfa que crean la cavidad de unién de &cidos grasos y el sitio de unién de colesterol.
Esto refuerza nuestra hipotesis de que probablemente estas proteinas sean

moonlight.

Para la obtencion de la proteina recombinante se escogié al Baculovirus como
sistema de expresion, puesto que Nb-SCP-2 es una glicoproteina que contiene
puentes disulfuros en el dominio SCP. Para facilitar su posterior purificacion se le
afiadié una cola de polihistidina (6 Hist) en el extremo C-terminal y se checd si
pudiera afectar la estructura de Nb-SCP-2, mediante predicciéon con AlphaFold3
(Figura 24, Anexo). Aungque no se observl ningun cambio en la estructura, no
podemos descartar que tal vez la cola de histidinas pudiese desestabilizar la
estructura, para lo cual se pudiera realizar una simulacién por dindmica molecular.
Por otro lado, como se explicé en el acapite de resultados, para la purificacion de la
proteina se afiadié un paso de cromatografia de intercambio ibnico posterior a la
cromatografia de afinidad con la columna de niguel, pero no se logré incrementar
la pureza. El principal inconveniente que se observo fue la presencia de unas
bandas por encima de la de interés, principalmente una banda intensa que aparece
entre 50-60kDa (Figura 13C y 14A). Esta banda no solo eluyé en las mismas
condiciones de imidazol, también de NaCl, lo que indica que debe poseer grupos
de histidina expuesto en la superficie y un punto isoeléctrico similar al de Nb-SCP-
2. Una estrategia para solucionar esta problematica es realizar una cromatografia
de exclusidon molecular, ya que una propiedad que las diferencia es su peso

molecular.

El rendimiento de obtencion de la proteina en el sistema de Baculovirus se estimo6
de 1.23 mg/L de cultivo de células de insecto Hi-5. Regularmente el rendimiento de
proteinas con el sistema de expresion de Baculovirus es entre 1-100 mg/L de cultivo,

por lo que nuestra proteina se expresa dentro de los valores reportados, aunque en
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el extremo inferior, siendo una posible causa el hecho de que no se optimizaron los
codones del gen para hacer mas eficiente el sistema. Debido a la baja expresion de
la proteina en Baculovirus, consideramos que lo mas indicado es utilizar otro
sistema que logre aumentar los niveles de rendimientos. En este sentido, expresar
la proteina en la levadura Pichia pastoris resulta llamativo, pues ademas de ser
mucho mas sencillo y econémico de trabajar, los rendimientos reportados en este
sistema son de 0.1-5 g/L de cultivo, unas 50 veces por encima del rendimiento con

Baculovirus.

Una vez obtenida la proteina recombinante se procedi6 a evaluar su capacidad de
reclutar neutréfilos y como se puede apreciar en la Figura 15B, los resultados
indican que la proteina recluta neutréfilos y no otros tipos celulares in vivo. Si este
reclutamiento es debido a que Nb-SCP-2 es pro-inflamatoria o si actia como
qguimiocina, no queda resuelto con solo este experimento, lo cual pudiese ser
determinado mediante un ensayo de quimiotaxis en una camara de Boyden. A pesar
de ello, se pudiera inferir que este reclutamiento pudiese ser debido a que se
comporta como una quimiocina, puesto que es estructuralmente similar a Na- Asp-
2, la cual ya se reportd ser quimioatrayente de neutréfilos. Por otro lado, ya que la
proteina presenta un 30% de pureza, no se puede descartar la posibilidad de que
tal vez este efecto sea el resultado de la proteina junto con los contaminantes, y
no por ella sola. Por lo que se considera que este ensayo hay que repetirlo con una

proteina mas pura.

Este resultado nos lleva a razonar, qué relevancia bioldgica pudiese tener para el
helminto el reclutamiento de neutréfilos, cuando Bouchery y col., (2020) mostraron
gue los neutrofilos tienen la capacidad de atacar a N. brasiliensis mediante la
liberacién de NETs (Bouchery y col., 2020). Lo primero que se pudiera inferir es que
el hospedero fue el que por la presion evolutiva se adapté para reconocer esta
proteina como una sefal de presencia del patégeno y usarlo como guia para
rodearlo y poder combatirlo. Pero, contradictoriamente, este mismo grupo demostrd
qgue al depletar los neutrofilos en los ratones, la migracion de la piel al pulmén de
los gusanos se retraso significativamente, cuando se esperaria lo contrario. Esto

indica que de alguna manera desconocida, N. brasiliensis requiere de los neutrofilos
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en la piel para realizar una rapida migracion al pulmon. En este trabajo se propone

una posible explicacidon para este fenémeno:

En el mismo trabajo donde se observé que los neutréfilos atacan a N. brasiliensis
con las NETs y se demostro que estos gusanos liberan una enzima (DNAsa) que es
capaz de escindir las trampas extracelulares y protegerlos del ataque de los
neutroéfilos. Adicionalmente, observaron in vitro que los gusanos en presencia de
neutréfilos permanecian mas tiempo con sus cuticulas, probablemente para
protegerse del dafio provocado por estas células. Sin embargo, estos neutréfilos
generan inflamacién en el sitio de infeccién y liberan proteasas que pudieran tener
un efecto positivo en la migracion de la larva, ya que facilitarian el paso a través del
tejido para alcanzar los vasos sanguineos. Ademas, hay varios reportes donde se
ha observado que los neutréfilos juegan un rol inmunosupresor. Por ejemplo, los
neutrdfilos tienen un papel negativo en la respuesta de las células By T CD4 contra
tres antigenos: ovoalbumina, lisozima vy listeriolisina O. Se observo que luego de la
inmunizacién con estos antigenos, los neutrofilos se dirigieron a los linfonodos con
las proteinas y establecieron un breve contacto con las células dendriticas y
macrofagos, con el subsecuente debilitamiento de la interaccion de estas células
con los linfocitos T. Al depletar los neutréfilos se observa una potenciacion de la
polarizacion de los linfocitos T CD4 hacia TH1 o TH2 (Yang y col., 2010). En otro
trabajo se observo que en la infeccion con la bacteria intracelular Brucella abortus,
estas eran eliminadas con mayor eficiencia en la ausencia de células
polimorfonucleares, lo que coincide con un reclutamiento de monocitos y células
dendriticas. Ademas, se observa una activacion significativa de células By T
(Barquero-Calvo y col., 2013). En el caso de la infeccion con N. brasiliensis pudiera
estar dandose un fenédmeno similar, al menos en el contexto de la piel, por lo que
el resultado neto seria que el reclutamiento de los neutréfilos por Nb-SCP-2 estaria

favoreciendo la migracion de las larvas infectivas hacia el pulmén. En la figura 17
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se representa esta hipotesis.

DN I 1- Inflamacion Mejor
osd , 2-Liberacionde —*> migracién
% proteasas
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prot Nb-SCP-2 inmunosupresivo — del
Reclutamiento sistema
de neutrofilos inmune

Figura 17. Representacion grafica sobre la posible implicacion de Nb-SCP-2 en el parasitismo durante la

infeccién de N. brasilienses en la piel.

Para probar si Nb-SCP-2 podria funcionar como vacuna antihelmintica, se
inmunizaron ratones Balb/C por via subcutanea, usando Alumina como adyuvante
(Figura 16). Como se mencioné en los resultados, aunque se observé un aumento
en el titulo de anticuerpos, nuestros resultados sugieren que no hay un efecto
protector ante la infeccidn. Esto pudiese ser debido a que la accion de esta proteina
no es vital para completar el ciclo de vida del gusano o que los anticuerpos
inducidos no son neutralizantes. También, hay que tener en cuenta que la proteina
usada para inmunizar no presentaba un alto grado de pureza, y pudiese haber
ocurrido que el o los contaminantes son lo suficientemente inmunogénicos como
para dirigir la induccidbn de una respuesta adaptativa especifica a estos
contaminantes, por lo que tal vez inmunizando con una proteina mas pura si podria
lograrse un efecto protector. No obstante, para determinar realmente si la
inmunizacion no logra inducir una respuesta inmunoldgica se requiere de un analisis
mas exhaustivo: realizar un estudio de la cinética de la migracion de los gusanos en
cada uno de los tejidos en los que reside, asi como de poblaciones de células del

sistema inmunoldgico reclutadas en dichos tejidos.
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VI1l. Conclusiones

Los transcritos pertenecientes a la familia de proteina SCP-TAPS se encuentan entre

los mas abundantes en todas las etapas larvarias de N. brasiliensis

La proteina Nb-SCP-2, identificada en nuestros datos transcriptémicos, es expresada
en la etapa infectiva L3 y presenta una alta similitud en secuencia y estructura con la
proteina Na-Asp-2 de N. americanus, lo cual nos indicé que podria cumplir las mismas

funciones que ella

Se logré obtener una proteina recombinante parcialmente pura (30% de pureza
aproximadamente), utilizando el sistema de expresion de Baculovirus, con un

rendimiento de aproximadamente 1.29 mg/L de cultivo

Se demostré mediante el modelo de inflamacion de Bolsa de Aire, que Nb-SCP-2 es
capaz de reclutar neutrofilos in vivo, aungque este fendmeno pudiera deberse tanto a

gue la proteina es pro-inflamatoria o una molécula quimioatrayente.

Se logro inducir con tres inmunizaciones subcutaneas, en un esquema profilactico,
anticuerpos anti-Nb-SCP-2, aunque la cuantificacion de gusanos en el intestino a los
7 dias post-infeccion sugieren que no tienen un papel protector ante la infeccién de N.

brasiliensis
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VIII. Perspectivas

Cambiar el sistema de expresion de Baculovirus por el sistema de expresion

en Pichia pastoris

Determinar la presencia de Nb-SCP-2 en los ESP en los diferentes estadios

mediantes anticuerpos anti-Nb-SCP-2 generados en conejo

Evaluar si la proteina es capaz de reclutar neutréfilos de manera quimiotéctica

mediante estudio in vitro, usando la Camara de Boyden

Evaluar si Nb-SCP-2 podria funcionar como vacuna, utilizando para las

inmunizaciones una proteina mas pura

Realizar una caracterizacion mas completa y detallada del efecto de la inmunizacién

con Nb-SCP-2 en el modelo de infeccién con N.brasiliensis
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X. Anexos

60 80 100 120 140 160 180 200 230

250 280 300 330 350 400 450 500

Figura 18. Estandarizacion de la purificacion mediante cromatografia de afinidad en columna de niquel. Se muestra
Western Blot ((anti-polihistidina) de los eluyentes a cada una de los concentracion de imidazol (mM).

40mM-200mM NaCl 230mM-500mM NaCl

\ )

40, 60, 80, 100 120, 140, 160, 180, 200 230, 250, 280, 300, 330, 350, 400, 450,500

Figura 19. Estandarizacion de la purificacion mediante cromatografia de intercambio idnico usando una columna
de carboximetil celulosa. Se muestra Western Blot ((anti-polihistidina) de los eluyentes a cada una de los

concentracion de NaCl (mM).
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Figura 20. Estrategia seguida para analizar los datos de citometria de flujo en el ensayo de inflamacion
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Eu Residuos idénticos

Amarillo: Residuos conservados

a: hélice alfa, B: hoja beta, n: hélice 3w, TT;
giros beta

Numeros en verde: Cys que hacen puentes
disulfuros

GOCPSD. .. ..
GOCPSD. ... .0
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OO0 "D

Figura 21. Conservacion de las estructuras secundarias de Nb-SCP-2 al compararla con otros miembros de familia SCP-

TAPS. Se realiz6 este andlisis mediante ENDscritp 2.0
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A. Cartoon y B. Surface de la SCP2
mostrando en rojo los aa mds
conservados y en rojo claro los
parcialmente conservados. En amarillo
los puentes disulfuros.

C. Estructura
cristalografica de
Bm-Val-1
sefialando la
cavidad de unién a
palmitatoy el
motivo de unién a
caveolina (CBM) L Superposicién de SCP2,
que es por donde Dy F Superposicién de las estructuras Na-Asp-2, Bm-Val-1y
se une el determinadas experimentalmente Hp-Val-4, mostrando en
colesterol con SCP2 de AlphaFold rojo la cavidad CBM

Figura 22. Nb-SCP-2 podria ser una proteina con capacidad de unir lipidos
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Figura 23. Western Blot con los sueros de los animales inmunizados con Nb-SCP-2. Como control positivo se utilizé el

anticuerpo anti-polihistidina.
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Figura 24. Prediccion de la estructura de Nb-SCP-2 con la cola de polihistidina mediante AlphaFold3
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Figura 25. Evaluacion de la respuesta humoral inducida por lainmunizacion con Nb-SCP-2. La via de administracion

usada fue s.c. Tratamientos: PBS (200uL): control negativo, SCP2 (200uL): grupo inmunizado con Nb-SCP-2

(conc=0,37 mg/mL). A. ELISA indirecto para cuantificar anticuerpos especificos contra Nb-SCP-2. B. Conteo de

huevos en las heces en los dias 5, 6 y 7 post-infeccion y C. Conteo de gusanos en el intestino al dia 7 post-infeccion.

95



ns: sin diferencia significativa. Test usado: One-way ANOVA

1-Seleccion de un candidato

SN
GO Q’Z
$ %
A ‘ 6 vector de exprossin 2) e
p <‘) :> -t renl L.
) P 7 .
§S Células de insectos

3-Evaluacion de reclutamiento
de neutrofilos

4-Evaluacion de la capacidad protectora
contra la infeccién de N. brasiliensis

— 1 t t t t t
# Diao Dia 14 Dia 28 Dia 48 Dia 62 Sacrificio y
lera 2da 'Y 3ra Retar con conteo de
[ izacié izacié Inmunizacién  gusanos gusanos en
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Figura 26. Esquema resumen de las diferentes fases del trabajo experimental
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