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Resumen

La leucina aminopeptidasa de Fasciola hepatica (FhLAP) es una proteasa multimérica presente
en el tubo digestivo del pardsito asociada con los procesos de degradacidon de proteinas
provenientes de la sangre del hospedero. La misma ha mostrado su capacidad de inducir una
respuesta inmune protectora contra la fasciolosis en el rango de aplicacion comercial en
ovinos. Sin embargo, ha fallado en reproducir niveles similares de proteccién en bovinos, la
especie de mayor relevancia econémica en nuestro pais. El Triclabendazol (TCBZ) es la droga
de eleccidn para el tratamiento del ganado afectado, ya que elimina tanto las formas maduras
como inmaduras del parasito. No obstante, la creciente aparicién de resistencia al TCBZ y la
preocupacién por la inocuidad farmacolégica de los alimentos, han determinado que la
estrategia vaccinal gane relevancia, ya que a partir de ésta se estimulan los mecanismos de
defensa propios y permitiria reducir la aplicacidon de tratamientos fasciolicidas en especies
destinadas al consumo humano. A modo de generar una formulacién con potencial aplicacion
al modelo de infeccidn en bovinos y a partir de la estabilidad funcional observada en la forma
recombinante de la FALAP como proteina de fusién con la tiorredoxina de E. coli, se postuld
que la FhLAP en su forma multimérica podria actuar en forma simultanea como inmundgeno y
transportador de pequefios péptidos. A modo de obtener evidencia del perfil inmunogénico de
la forma multimérica frente a la monomérica, se llevaron a cabo ensayos de inmunogenicidad
tanto a nivel sistémico como de mucosas en ratones de endocria, encontrandose un nivel
mayor de respuesta de anticuerpos especificos frente a la forma hexamérica respecto de la
monomeérica. Ulteriormente, se desarrolld un antigeno quimérico resultante de la fusion de
FhLAP con una regién potencialmente inmunogénica de la catepsina L3 madura (mFhCL3), una
proteasa del estadio juvenil relevante para los procesos de invasién y migracién en el
hospedero. La busqueda de ésta regién potencialmente inmunogénica de mFhCL3 (FheCL3) se
realizd a través de métodos informaticos y se generd el modelo tridimensional de la proteina
quimérica FheCL3-LAP que permitid determinar la exposicion de FheCL3 en la superficie de la

estructura.



Resumen

La proteina de fusién FheCL3-LAP fue expresada en los cuerpos de inclusién de E. coli y la
forma multimérica y con actividad Leu-AMC especifica se obtuvo tras el proceso de extraccion,
replegamiento y clivaje de la etiqueta de histidinas. Su perfil inmunoprotector fue evaluado en
combinacion con Adyuvac 50 en un modelo de infeccidon experimental en ratones de la cepa
BALB/c en paralelo con la FhLAPr y FhCL3r recombinantes. Los resultados obtenidos no
permitieron confirmar la capacidad protectora en el modelo murino y no se pudo detectar
inmunoreactividad de los sueros generados contra la porcion FheCL3 de la proteina quimérica.
A partir de esto, se concluye la necesidad de desarrollar un nuevo abordaje para la evaluacién
de la inmunogenicidad y capacidad protectora de la FheCL3-LAP, en particular en lo que refiere
al modelo de infeccién a utilizar y asi determinar, por un lado, si la respuesta humoral anti-
FheCL3 es desarrollada cuando se inocula la proteina de fusién FheCL3-LAP vy, por otro lado, si
ésta genera niveles de proteccion mayores que los que puedan generar FhLAPr y FhCL3r

empleados en forma individual o combinada.
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La fasciolosis es una zoonosis provocada por la infeccién con los helmintos trematodos del
género Fasciola (F. hepatica y F. gigantica). Esta infeccion se ha descrito para un amplio rango
de mamiferos incluyendo animales de interés productivo (bovinos, caprinos y ovinos) y el
hombre. Se considera una de las enfermedades de origen alimentario mds extendidas en todo
el mundo (Keiser & Utzinger, 2009), colocandola en un lugar de relevancia dentro de las
Enfermedades Tropicales Desatendidas (ETD) identificadas por la OMS (WHO, 2013). A pesar
de tener una amplia distribucién mundial (Figura 1), la mayor parte de los casos de infeccidn
en humanos son reportados en paises Andinos como Bolivia y Perld y de Oriente Medio como
Egipto e Irdn (revisado en Mas-Coma et al., 2009). Segun estimaciones de fines de la década
del 90, aproximadamente 17 millones de personas se encuentran infectadas con el parasito y
entre 91 y 170 millones se encuentran en riesgo de contraer la infeccion (Esteban & Bargues,
1999).

La fasciolosis causa enfermedad aguda y crénica en el ganado, en especial el bovino y ovino,

generando pérdidas que se estiman en mas de 3000 millones de ddlares anuales a nivel global

Il Couniries with reporied casas of Fesaokr spp. Infeciion
[ Ho cets awsilabie
[ met appicsbia

Figura 1: Distribucion mundial del género Fasciola presentado en Second WHO report of
Tropical Neglected Diseases (2013).
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como consecuencia de la reduccidon en la produccion de carne, lana y leche, apariciéon de
infecciones secundarias, interferencia en la fertilidad de los animales y gastos derivados del
tratamiento fasciolicida (Sptihill, 1998). La fasicolosis en rumiantes es endémica en la gran
mayoria de las regiones ganaderas de Sudamérica (Carmona & Tort, 2016). En Uruguay, la
infeccion conocida vulgarmente como “saguaypé” esta presente en todo el territorio nacional.
A nivel de animales faenados un total de 34.4% de los higados bovinos fueron decomisados en
el periodo 2013-2015 en Uruguay, 25% de los cuales correspondieron a higados conteniendo
adultos de F. hepatica y 53.1% presentan lesiones compatibles con la infeccidn (INAC, 2015). El
caso de los ovinos, 32.3% de los higados fueron decomisados en el mismo periodo, de los
cuales 1.5% correspondieron a higados infectados y 48.6% presentaron lesiones compatibles

con la infeccidn (INAC, 2015a).

1.1 Ciclo devida de F. hepatica
F. hepatica es un platelminto trematodo hematéfago de la subclase Digenea, que posee un

ciclo biolégico heteroxeno es decir, requiere de un hospedador definitivo (mamiferos
herbivoros) y un hospedador intermediario (caracoles de agua dulce) para completar su ciclo
(Figura 2). Los huevos producidos por los adultos hermafroditas alojados en los canaliculos
biliares del higado son arrastrados por la bilis hasta el duodeno y luego son expulsados al
exterior con las heces del hospedador definitivo, formandose en su interior el embrién ciliado
al cabo de 10-12 dias. La eclosidon de los huevos sélo se produce en el agua donde el opérculo
del huevo se abre para la salida del miracidio. Este nada libremente por medio de los cilios que
recubren su tegumento hasta encontrar al hospedador intermediario adecuado; éstos son
caracoles pulmonados pertenecientes a la familia Lymaeidea (Correa et al., 2010).

El miracidio atraviesa los tegumentos del molusco, pierde los cilios y se localiza en la camara
pulmonar, donde se transforma en esporocisto. En el interior del esporocisto se generan redias

de primera generacién por reproduccién asexuada a partir de células germinales
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Figura 2: Ciclo biolégico de F. hepatica. El ciclo de vida del pardsito es complejo, teniendo un
hospedador definitivo que aloja la forma sexualmente madura del pardsito y un hospedador
intermediario que aloja la fase larvaria. Imagen tomada del portal del Centro para el Control y
Prevencién de Enfermedades (CDC: https://www.cdc.gov/).

indiferenciadas, las que migraran a la glandula digestiva del caracol para formar también
endégenamente redias hijas o de segunda generacién. Estas uUltimas formaran las cercarias,
gue abandonaran el caracol para nadar hasta tomar contacto con vegetales acuaticos lo que
desencadena la pérdida de la cola y el enquistamiento dando lugar a la forma de resistencia
llamada metacercaria.

El hospedador natural se infecta al ingerir las metacercarias junto con estos vegetales. En el
rumen, las condiciones reductoras, la elevada concentracién de anhidrido carbdnico y la
temperatura de 39°C desencadenan el proceso de desenquiste (Andrews, 1998). En el
duodeno, las sales biliares estimulan la emergencia de la forma juvenil de F. hepatica llamada
juvenil recientemente desenquistado (JDR) que migra y atraviesa la pared del intestino
delgado, llegando al peritoneo donde recorre la serosa hasta alcanzar el higado al que
atraviesa. Finalmente, y luego de varias semanas de migracidon a través del parénquima

hepatico, la forma adulta y sexualmente madura, se instala en el interior de los conductos
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biliares y se fija a sus paredes a través de ventosas comenzando la deposicion de huevos entre
8 y 12 semanas post-infeccion (Sukhdeo & Sukhdeo, 2002). En su recorrido, F. hepatica sufre
importantes modificaciones en su morfologia, siendo su tamano el mas evidente, pasando de
la forma juvenil de 300 um a la forma adulta de hasta 3 cm de largo. El proceso migratorio
implica atravesar distintos tejidos enfrentandose a microambientes variables, y es posible
gracias a la accién combinada de distintos grupos de medidores expresados por parte del

pardsito.

1.1.1 Rol de las proteasas en el proceso infectivo
Los productos de excrecion y secrecion (PES) de F. hepatica contienen una gran proporcion de

cistein proteasas, mayoritariamente catepsinas de tipo L y B que intervienen tanto en el
proceso de invasién como en la adquisicidn de nutrientes (Dalton et al., 2003). Las catepsinas L
son expresadas de manera diferencial a lo largo del ciclo de vida del parasito (Figura 3). Hasta
el momento se han identificado cinco catepsinas L de F. hepatica en los PES: FhCL1, FhCL2,
FhCL3, FhCL4 y FhCLS5. De ellas FhCL1, FhCL2 y FhCLS fueron identificadas a partir de pardsitos
adultos presentes en los canaliculos biliares (Robinson et al., 2009) mientras que FhCL3 y

FhCL4 se identificaron a partir de JRDs (Cancela et al., 2008).

En ensayos in vitro utilizando JRDs, se observd que las catepsinas bloquean la inmunotoxicidad
mediada por anticuerpos (Carmona et al., 1993). Por otro lado, ambas catepsinas L son
capaces de clivar inmunoglobulinas lo que sugiere un papel activo en mecanismos de evasion
de la respuesta humoral (Berasain et al., 2000). También se ha postulado su participacion en la
degradacion in vitro de coldgeno, fibronectina y laminina, por lo que podrian estar
involucradas en los procesos de degradacion tisular que tienen lugar durante la invasion y

migracion (Berasain et al., 1997).
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(a) Infective larvae (b) Immature stage (c) Mature stage
Cathepsin B Cathepsin B 4 Cathepsin L1
Cathepsin L3 Cathepsin L3 4 Cathepsin L2

Cathepsin L1 4 Cathepsin L5

Cathepsin L2 4
Ties

Figura 3: Expresion de las catepsinas Ly B en los estadios larvario (a), inmaduro (b) y maduro
(c) de F. hepatica. Extraido de Robinson et al., 2008.

La FhCL3 es la catepsina L predominante secretada por el JRD y en junto con la actividad de
FhCB suman el 80% de la actividad proteolitica en este estadio (Cancela et al., 2008; Robinson
et al., 2009; Di Maggio et al., 2016). Durante el proceso de penetracion y migracién el JRD debe
degradar componentes de la matriz extracelular para abrirse camino hacia su destino final.
Dentro de los componentes presentes en la matriz extracelular se encuentran el colageno,
fibronectina y laminina. La FhCL3 posee especificidad restringida por el sustrato,
principalmente debido a la presencia de un residuo triptéfano en la posicién 69 de la proteasa
madura, lo que resulta en la preferencia de sustratos con una prolina o glicina en la posicién
P2. Estas preferencias estdn asociadas con la habilidad de la FhCL3 de clivar el colageno, por lo
cual la misma podria tener un rol relevante durante la penetracidon y migracién del parasito en
el hospedador mamifero (Corvo et al., 2009, 2013).

En el PES de los JRDs la familia de las Catepsinas L son las mas representadas dentro del grupo
de las cistein proteasas comprendiendo un 50% del total de las proteasas de este estadio,
seguidas de la catepsina B (25%) y legumainas (25%) (Di Maggio et al., 2016). Al utilizar

inhibidores de catepsinas se demostrd que el proceso de desenquiste es dependiente de FhCL3
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y FhCB (Robinson et al., 2009). Asimismo, en un estudio llevado a cabo por McGonigle et al.
(2008) se demostrd que el silenciamiento de transcritos de catepsinas L y B inhibia la
capacidad de movimiento del juvenil, por lo que su capacidad de penetracidn se veia afectada.
Las serina proteasas se han identificado como mediadores de diversas funciones criticas para
el parasitismo exitoso de diversos helmintos (Yang et al., 2015). En el caso de F. hepatica se ha
identificado una exoproteasa a del tipo dipeptidil peptidasa (DPP), a partir de PES de adultos.
La DPP de F. hepatica presenta diferencias con las DPP de mamifero en cuanto a su
comportamiento frente a diferentes sustratos e inhibidores (Carmona et al., 1994).

Dentro del grupo aspartico proteasas, se han identificado asparagil endopeptidasas también
llamadas legumainas en PES de juveniles y adultos (Cancela et al., 2010). Estas proteasas de
especificidad restringida se han postulado como activadores de otras proteasas a nivel de la luz
del intestino parasitario (Spithill et al., 2012) y podrian tener un rol de relevancia en el caso del
proceso infectivo por F. hepatica colocandolas como posibles blancos farmacoldgicos o
vacunales.

Respecto a las metalopeptidasas, un estudio de tamizaje de actividades aminopeptidasas en
los PES de gusanos adultos detectd una actividad minoritaria de tipo leucina aminopeptidasa
(LAP). Esta actividad demostré ser prominente en extractos de adultos solubles en deoxicolato
y por métodos histoquimicos, se la localizd intensamente expresada en el epitelio del intestino

y con menor intensidad a nivel del tegumento de la forma adulta (Acosta et al.1998).

1.1.2 Laleucina aminopeptidasa de F. hepatica
Las LAPs son un grupo diverso de metalopeptidasas que requieren de un metal para su funcion

y comparten la preferencia por la hidrélisis de polipéptidos blanco que presentan Leu en el
extremo N-terminal y son capaces de actuar sobre otros aminoacidos con eficiencia variable. El
amplio espectro de complejidad y heterogeneidad de las LAPs ha generado la necesidad de

agruparlas en distintas familias (Kim & Lipscomb, 1994; Matsui et al., 2006). La LAP identificada

10
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en F. hepatica presenta caracteristicas distintivas de la familia M17 como la secuencia de
aminodacidos altamente conservada a nivel del dominio C-terminal, ausencia del motivo HEXXE,
el ensamblaje de los mondmeros en una estructura homo-hexamérica y el requerimiento de
dos iones metdlicos por cada mondmero, imprescindibles para la unién y estabilizacion del
sustrato. Los aminodcidos esenciales del sitio catalitico son dos residuos de lisina, tres residuos
de acido aspdrtico y un residuo de arginina. Las LAPs se caracterizan por presentar protémeros
bi-lobulados con un dominio C-terminal mayor al N-terminal y las subunidades se ensamblan
con sus sitios activos cercanos al interior del hexdamero (Matsui et al., 2006). El arreglo
estructural cuaternario es imprescindible para que las enzimas sean completamente activas y
éste arreglo se encuentra muy conservado por lo que se sugiere que se trata de un
plegamiento generalizado para todos los miembros de la familia.

Se ha postulado que la funcidn de esta enzima es la protedlisis inespecifica en la fase final post
proteosoma del catabolismo proteico. Si bien el rol de la LAP de F. hepatica aun no estd
establecido, es posible postular su participaciéon en la degradacién final de proteinas del
hospedador. De esta forma, se sugiere que pequefios polipéptidos o dipéptidos, producidos
por la accidn de otras proteasas serian hidrolizados a aminodcidos metabolizables por la accién

de esta enzima (Acosta et al. 1998).

1.2 Respuesta inmune frente a la infeccidn con F. hepatica
Los helmintos son pardsitos multicelulares complejos que infectan una gran proporcién de la

poblacién mundial y de las especies productivas. Se dividen en dos taxa altamente divergentes
como son los gusanos redondos (nematodos) y los gusanos planos (trematodos y cestodos). A
pesar de ésta divergencia, la respuesta inmune generada por ambos es similar, caracterizada
por ser del tipo 2 (término referido tanto a los componentes innatos como adaptativos de la
respuesta inmune). Estas respuestas se caracterizan por la presencia de niveles elevados de

interleuquina 4 (IL-4) y otras citoquinas del tipo 2 como IL-5, IL-9 IL-13 y IL-21, lo que lleva a la
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generacion de IgE y activacién y expansién de las células T CD4+ Th, asi como activacion de
mastocitos, eosindfilos y baséfilos (Maizels et al., 2004).

En la Figura 4 se resume los componentes caracteristicos de la respuesta del tipo 2. En el caso
de los trematodos de los géneros Fasciola y Schistosoma se ha postulado que la respuesta del
tipo 2 operaria destruyendo las formas invasoras por medio de un mecanismo de citotocixidad
mediada por anticuerpos (ADCC por antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) donde la
respuesta humoral especifica del tipo 2 colabora con los componentes celulares para atacar el
tegumento del pardsito (Carmona et al., 1993; Trottein et al., 1997).

Se ha demostrado la asociacion de las respuestas del tipo 2 y los mecanismos de reparacion
tisular. En el contexto de una infeccidon por helmintos la reparacién tisular aliviaria los dafios
producidos por los mismos, en lugar de atacar al pardsito de forma directa. Es por esto que

este mecanismo podria ser considerado de tolerancia frente a la infeccién (Anthony et al.,
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Figura 4: Células efectoras y componentes solubles caracteristicos de la respuesta
inmune del hospedador mamifero que participan de la respuesta frente a la infeccidon
por helmintos (Anthony et al., 2007).
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2007). Se ha descrito que muchas especies de mamiferos pueden infectarse con parasitos del
género Fasciola, sin embargo, se ha observado una amplia variacién en los niveles de
susceptibilidad a la infeccion y en la habilidad de adquirir resistencia a la reinfeccién.

En este contexto, la sobrevida de los parasitos se atribuye a la puesta en escena de
mecanismos de evasion como el recambio tegumentario y bloqueo de la ADCC (Figura 5), asi
como de inmunomodulacidn a través de la expresion de moléculas con capacidad de inducir
respuestas reguladoras (Moreau & Chauvin 2010).

El hospedador ovino es susceptible a la infeccién y en muchos casos sufre la muerte en la
etapa aguda de la enfermedad. En cambio, en algunas razas ovinas se ha observado un alto
grado de resistencia a la infeccién primaria y secundaria con F. gigantica (Spithill & Dalton
1998). Esto indicaria que F. hepatica y F. gigantica presentan diferencias bioldgicas
significativas que permiten que los mecanismos inmunolégicos efectores del hospedador ovino
puedan imponerse frente a la infeccion de F. gigantica y no a la de F. hepatica. Estos
mecanismos de resistencia a la infecciéon con F. gigantica se asocian a la induccién temprana

de una respuesta Th; en contraste con la respuesta Thy/Th, que se induciria por F. hepatica
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Figura 5: Mecanismos de evasion de la respuesta inmune desarrollados por F. hepatica contra la
citotoxicidad mediada por anticuerpos. 1) Produccién de superdxido dismutasa, la cual neutraliza los
radicales superoxido. 2) Clivaje de 1gG e IgE por parte de las catepsinas L, lo que evita la ADCC y 3)
Produccién de IgM e IgGz, que bloquean la adhesién de los eosinéfilos (Moreau & Chauvin 2010).
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(Raadsma et al,. 2007). El ganado bovino presenta una resistencia mayor a la infeccion con F.
hepatica que los ovinos. Sin embargo, no desarrollan una respuesta inmune capaz de evitar la
re-infeccidn (Clery & Mulcahy 1998). En el modelo experimental de infeccion aguda con F.
hepatica en ratones induce una respuesta dominante del tipo 2 caracterizada por la
produccién de citoquinas IL-4, IL-5 e IL-13 por parte de las células del bazo, asi como la
secrecion de IL-10 y TGF-B por parte de macrdfagos y células dendriticas (Rojas-Caraballo et
al., 2017). La modulacién de la respuesta inmune por parte del pardsito ocurre a partir de las
primeras horas luego de la penetracién de la pared intestinal. La poblacién de macrdéfagos
peritoneales comienza a desarrollar marcadores caracteristicos del fenotipo
alternativo/regulador con la expresién de Arg-1 y PD-L1 y secrecién de IL-10 y TGF-B luego de
24 hr de la infeccién y responden pobremente a estimulos Thi. Al entrar a la fase crénica de la
infeccidon (21 dias p.i) hay un aumento en la proporcion de Tregs (productoras de IL-10)
resultando en la supresion de la respuesta Th;, especifica (revisado en Robinson et al,. 2012). La
administracién de PES a ratones, al igual que en una infeccién natural, inhibe el desarrollo de

la respuesta Th; y favorece la respuesta Th, (Donnelly et al., 2005).

1.2.1 Larespuestainnata frente a F. hepatica
La respuesta inmune innata jugaria un papel importante frente a la infeccion por F. hepatica,

no sélo en iniciar y polarizar la respuesta adaptativa, sino que, ademas tendria un rol directo
en la defensa contra este parasito. Se ha determinado que los antigenos asociados al
tegumento FhTeg inducen la supresion de la produccién in vivo de los mediadores de la
respuesta Thy (IFNy y IL-12p70) en el modelo de shock séptico en raton. El mecanismo de
accion de FhTeg seria independiente de TLRs y estaria asociada a la supresion de las vias de
sefializacion por NF-kB y MAPK (Ravida et al., 2016). Se ha demostrado que el TLR2 estaria
involucrado en la interaccion con los productos de excrecion/secrecion (PES) de F. hepatica

por medio de un experimento donde los PES de adultos inhiben la activacién de los
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macréfagos por proteinas purificadas de Mycobacterium bovis, ya sea por inhibicién de la
transduccion de sefiales o competencia directa por el TLR2 (Flynn & Mulcahy, 2008). Este
efecto estd parcialmente asociado con la presencia de residuos glucidicos, ya que al eliminarlos
se compromete la activacion de los macréfagos. Otro experimento indicaria que los receptores
de manosa también podrian estar involucrados en la activacion alternativa de los macréfagos
(Guasconi et al., 2011). Se ha visto que componentes glicosilados parasitarios podrian también
estar modulando la supresién de respuestas inflamatorias mediadas por células dendriticas, y
hay pruebas indirectas de que el mecanismo es dependiente de receptores de tipo lectina

(Rodriguez et al., 2015).

1.2.2 Contribucién de eosindfilos y macrofagos
Los mecanismos efectores estimulados luego de la infecciéon incluyen una rapida y pronunciada

eosinofilia (caracteristica de la mayoria de las infecciones por helmintos) y activacion de
macrofagos. En bovinos, se ha encontrado un elevado conteo de eosindfilos desde la cuarta
semana y persistencia hasta la semana 16 p.i (Flynn et al. 2010), mientras que en ovinos se
demostré la presencia bifasica de eosinofilia ocurriendo en la semana 4 post-infeccién vy
nuevamente en la semana 9-10 (Zhang et al., 2005). En este contexto, se ha demostrado que
los PES de F. hepatica inducen apoptosis en eosindfilos de ratas en un proceso dependiente de
la dosis y el tiempo de exposicion (Serradell et al., 2007) . Asimismo, a través de métodos
inmunohistoquimicos utilizando un anticuerpo anti-caspasa 3* y microscopia electrénica se
observaron eosindéfilos apoptéticos en las lesiones hepdticas e infiltrado alrededor de los
canaliculos de ovejas infectadas con F. hepatica (Escamilla et al., 2015).

Ha tenido creciente aceptacién que la activacion alternativa de los macrdfagos durante la
infeccidn por helmintos tendria un rol central para comprender la respuesta frente a ellos. Los
macrofagos alternativamente activados (AAM@) se caracterizan por una elevada actividad

arginasa 1 y expresién de IL-10 sumado a bajos niveles de produccion de dxido nitrico. Las
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funciones de estas células no estan totalmente claras, sin embargo, se cree que estan
implicadas en la diferenciacién de los linfocitos Th, o que podrian actuar como un tipo celular
supresor de la produccién de citoquinas pro-inflamatorias y por lo tanto de la respuesta Thy,
dado su elevada expresion de IL-10 (Sica & Mantovani, 2012). Se ha demostrado que la
infeccidn por F. hepatica es capaz de generar AAM¢ tanto in vitro (Donnelly et al., 2005) como
in vivo (Flynn et al., 2007). Por otro lado, existe una fuerte correlacidn entre la presencia de
AAMo con la capacidad de supresion y susceptibilidad a una infeccién secundaria (Flynn &
Mulcahy, 2008). La evidencia de su rol en iniciar la diferenciacién a células Th; proviene de un
estudio donde se utilizaron macréfagos activados por F. hepatica para estimular un perfil de
secreciéon de citoquinas Th; en células T virgenes estimuladas a través del CD3 (Donnelly et al.,
2008). Otros estudios indican que los macrofagos activados de forma alternativa estan
asociados con una respuesta de memoria protectora, fibrosis e inmunopatologia (revisado
Flynn et al,. 2010). Adicionalmente, se demostré la elevada proporcion de macréfagos
apoptdticos peritoneales en ovejas experimentalmente infectadas con F. hepatica a partir del
1°" dia post-infeccidn, lo que sugiere que F. hepatica induciria la muerte en éstas células, al
igual que en eosindfilos y otros leucocitos como mecanismo de evasidn/supresion de la

respuesta inmune del hospedador (Escamilla et al., 2017).

1.2.3 Respuesta inmune mediada por anticuerpos
Luego de 4 semanas p.i en rumiantes se desarrolla una respuesta adaptativa mediada por

células B con la generacién de anticuerpos especificos contra antigenos del parasito. Varios
estudios han mostrado que IgG; es la subclase dominante en bovinos tanto en la primo
infeccion como la reinfeccion (Bossaert et al. 2000; Clery et al. 1996; Flynn et al. 2009) y esta
subclase predominante también ha sido encontrada en ovinos (Raadsma et al., 2007). En un
modelo murino de infeccién experimental se demostré que la respuesta humoral

predominante tanto en las cepas BALB/c como en C57BL/6 viene dada por la subclase IgG..
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Como es tipico de las respuestas Th; la generacién de anticuerpos IgG; viene mediada por IL-4

(O’Neill et al., 2000).

En definitiva, la cronicidad de la infeccidn con F. hepatica estd asociada con el desarrollo de
una respuesta Th, superpuesta a una respuesta reguladora a medida que la infeccién se
establece comprometiendo la capacidad en desarrollar lo que seria una respuesta Th;
protectora. Como efecto colateral, esta inmunomodulaciéon dependiente del pardsito no le
permitiria al hospedador desarrolla una respuesta apropiada frente a infecciones bacterianas

dejandolo expuesto a una variedad de enfermedades (revisado en Cwiklinski et al., 2016).

1.3 Control de la infeccidn por F. hepatica
En Uruguay, las zonas con mayor prevalencia de la infeccion en el ganado bovino y ovino se

encuentran asociadas a zonas bajas y mal drenadas, propicias para el desarrollo del ciclo
bioldgico del parasito (Nari & Cardozo, 1976). A su vez, la velocidad de desarrollo de los huevos
del parasito, de las cercarias emitidas por el caracol y la viabilidad de las metacercarias
enquistadas en las pasturas se encuentran afectadas por las condiciones de temperatura y
humedad. El drenado de zonas bajas, la forestacidon y la utilizacion de agentes quimicos
molusquicidas constituyen medidas de control del hospedador intermediario ensayadas de
forma poco sistematica. En la actualidad, la forma de control mas extendida se basa en el uso

de farmacos anti-parasitarios.

1.3.1 Drogas fasciolicidas
Existen drogas antihelminticas altamente eficaces como el Triclabendazol (TCBZ), Closantel,

Nitroxinil, Oxiclozanida, Diamfenetida y Clorsulon (Kelley et al., 2016). Todas las drogas
eliminan eficientemente el pardsito en etapas tardias de su desarrollo. Sin embargo, en esta

etapa ya se ha producido el dafio hepatico y el consecuente debilitamiento de la salud del
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hospedador. El TCBZ, es la droga de eleccidon para el tratamiento de animales de produccion y
se ha comenzado a utilizar con éxito en casos de fasciolosis humana (Villegas et al., 2012). Se
trata de la Unica droga que tiene actividad contra las formas inmaduras del parasito (Figura 6),
en especial contra la forma migratoria que produce los dafios mds significativos a nivel
hepatico. Dentro de los mecanismos de accidn del TCBZ se encuentran la unién a la B-tubulina
afectando los procesos que involucran microtibulos, lesiones del tegumento, disminucion
metabdlica, reduccidn de la sintesis proteica y alteraciones del citoesqueleto (Kelley et al.,

2016).

Edad de las Fasciolas en semanas

l Jovenes | Adultas |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Droga )
Bithionol 90 - 99%
Niclofolan
Albendazole 95 - 100%
Ivermectina + Clorsulon l 98 - 100%
Nitroxinil 50 - 90% | 91-99%
Closantel
Clorsulon I 50 - 90% 91-99%
Rafoxanide
Triclabendazole | 90-99% | 99 - 100%

Figura 6: Antihelminticos y su espectro de accion contra F. hepatica (Riet-Correia et al., 2001)

1.3.2 Resistencia frente al TCBZ
En las Ultimas décadas se ha detectado la creciente aparicidon de resistencia a ésta droga tanto

en bovinos como ovinos. Se han reportaron casos en el Irlanda, Escocia, Gales, Australia,
Nueva Zelanda, Peru y Argentina y mas recientemente, se han reportado casos de resistencia
en humanos (revisado en Kelley et al., 2016).

El escaso conocimiento del ciclo de vida del parasito por parte de los productores, la incorrecta
administracién del farmaco y la falta de seguimiento de la eficacia del tratamiento contribuyen
a la aparicién de la resistencia al TCBZ. En este contexto, es indispensable el desarrollo de
nuevas estrategias de control de la fasciolosis, ya sea a través de la busqueda de nuevos

blancos farmacolégicos como es el caso reciente de la evaluacién de los compuestos con
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actividad antihelmintica Curcumina y Timoquinona descritos para F. gigantica (Ullah et al.,,

2017) o a través del desarrollo de vacunas profilacticas o terapéuticas (Kelley et al., 2016).

1.4 Antecedentes de vacunas contra F. hepatica
La vacunacion tiene como objetivo proteger a los organismos de la infeccidn por medio del

desarrollo de una respuesta inmune inducida por la inoculacidn de organismos atenuados,
fracciones de dichos parasitos o componentes especificos en forma de proteinas o ADN. El
criterio para el desarrollo de una vacuna veterinaria eficaz varia dependiendo del grupo de
especies a ser considerado. En el caso de las vacunas desarrolladas para las especies
productivas el objetivo de la vacunacién es fundamentalmente la reducciéon del impacto
negativo en la produccion por parte de la infeccion manteniendo un balance costo-beneficio.
Las vacunas veterinarias comprenden aproximadamente el 23% del mercado global de los
productos para la salud animal, habiendo tenido un crecimiento consistente debido al
desarrollo de avances tecnoldgicos para el desarrollo de vacunas, la continua aparicién de
resistencia y la aparicidon de nuevas enfermedades. Adicionalmente, el desarrollo de vacunas
veterinarias tienen impacto sobre la Salud Publica a través de la reduccion del uso de
productos farmacéuticos, lo cual limita la cantidad de residuos farmacolégicos que llega al
consumidor (Meeusen et al., 2007). Las dificultades inherentes en el desarrollo de vacunas
contra helmintos parasitos estd demostrada por el muy escaso nimero de vacunas efectivas
disponibles comercialmente (Vercruysse et al., 2004). En el caso de las infecciones parasitarias,
generalmente cronicas, la utilizacién de organismos vivos o atenuados para la inmunizacion no
seria una opcion viable debido a la capacidad del parasito de inducir una respuesta modulada
en el hospedador re-direccionando la misma a su favor (Turner et al., 2016).

Lang, 1967, 1974; Lang & Dronen, 1972 llevaron a cabo los primeros experimentos de
inmunizacion homodloga en un modelo de infeccidon experimental en ratones a modo de

determinar el desarrollo de resistencia a la infeccidn con F. hepatica mediante una infeccidn
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primaria o una infeccién primaria y una secundaria seguida del desafio. Posteriormente, los
mismos autores utilizaron distintos modelos animales que incluian bovinos, ratas y ratones,
todos ellos con distinta susceptibilidad para adquirir la infeccion. Los resultados indicaron que
en estos modelos habia un elevado porcentaje de resistencia al desafio (ratas 77%, ratones
67% y bovinos 56%). En cambio, cuando utilizaron conejos y ovejas, se observd mayor
susceptibilidad a la infeccién, con bajos niveles de resistencia a la re-infecciéon (Lang., 1976;
Lang & Hall, 1977).

Mas adelante, los ensayos de vacunacién llevados a cabo con metacercarias atenuadas por
irradiacién o drogas, extractos somaticos o PES de adulto demostraron la posibilidad de inducir
inmunidad protectora pese a los bajos niveles de proteccién obtenidos. Sin embargo, se
lograron niveles significativos de proteccién en bovinos no expuestos a través de la
transferencia de suero de animales infectados y ademas se lograron niveles significativos de
proteccion utilizando PES de gusanos inmaduros en ratas y ratones (revisado en Haroun &
Hillyer, 1986.

En ovinos, que presentan elevada susceptibilidad a la infeccidn, se llevaron a cabo ensayos de
infeccion homdloga primaria (Sinclair, 1962, Boray, 1967; Rushton, 1977; Knight, 1980;
Sandeman & Howell, 1981), vacunacién con metacercarias irradiadas (Boray, 1967; Armour et
al., 1974; Campbell et al., 1978), o con extractos del pardsito ya sea somatico (Ross, 1967) o
PES de gusanos adultos (Sandeman et al., 1980). En ninguno de los casos se reportaron niveles
significativos de proteccion.

A partir de los afios 80 se realizaron los primeros ensayos de vacunacidon que emplearon
proteinas purificadas a partir de extractos parasitarios. Estas fueron las proteinas de union a
acidos grasos o FABPs (por fatty acid binding protein) reconocidas por su potencial protector
contra S. mansoni. La misma fraccién purificada a partir en F. hepatica fue capaz de reducir la
carga parasitaria en un 78% en ratones y un 55% en terneros luego del desafio con

metacercarias (Hillyer, 1987, 1985). Posteriormente, la fraccion llamada Fh12n redujo la carga
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parasitaria en conejos en un 40% (Muro et al., 1997). Al aumentar a 20 semanas el periodo
entre la primera inmunizacion y el refuerzo se obtuvo una reduccién de 76% en el mismo
modelo con Fh12n (Casanueva et al., 2001). A continuacién, se introdujo nuevo sistema de
vacunacion (sistema ADAD), utilizando primero la inmunizacién subcutdnea con una micela
qgue contiene Quillaja saponaria, un extracto hidroalcohdlico de Polipodium leucotomos
(Anaspos) emulsificado con el aceite no mineral Montadine (periodo de adaptacién) (Martinez-
Fernandez et al.,, 2004). En la segunda inmunizacidn la micela contiene los mismos
componentes y ademds el antigeno nativo (Fh12n). Como resultado del uso de este sistema
adjuvante se obtuvieron reducciones significativas en los huevos recuperados en la vesicula
biliar y heces (58.1% y 40.3% respectivamente), y una reduccidn en la carga parasitaria en el
higado respecto del control (24.5%). La Fh12n purificada a partir de adultos de F. hepatica,
formulada con el sistema ADAD y el agregado de un inmunomodulador indujo niveles altos de
proteccién en ensayos experimentales con roedores, mientras que en ovinos se observd una
marcada reduccién de parasitos recuperados en la necropsia (43%), dafio hepatico y aumento
de peso post-infeccidn (Lopez-Aban et al., 2008).

Las enzimas antioxidantes y detoxificantes han sido otro grupo de moléculas ensayadas como
vacunas contra la fasciolosis. Dentro de este grupo se han estudiado las Glutation S-
transferasas (GSTs), la proxirredoxina (FhPrx) y la tiorredoxina glutation reductasa (FhTGR).

Las GSTs son un grupo de isoenzimas involucradas en la detoxificacién de una variedad de
sustratos. Las GSTs de F. hepatica fueron elegidas en base al potencial protector observado en
animales de laboratorio con las GSTs de S. mansoni y S. japonicum. El primer ensayo que
mostré su capacidad protectora (57%) se llevé a cabo en ovinos por Sexton et al. (1994). Luego
se realizaron experimentos de inmunizacién con multiples adyuvantes en rumiantes
empleando una fraccidon de GST nativa, que mostraron una reduccién de la carga parasitaria de
57% y 69% en ovinos y bovinos, respectivamente (Spithill & Dalton 1998). Sin embargo, no se

encontré correlacion entre niveles de anticuerpos y proteccién (Morrison et al., 1996).
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Adicionalmente, se han llevado a cabo ensayos de vacunacion utilizando una GST de la clase
Sigma recombinante (FhGST-S1r) en cabras, con resultados poco alentadores (Zafra et al.,
2013).

Otra de las enzimas antioxidantes estudiadas como antigenos vaccinales se encuentra la FhPrx.
La FhPrx recombinante es capaz de metabolizar el peréxido de hidrégeno previniendo el estrés
celular (Sekiya et al., 2006). Su funcidon durante la infeccidn estaria relacionada con la
proteccion frente a las especies reactivas del oxigeno (EROs) provenientes de procesos
metabdlicos y de las células efectoras del sistema inmune del hospedador. Como se menciond
anteriormente, la FhPrx también se encuentra asociada a la activacion alternativa en
macréfagos en el modelo murino (Donnelly et al., 2008). En un ensayo llevado a cabo en
cabras con la forma recombinante formulada con Quil A no se obtuvo un porcentaje de
proteccién significativo. Sin embargo, se observd menor dafio hepatico y reduccion de la
infiltracion por células del sistema inmune (Mendes et al., 2010).

La FhTGR, es una selenoproteina que se encuentra involucrada en la homeostasis redox del
pardsito habiéndose demostrado que su inhibicion compromete severamente la sobrevida del
JRD. La FhTGR recombinante funcional mezclada con adyuvante de Freund indujo una
disminucién de casi el 100% en la carga parasitaria en conejos infectados experimentalmente
(Maggioli et al. 2011). Sin embargo, la inoculacién en bovinos asociada a distintos adyuvantes,

fue incapaz de generar niveles significativos de proteccion (Maggioli et al., 2016).

1.5 Las enzimas proteoliticas de F. hepatica y su potencial como antigenos

vacunales
El primer experimento de vacunacidon donde se emplearon las cistein proteasas purificadas a

partir del PES de adulto fue realizado en bovinos obteniéndose niveles de proteccion
significativos que llegaron al 69% (Wijffels et al., 1994). A partir de la caracterizacion y

purificacién de FhCL1 y FhCL2 como las principales proteasas secretadas por los adultos, se
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inicié su valoracion como vacunas ya sea solas o combinadas entre ellas y con proteinas del
pardsito. La inmunizacion con una mezcla de FhCL1 y hemoglobina del parasito (Hb) generd
una reduccién de pardasitos adultos del 52% (Dalton et al., 1996). En ovinos, la inmunizacion
con FhCL1 y FhCL2 por separado mostré una reduccién de la carga parasitaria del 33% y 34%,
sin embargo, la inoculacion de ambas proteasas en forma combinada generd una reduccién
del nimero de pardsitos del 60%, lo que sugiere su efecto sinérgico (Piacenza et al., 1998).

Las catepsinas B propias de las formas inmaduras del pardsito han sido notoriamente menos
exploradas como antigenos vaccinales. En el Unico experimento publicado donde se analiza la
capacidad protectora de una catepsina B (FhCB2), los autores la emplean en ratas en
combinacion con las FhCL1 y FhCL5 secretadas por los adultos, reportando una proteccion

maxima del 83% en el grupo inoculado con la mezcla de FhB2 y FhCL5 (Jayaraj et al., 2009).

1.5.1 La FhLAP como vacuna contra la fasciolosis
Otras de las proteasas evaluadas en estudios de inmunoproteccion en rumiantes ha sido la

FhLAP. Cuando la enzima nativa fue inoculada en ovejas sola o en combinacién con la mezcla
FhCL1/FhCL2, se obtuvieron reducciones en el nimero de gusanos en el higado del 89% y 78%,
respectivamente. En ambos casos el dafio hepatico provocado por los pardsitos fue minimo, de
acuerdo a los niveles del marcador de dafio y-glutamil transferasa. Este resultado indicaria que
las formulaciones utilizadas tienen un impacto negativo en el desarrollo de los estadios
juveniles del pardsito. Por otra parte, en ensayos de inhibicion enzimatica se observé una
disminucién de la actividad de la enzima al incubarla con anticuerpos IgG provenientes de
ovinos inmunizados, pero no de ovinos del grupo control (Piacenza et al.,, 1998).
Posteriormente, la enzima fue clonada y expresada en E. coli como proteina de fusién con la
Tiorredoxina de la bacteria (FhLAP-Trxr) con un peso molecular aparente estimado en ~ 58
KDa. El estudio de su secuencia muestra que esta estrechamente relacionada con la LAP

descripta para S. mansoni y alejada de los homdlogos en mamiferos. Esta pobre similitud y la
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ausencia de sitios de glicosilacion la posicionan como candidato vacunal contra la fasciolosis
(Acosta et al., 2008). En funcion de estos antecedentes, nuestro grupo de trabajo llevd a cabo
un experimento donde se comprobd la capacidad inmunoprotectora de la FALAP-Trxr
administrada con distintos adyuvantes en el modelo de infeccién ovino, obteniéndose los
niveles mas elevados de proteccidn para un antigeno recombinante hasta el momento (87%
formulado con Al(OH)s, 83% con Adyuvante Completo /Incompleto de Freund, 74% con
Adyuvac 50, 51% con DEAE-D y 50% con Ribi (Maggioli et al., 2011). En el grupo Adyuvac 50 se
obtuvieron niveles significativamente elevados de anticuerpos anti-FALAP-Trxr a partir de la
cuarta semana, llegando a un maximo en la semana del desafio. Sin embargo, en el grupo
Al(OH)s los niveles de anticuerpos en esta semana son de un orden inferior a los obtenidos con
Adyuvac 50. Sorprendentemente, los porcentajes de reduccién parasitaria fueron mayores con
Al(OH)3 que con Adyuvac 50. Al analizar los niveles de subclases IgG; e 1gG; a lo largo de las
semanas se observd una respuesta mixta, con una leve predominancia de IgG; sobre IgG,.
Existe, ademas, correlacidén inversa significativa entre los niveles de anticuerpos IgG, IgG; e
IgG; presentes al momento de la infeccion y la carga parasitaria hepatica post-mortem.

En funcidn de estos resultados obtenidos con la FhLAPr recombinante, se procedié a realizar
un segundo ensayo de vacunacién en ovinos utilizando una vacuna con el antigeno FhLAP-Trxr
formulado con Adyuvac 50 en dos esquemas de vacunacién. El primer esquema tuvo como
objetivo reproducir los resultados del ensayo anteriormente descrito y consistio en una
inmunizacion en la semana 0, seguido de un refuerzo en la semana 4 y el desafio oral con
metacercarias en la semana 6. El segundo esquema consistié en una inmunizacién, seguido de
dos refuerzos, el primero en la semana 4 y el segundo en la semana 8 con el desafio en la
semana 10.

Los resultados obtenidos en cuanto a la carga parasitaria mostraron que el esquema de un
refuerzo induce altos porcentajes de reduccién significativa de la carga parasitaria (75 %),

mientras que el esquema de dos refuerzos no se observa una fuerte caida en la proteccion
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registrandose una reduccién no significativa del 25% de los gusanos recuperados al final del
ensayo respecto del control (datos sin publicar).

Si bien la inmunizacion con la FhLAP-Trx mostré niveles de proteccién alentadores frente a la
infeccion experimental en ovinos, éstos resultados no han podido replicarse en el modelo
bovino, la especie con mayor relevancia desde el punto de vista econédmico. Por tal motivo, es
necesaria la busqueda de nuevas alternativas para la generacidon de una respuesta inmune
protectora contra F. hepatica en bovinos, ya sea a partir de la busqueda de nuevos adyuvantes
o nuevos candidatos vacunales acompafados de las herramientas disponibles para el disefio

racional de vacunas.

1.6 Nuevos abordajes para el disefio y produccion de vacunas: utilizacion de
oligdmeros como transportadores de proteinas y péptidos antigénicos
En los ultimos afos han utilizado distintas herramientas biotecnolégicas para la mejora en la

eficacia de las formulaciones vacunales. Se ha demostrado la capacidad de inducir una
respuesta inmune efectiva contra pequefios péptidos cuando los mismos son fusionados a
determinadas proteinas multiméricas. Este tipo de construcciones utilizan proteinas
oligoméricas cuya principal caracteristica es el nivel elevado de estabilidad en su estructura
cuaternaria luego de la fusion de las mismas con proteinas o péptidos foraneos. A su vez, la
repetitividad y el grado de organizacién de los antigenos expuestos en la superficie de los
mismos permite la induccién eficiente de una respuesta humoral, posiblemente por la fuerte
sefializacion inducida en las células B a través del BCR por parte de los epitopes repetidos
(Berguer et al., 2006). Tal es el caso de la lumazina sintetasa de Brucella (BLS), una proteina
decamérica con extraordinarias propiedades inmunogénicas, la cual ha sido utilizada como
proteina transportadora de distintos péptidos (Alfano et al., 2015; Cassataro et al., 2007; Du &
Wang, 2015; Hiriart et al., 2017; Mejias et al., 2014; Mejias et al., 2013; Rossi et al., 2015). El

elevado grado de orden molecular e inmunogenicidad de la BLS presenta caracteristicas
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similares a la subunidad B de la toxina de célera (TC) y a la Toxina termo-labil de E. coli (TL).
Tanto la TC como la TL han sido utilizadas como proteinas transportadoras de proteinas y
péptidos antigénicos en distintos modelos experimentales de vacunacién via mucosas.
(Nozoye et al., 2009; Price & Holmes, 2012, 2014; Song et al., 2004). Se han evaluado
diferentes formulaciones en modelos experimentales de infeccién con helmintos utilizando
este tipo de abordaje. La inmunizacién oral con el péptido GK-1 fusionado con la BLS mostro
proteccion frente al desafio con Taenia crassiceps en un modelo de infeccién murino (Rosas et
al., 2006). Asimismo, la administracion oral del péptido KETc-1 acoplado con BLS resultd
protectora contra Taenia solium en un modelo de infeccién en hamster (Cruz-Revilla et al.,
2006).

Dado el conocimiento acumulado de las funciones de determinadas proteasas en el ciclo de
vida de F. hepatica y en funcién de los altos niveles de proteccién inducidos por la forma
hexamérica funcional recombinante de la FhLAP en ovinos, el presente trabajo plantea
explorar la contribucion de la estructura cuaternaria de la FhLAPr a la inmunogenicidad a nivel
sistémico y de mucosas. Asimismo, plantea determinar el potencial de la FhLAP de actuar
como transportador multimérico de pequefios péptidos, en particular una region
potencialmente inmunogénicas (RPI) de la FhCL3, una de las proteasas mas relevantes durante
el estadio JRD de F. hepatica. La finalidad de esta construccion es la generacién de anticuerpos
anti-RPI a través de su fusion con la FhLAP, de éste modo la FhLAP actuaria simultdaneamente
como inmundégeno y transportador de pequefios péptidos dirigiendo la respuesta inmune

hacia la forma juvenil del pardasito.

1.6.1 La Vacunologia Reversa como herramienta para el disefio de vacunas
Para la mayoria de las ETDs no existen vacunas eficaces y ello es un reflejo de la escasa

financiacion en 14D para éstas enfermedades relacionadas en su mayoria con paises de bajo

recursos y en vias de desarrollo. Afortunadamente, los genomas de muchos de los agentes
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causales de éstas enfermedades se encuentran disponibles y a partir de ello es posible aplicar
las herramientas de la vacunologia reversa.

La identificacién de las regiones antigénicas de una proteina es uno de los componentes
fundamentales de esta disciplina, asi como para la produccién de anticuerpos terapéuticos vy la
generacidn de nuevas herramientas de inmuno-diagndstico. Teniendo en cuenta la estructura
tridimensional de los antigenos; los epitopes B pueden clasificarse en lineales o discontinuos
(conformacionales). A su vez, se cree que los determinantes antigénicos lineales son
componentes estructurales de los epitopes conformacionales (Potocnakova et al., 2016). Los
métodos tradicionales de mapeo de estas regiones antigénicas son en la mayoria de los casos,
de costo elevado, laboriosos y de baja especificidad. El método definitivo de determinacién de
epitopes es la cristalografia de rayos X del complejo proteina-anticuerpo, el cual ademas de
brindar informacién precisa sobre los residuos de aminoacidos involucrados de interaccion,
brinda informacién sobre la fuerza de unién del complejo. Debido a la creciente cantidad de
informacidn respecto a las regiones inmunogénicas de distintos antigenos surgié la necesidad
de ordenar esta informacién para el acceso mas facil, de este modo surgié la base de datos
IEDB (por Immune Epitope Data Base) (Fleri et al., 2017) y otras bases de datos como Antilen,
BciPep, Epitome y SDAP. Paralelamente, han surgido distintos algoritmos de prediccion
inmuno-informaticos que hacen uso de la informacién alojada en éstas bases de datos.
Utilizando este tipo de estrategias, han surgido distintas formulaciones vacunales
experimentales como es el caso de la vacuna multi-epitope de E. granulosus EgA31, la cual
demostré la induccion de una fuerte respuesta Th; en ratones (Esmaelizad et al., 2013a, 2013b;
Zhou et al.,, 2010). También se determinaron mediante métodos inmunoinformaticos los
epitopes Sm141290 y Sm050890 como posibles candidatos para una vacuna contra S. mansoni
(Oliveira et al., 2016) En el caso de F. hepatica, se evalud el potencial inmunorpotector de
diferentes péptidos correspondientes a las predicciones de 4 epitopes B y 3 epitopes T en

ratones BALB/c, obteniéndose un porcentaje de supervivencia mayor tras el desafio con la
27



Introduccion

forma infectante con el péptido B2 (homodlogo amebaporo) y T15 (FhCB) ambos péptidos
formulados con el sistema adjuvante ADAD (Rojas-Caraballo et al., 2014). También se utilizé un
epitope predicho por un método bioinformatico de FACL1 como proteina de fusidon a una
region relacionada con el dominio Pfam de la FhLAP y se evalué como herramienta para el

diagndstico de la infeccidn por F. hepatica en humanos (Hernandez-Guzman et al., 2014).
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2.1 Hipdtesis

Dada la naturaleza multimérica de la FhLAPr y de sus antecedentes inmunoprotectores
postulamos que la FALAPr en su forma hexamérica presenta mejor capacidad de estimular la
respuesta humoral que la forma monomérica. En este contexto, podria actuar tanto como
inmunégeno, como transportador de péptidos, y de esta forma mejorar la respuesta

inmunoprotectora contra la infecciéon con F. hepatica.

2.2 Objetivo general
Nos proponemos determinar la inmunogenicidad humoral de la FALAPr multimérica en

relacidon a la forma no funcional monomérica y a continuacion construir y evaluar en forma
piloto la capacidad protectora de una proteina quimérica de FhLAPr y una region

potencialmente inmunogénica de la catepsina L3 de F. hepatica.

2.3 Objetivos especificos
1. Determinacion de la inmunogenicidad de las formas monémero y hexamero de FhLAPr.

a) Determinacién de la respuesta humoral de la FhLAPr en su forma monomérica y
hexamérica administrada via sub-cutanea sola o en combinacién con el adyuvante
Adyuvac 50 en ratones BALB/c

b) Determinacién de la respuesta humoral inducida por las formas monomérica y
hexamérica administradas por via intranasal solas o en combinacién con la subunidad

B de Toxina de Cdélera como adyuvante en ratones C57BL/6.

2. Evaluacion del potencial transportador de FhLAPr de un péptido inmunogénico de FhCL3

madura.

a) Identificacion de las regiones potencialmente inmunogénicas (RPls) de mFhCL3 a
través del uso de herramientas inmuno-informaticas de prediccién de regiones

asociadas a epitopes By T.
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b) Produccién de la proteina quimérica FheCL3-LAP en un sistema de expresion

procariota.

c) Evaluacidn de las propiedades inmuno-protectoras de FheCL3-LAP en comparacién con

las proteinas FALAPry FhCL3r en un modelo de infeccién en ratones BALB/c.
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3.1 Materiales

3.1.1 Cepa bacteriana
Para la expresion de FhLAPr y FheCL3-LAP se utilizé la cepa de E. coli BL21 (DE3) (New England

BiolLabs, USA).

3.1.2 Vector de Expresion
Para la expresién de la FhLAPr se amplificd la secuencia correspondiente con primers

especificos (datos sin publicar) y se clond entre los sitos Bam H | y Sal | del vector pET28a (+)
(Novagen, USA). Para la expresidon de FheCL3-LAP se sintetizd la secuencia codificante de la
proteina de fusidn y se cloné entre los sitios Nde | y Bam H | del vector pET28a (+) (Genscript,

USA).

3.1.3 Péptido
Se realizd6 la sintesis del péptido NH,-SGLETASDYPYQGWEYQCQYRKELGV-COOH

correspondiente a la RPI de la FhCL3 madura (Genscript, USA).

3.1.4 Medios de cultivos
El medio de cultivo de bacterias utilizado fue Luria-Bertani (LB) descrito en Sambroock et al

(1989). Para el cultivo de bacterias transformadas con el vector de expresion pET28a (+)-
FhLAPr y pET28a (+)-FheCL3-LAPr LB se afadié Sulfato de Kanamicina (Kan) (Sigma-Aldrich, #

60615) en una concentracién final de 50 pg/mil.

Para la extension de bacterias en medio sélido se afiadié al medio LB 1.5% (p/v) de Agar

Bacteriolégico (Sigma-Aldrich, # A5306).

Se utilizé el medio SOC, compuesto por Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM,
KCl 2.5 mM, MgCl; 10 mM, MgS0O4 10 mM vy glucosa 20 mM para la recuperacién de las

bacterias E. coli transformadas.

3.1.5 Matriz Cromatografica
Para la purificacion de la FhLAPr y la FheCL3-LAP se utilizd la resina para cromatografia de

afinidad al Ni?* Sepharose Chelating Fast Flow (GE, Healthcare # 17057501), la cual fue cargada

con 400 mM de Sulfato de Niquel hexahidratado (Sigma-Aldrich, # N4882).
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3.1.6 Agente entrecruzante de proteinas
Para la reaccion de entrecruzamiento de proteinas se prepard inmediatamente antes de su uso

una solucién del agente Dimetil Suberimidato (Aldrich, # 179523) en una concentracion de 5

mg/ml diluido en tampdn Trietanolamina (Sigma, # T 1377) 0.2 M, pH 8.5.

3.1.7 Sustratos flurogénicos
Para determinar la actividad enzimatica se utilizé el sustrato Leucina acoplado a 7-amino, 4-

metil cumarina (Leu-AMC) (Bachem, # |-1245) en un stock de concentracién 10 mM disuelto en
dimetilformamida mantenido a -20 °C. Para la determinacidon de la actividad enzimatica
especifica, se utilizé una curva de calibracion con AMC (Bachem, # Q-1025) en un rango de 0-

100 nM.

3.1.8 Adyuvantes
Para la formulacién de los antigenos en el ensayo de inmunizaciéon subcutdnea se utilizd el

adyuvante Adyuvac 50 (cedido gentilmente por Laboratorios VIRBAC-Santa Elena, Montevideo)
emulsionado al 50% (v/v) con el antigeno en solucidn salina. Se trata de un adyuvante
aprobado para su uso veterinario en nuestro pais. Para los ensayos de inmunizacion intranasal,
se utilizé como adyuvante la subunidad B de la toxina de Vibrio cholerae (Sigma-Aldrich, #

C9903).

3.1.9 Sustratos cromogénicos de peroxidasa
Solucién de o-fenilendiamina (OPD) (Sigma, # P9029) en una concentracion final de 0.4 mg/ml

en un tampon fosfato-citrato 0.05 M, pH 5. Al momento de usar se agregé 0.012% de H,0; al

30%.

Solucion de 4-cloro, 1-naftol (Sigma-Aldrich, # C6788). Se disolvid una tableta en 10 ml de
metanol. 2 ml de esta solucidn se disolvieron en 10 ml de tampdn Trietanolamina 20 mM, pH

7.5. Al momento de usar se agregd 0.015% de H,0; al 30%.
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3.1.10 Animales de Experimentacién
Los ensayos de inmunogenicidad se llevaron a cabo en ratones hembra de la cepa BALB/c y

C57BL/6 y el ensayo de inmunoproteccion se llevd a cabo en ratones de la cepa BALB/c. Los
mismos fueron provistos por de la Direccidon de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) “Miguel C.
Rubino”. Los animales fueron alojados en el bioterio del Instituto de Higiene en condiciones de
temperatura y humedad controladas con un ciclo dia/noche de 12 hrs. El agua y el alimento

fueron provistos ad libitium.

La produccidn de suero hiper-inmue anti-FheCL3-LAP se llevé a cabo en un conejo hembra
New Zeland de 3 meses de edad, alojado en el campo Experimental del Instituto de Higiene. El

agua y alimento fueron provistos ad libitium.

3.1.11 Anestésico
Isofluorano (Terrel, Laboratorio Libra-Uruguay) al 5% en Propilenglicol administrado en cdmara

cerrada.

3.1.12 Material infeccioso
Las metacercarias de F. hepatica fueron provistas gentilmente de la Bch. Sabina Wlodek del

Depto. de Genética de Facultad de Medicina.

3.1.13 FhCL3 recombinante y suero hiper-inmune anti-FhCL3r
La FhCL3r y el suero policlonal anti-FhCL3r fueron gentilmente cedidos por la Dra. lleana Corvo

del Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Moléculas Bioactivas, PDU-Paysandu y

expresada segun el método descrito en Corvo et al. (2009).

3.1.14 Anticuerpos conjugados
Para la evaluacién de la respuesta de anticuerpos anti-FhLAPr se utilizé el anticuerpo anti-IgG

de raton, Fab especifico conjugado a la peroxidasa de rabano (Sigma-Aldrich, # M6898). Para la
evaluacion de las subclases de ratén se utilizaron los anticuerpos anti-lgG: y anti-IgGaa
conjugadas a biotina (Biolegend, # 406603 y # 407103) y para la evaluacién de la respuesta

anti-IgA, se utilizé el anticuerpo anti-IgA de ratén conjugado a biotina (Biolegend, # 407003).

35



Materiales y Métodos

La reaccidon antigeno-anticuerpo fue revelada con estreptavidina unida a peroxidasa

(Biolegend, # 405210).

Para determinacion de los niveles de anticuerpos anti-FheCL3-LAP en conejo se utilizd un

anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa (# A0545, Sigma).

3.1.15 Otros materiales
Peso molecular para SDS-PAGE 11-245 KDa (AccuRuler RGB Plus-Maestrogen, # 02102-250).

3.2 Métodos

3.2.1 Evaluacién de la inmunogenicidad sistémica inducida por FALAPr en su
conformacion mondmero y hexamero en ratones BALB/c

A modo de determinar la capacidad de FhLAPr de inducir una respuesta inmune humoral en
sus formas mondémero (mFhLAPr) y hexamero (hFhLAPr), se llevé a cabo la expresidén y
purificacién de la proteina recombinante en E. coli. A continuacion, se determinaron las
condiciones de la generacion de las formas mFhLAPr y hFhLAPr y se determind el perfil
inmunogénico inducido por ambas formas en ratones de la cepa BALB/c. Todas las actividades
que involucraron la experimentacién con animales fueron llevadas a cabo utilizando pautas de
bioseguridad y bienestar animal. Los protocolos fueron aprobados por la Comisién Honoraria

de Experimentacion Animal (CHEA).

3.2.1.1 Produccidny purificacién del antigeno FALAPr
La regidn codificante de FhLAPr fue clonada en un plasmido pET28a (+) entre los sitios Bam H |

y Sal | y transformado en células competentes de E. coli BL21(DE3). A partir del stock de
bacterias productoras de FhLAPr gentilmente cedidas por la Dra. Gabriela Maggioli, se realizd
el extendido en placa de LB/Agar conteniendo Kan en una concentracion final de 50 pg/mly se

incubd a 37 °C durante toda la noche. Una colonia aislada se cultivé en un medio LB/Kan (50
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ug/ml) a 37 °C durante toda la noche en agitacidn constante a 200 rpm. El mismo se inoculd en
1 Lt de medio de cultivo LB/Kan en una relacién aproximada 1:100 y se dejé en agitacion
constante a 28 °C hasta alcanzar una densidad dptica a 600 nm (DOggonm) de aprox. 0,8. En este
momento se bajé la temperatura a 25 °C y se indujo la produccién de la proteina FhLAPr
mediante el agregado de Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) en una concentracion
final 0,4 mM. El cultivo se incubd a 200 rpm durante toda la noche. Las bacterias se
recolectaron mediante centrifugacién a 7.000 rpm durante 10 min a 4 °Cy el pellet bacteriano
se resuspendié en un tampdn de lisis conteniendo Tris 50 mM, NaCl 100 mM, Imidazol 5 mM,
pH 8,5. La suspensidn bacteriana se incubd con 1 pg/ml de lisozima (Sigma-Aldrich, # L2879)
durante 30 min a temperatura ambiente (TA) y a continuacidn se realizé un ciclo de sonicacién
en bafio de hielo de 5 pulsos de 30 seg a una amplitud de 40% con 1 min de descanso en un
Homogeneizador de Ultrasonido (Cole Parmer 4710). La suspension se centrifugd a 14.000 rpm
durante 30 miny a 4 °C. Se recuperd el sobrenadante (SND) conteniendo la FALAPr para su
posterior purificacion a través una cromatografia de afinidad al Ni>* con la matriz Sepharose
Chelating Fast Flow. El SND conteniendo la FhLAPr fue aplicado a la columna previamente
equilibrada con el tampdn Tris 50 mM, NaCl 100 mM, Imidazol, 5 mM, pH 8,5. Tras el lavado
de la columna con aproximadamente 10 voliumenes del mismo tampdn, la FhLAPr fue eluida de
la matriz utilizando concentraciones crecientes de Imidazol (50 a 400 mM). Se realizd una
electroforesis SDS-PAGE 10% a modo de determinar la fraccién con mayor recuperacion de la
proteina recombinante. Dicha fracciéon se dializé durante toda la noche contra un tampdn Tris
50 mM pH 8,5. A continuacidn, la fraccién fue concentrada y lavada con PBS utilizando una
unidad de ultrafiltracion 30 KDa (#UFC903008 Amicon, Millipore) y se realizé la cuantificacion

de la proteina con el método del 4cido bicinconinico.

3.2.1.2 Obtencién de la forma mondmero y hexdmero de FALAPr
A modo de determinar el grado de oligomerizacion de la FhLAPr tras la purificacidn, la misma

fue sometida a una reaccidn de entrecruzamiento con el agente DMS segun el método descrito
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por Davies & Stark, 1970 con modificaciones. A su vez, se evalud el rol de los iones divalentes
Mn?*, Zn** y Mg?* en la generacidn y estabilizacidn de la estructura cuaternaria de la FhLAPr.
Con la finalidad de visualizar la influencia de la adicion de los mencionados iones divalentes, la
FhLAPr fue lavada y concentrada (0,20 mg/ml) en un tampodn trietanolamina 0,2 M, pH 8,5 con
una membrana de corte de 30 KDa y pre-incubada durante 15 min a 37 °C con las distintas
soluciones de MnCl,, ZnCl, y MgCl, (0 a 50 mM). A continuacidn, las muestras fueron incubadas
con una concentracion final de 1.0 mg/ml de DMS durante 2 hrs a 37 °C. La reaccién se detuvo
con el agregado de un tampdn de muestra conteniendo una proporcién final de SDS del 1% y
B-mercaptoetanol 1%. Posteriormente, las muestras se incubaron a 100 °C durante 3 min a
modo de disgregar cualquier interaccién no covalente y fueron sometidas a una electroforesis

SDS-PAGE al 10%.

La forma mondmera del antigeno se obtuvo mediante el procedimiento de desnaturalizacién
térmica. La FhLAPr en tampdn Trietanlamina 0.2 M, pH 8,5 (0.2 mg/ml) fue incubada en un
bafio a 100 °C durante 2, 10, 20 y 30 min. Inmediatamente las muestras fueron incubadas con
el agente DMS (1 mg/ml) durante 1 hr a 37 °C y la reaccién de amidacién se detuvo con el
agregado de tampdén de muestra conteniendo una proporcién final de SDS al 1 % y B-
mercaptoetanol 1%. Las muestras se hirvieron durante 3 min y fueron sometidas a una

electroforesis SDS-PAGE 4-12.5%.

3.2.1.3 Evaluacion de la actividad enzimatica de FhLAPr
Se realizd la evaluacion de los cambios de la actividad enzimatica de la FhLAPr utilizando

aproximadamente 125 ng de la proteasa recombinante con una concentracion final de 250 uM
del sustrato fluorogénico Leu-AMC. La reaccién se llevé a cabo en tampdn Tris 50 mM pH 8,5
durante 1 hr a 37 °C, luego de pre-incubar las muestras de FhLAPr y controles con cantidades
crecientes de MnCl, ZnCl, y MgCl, (0-50 mM) durante 15 min a 37 °C. Asimismo, a modo de

evaluar los cambios en la actividad enzimatica tras el tratamiento térmico, se utilizaron
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igualmente 125 ng de FhLAPr con 250 uM del sustrato fluorogénico Leu-AMC durante 1 hr a 37
°C. Los resultados se expresaron en Unidades de Fluoresencia (UF) en funcidn del tratamiento

recibido.

3.2.1.4 Evaluacién de la inmunogenicidad del mondmero y hexamero de FhLAPr en ratones de
la cepa BALB/c
A modo de determinar la capacidad de induccién de la respuesta humoral a nivel sistémico de

FhLAPr en sus formas mFhLAPr y hFhLAPr, se llevd a cabo un ensayo de inmunizacién en
ratones de la cepa BALB/c. Los animales fueron distribuidos en 6 grupos de 6 animales cada
uno de la siguiente manera: Grupo 1: inmunizado con hFhLAPr en combinacidon con Adyuvac
50, Grupo 2: inmunizado con hFhLAPr en combinacidn con solucién salina, Grupo 3:
inmunizado con mFhLAPr en combinacién con Adyuvac 50, Grupo 4: inmunizado con mFhLAPr
en combinacion con solucién salina, Grupo 5: control Adyuvac 50 y Grupo 6: control PBS. Los
animales inmunizados con el antigeno recibieron una cantidad de 25 pg/dosis del antigeno en
un volumen final de 100 pl. Las dosis emulsionadas con las formas hFhLAPr y mFhLAPr fueron
preparadas inmediatamente antes de su utilizacién. El control Adyuvac 50 recibid el adyuvante
emulsionado en partes iguales de PBS estéril en un volumen final de 100 pl. El control PBS
recibiéd unicamente PBS estéril en un volumen final de 100 pl. El esquema de inmunizacion
utilizado consistio en una primo-inmunizacion, seguida de dos refuerzos en las semanas 4 y 8.
Todas las dosis fueron administradas por via subcutanea. Se recolectaron muestras de sangre
de las semanas 0, 4, 6, 8 y 10 del ensayo. Los niveles de anticuerpos IgG, 1gG;: e 1gGa,

especificos a lo largo de las semanas se evaluaron a través de la técnica de ELISA.

3.2.1.5 Determinacidn del nivel de anticuerpos IgG anti-hFhLAPr
Las placas para ELISA de 96 pocillos se sensibilizaron con una concentracién de 4 pug/ml de

FhLAPr en un volumen final de 100 pl durante toda la noche a 4 °C. Luego se lavaron 3 veces
con PBS-T 0,05% y se bloquearon con una solucién de BSA 1% en PBS (volumen final 200 pl)

durante 1 hr a 37 °C. La dilucién de trabajo fue previamente determinada a través de la
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dilucion seriada (desde 1:2.000 hasta 1:64.000) de los pools de sueros correspondientes a la
semana 6 de cada grupo del ensayo tanto contra la forma mFhLAPr como hFhLAPr. Luego los
sueros se incubaron individualmente durante 1 hr a 37 °C (dilucién 1:10.000) en PBS-T 0,005%,
BSA 0.1%. A continuacién, las placas se incubaron con una dilucién 1:10.000 del anticuerpo
anti-lgG (Fab especifico) de ratén conjugado a peroxidasa en BSA 0,1% en PBS-T 0,005%
durante 1 hr a 37 °C. Finalmente, las placas fueron lavadas con PBS-T 0,05% y la reaccion
antigeno-anticuerpo se evidencié con el agregado de una solucién conteniendo OPD y H,0,. Se
incubé durante 15 min en oscuridad y se detuvo la reaccidn con el agregado de 50 pl de una
solucidon de HCl 1M. La medicion de la densidad Optica se realizd en un lector Lab System
Multiskan MS de placas a 492 nm (D.O 492nm) Y lOs resultados se expresaron como D.O 492nm €N

funcién de la semana.

3.2.1.6 Determinacion del nivel de anticuerpos anti-FhLAPr de las subclases I1gG; e 1gGaa
La sensibilizacién con hFhLAPr y bloqueo de las placas se realizé de igual manera que para la

determinacion de IgG total. Los sueros correspondientes cada semana del ensayo fueron
incubados en una dilucidon 1:4.000 en BSA 0,1% en PBS-T 0,005% durante 1 hr a 37 °C tanto
para la deteccidn de IgG; como de 1gGz.. La dilucidn de trabajo fue previamente determinada
mediante la dilucién seriada (desde 1:100 hasta 1: 25.600) de los pools de sueros
correspondientes a la semana 6 del ensayo. Luego del lavado con PBS-T 0,05%, las placas se
incubaron toda la noche a 4 °C con una dilucién 1:2000 de los conjugados anti-IgG; y anti-IgGa,
conjugados a biotina en BSA 0,1%, PBS 0,005%. A continuacidn, las placas se lavaron con PBS-T
0,5% vy se incubaron durante 1 hr a 37 °C una dilucién 1:500 de estreptavidina conjugada a
peroxidasa. Finalmente, se evidencid la reaccién antigeno-anticuerpo con el agregado de una
solucion conteniendo OPD y H,0, durante 15 min en oscuridad. La reaccion se detuvo con el
agregado de 50 pl de HCl 1 M y se procedié a la lectura de la D.O 492nm. LOs resultados se

expresaron como D.O 9nm €n funcidon de las semanas del ensayo.
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3.2.2 Evaluacion de la inmunogenicidad por via mucosa de las formas monémero y
hexamero de la FhLAPr en ratones de la cepa C57BL/6.

3.2.2.1 Producciény purificacién del antigeno FhLAPr
La produccion y purificaciéon de la FhLAPr se realizé, segln el método descrito anteriormente,

al igual que la obtencién de las formas mFhLAPr y hFhLAP. Adicionalmente, se realizd una
etapa de reducciéon de la concentracion de endotoxinas utilizando una resina unida a
Polimixina B. Las alicuotas se almacenaron a -80 °C alicuotas para su posterior utilizacién y

cuantificacion de endotoxinas.

3.2.2.2 ler ensayo de Inmunogenicidad a nivel de mucosas de la forma mondmero y
hexamero de FhLAPr en ratones C57BL/6
A modo de determinar la capacidad de induccién de la respuesta humoral a nivel de mucosas

la FhLAPr en sus formas mondmero y hexamero se administraron las mismas en combinacion
con la subunidad B de TC como adyuvante o con PBS. Se inmunizaron ratones de la cepa
C57BL/6 distribuidos en 6 grupos de 6 animales cada uno: Grupo 1: inmunizado con hFhLAPr
en combinacién con TC, Grupo 2: inmunizado con hFhLAPr en solucién salina, Grupo 3:
mFhLAPr en combinacion con TC, Grupo 4: mFhLAPr en solucién salina, Grupo 5: control TC,
Grupo 6: control PBS. El esquema de inmunizacion fue el mismo que para el ensayo anterior,
una primo-inmunizacién seguida por dos refuerzos en las semanas 4 y 8. En todos los casos se
administré 50 pg/dosis via intranasal en un volumen de 25 pl con los animales bajo anestesia
inhalatoria leve con Isofluorano. La concentraciéon de TC utilizada fue de 5 ug/ml. Todas las
dosis fueron preparadas inmediatamente antes de su utilizacion. Se monitoreé la produccidn
de IgG total en las semanas 0, 4, 6, 8 y 10 a través de la técnica ELISA a partir del suero de los

animales. Se determinaron los niveles de IgG e IgA sérica.

3.2.2.3 Determinacidn de niveles de IgA sérica
Al igual que para el ensayo anterior, las placas para ELISA de 96 pocillos se sensibilizaron con 4

ug/ml de antigeno en PBS durante toda la noche a 4 °C y se bloquearon con BSA 1% en PBST

0,05%. Se ensayaron diluciones desde 1:50 a 1:400 de los sueros correspondientes a cada
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semana y se incubaron durante 1 hr a 37 °C o toda la noche a 4 °C. Para la determinacidn de
IgA se incubd con un anticuerpo anti-IgA de ratdn conjugado a Biotina en una dilucién 1:500
durante toda la noche a 4 °C. Luego de lavar la placa con PBST 0,05% se incubd con una
solucidn de Estreptavidina-peroxidasa en una dilucién 1:2000 durante 1 hr a 37 °C. Se procedié
a lavar la placa con PBST 0,05% y se incubd a TA durante 10 minutos con una solucidén de OPD
a T.A protegido de la luz. Finalmente, la reaccién se detuvo con el agregado de HClI 1 M y se

realizo la lectura de la densidad dptica a 492 nm.

3.2.2.4 Determinacion de los niveles de IgG sérica anti-FhLAPr
Las placas para ELISA de 96 pocillos se sensibilizaron con hFhLAPr y bloquearon al igual que

para el ensayo anterior. Las mismas se incubaron durante 1 hr a 37 °C con una dilucion 1:800
de los sueros obtenidos a lo largo de las semanas del ensayo en un volumen final de 100
ul/pocillo. La dilucion de trabajo se determiné ensayando diluciones seriadas (1:500 a 1:
16.000) de los pools de sueros de la semana 6 correspondientes a cada grupo tanto con la
forma mFhLAPr como hFhLAPr. A continuacion, las placas se lavaron con PBS-T 0,05% y se
agregod una dilucidn 1:10.000 del anticuerpo anti-lgG (Fab especifico) de ratén conjugado a
peroxidasa durante 1 hr a 37 °C (100 pl/pocillo). Finalmente, las placas fueron lavadas con PBS-
T 0,05% y se evidencid la reaccidn antigeno-anticuerpo con el agregado del sustrato OPD H,0,
durante 15 min. La reaccion se detuvo con el agregado de 50 pul de una solucion de HCl 1M y se
realizé la medicidn de la densidad 6ptica a 492 nm. Los resultados se expresaron como D.O

292nm €N funcidn de la semana del ensayo.

3.2.2.5 2do ensayo de evaluacién de la inmunogenicidad por via mucosa de hFhLAP en ratones
de la cepa C57BL/6
Se utilizaron 24 ratones de la cepa C57BL/6 distribuidos en 4 grupos de 6 animales cada uno de

la siguiente manera: Grupo 1: hFhLAPr en combinacién con TC, Grupo 2: hFhLAPr en solucion
salina, Grupo 3: Control TC y Grupo 4: Control solucién salina. En todos los casos se administré

25 pg/dosis de la hFhLAPr en un volumen final de 25 pl. La cantidad de TC administrada fue de
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2 pg/ml y el esquema de inmunizacién utilizado consistié en una primo inmunizacion y dos
refuerzos en las semanas 4 y 10, respectivamente. Se obtuvieron muestras de suero en las

semanas 0, 4, 10 y 12 con el método descrito mas arriba.

3.2.2.6 Determinacion de los niveles de IgA sérica anti-FhLAPr
La determinacion de los niveles de IgA sérica del 2%° ensayo de inmunogenicidad via mucosa se
realizo siguiendo el mismo procedimiento que para el 1°" ensayo.

3.2.2.7 Determinacion de los niveles de IgG sérica anti-FhLAPr
Las placas de 96 pocillos se sensibilizaron y bloquearon con el mismo procedimiento descrito

para el ensayo anterior. Las placas se incubaron con una dilucién 1: 4.000 de los sueros
obtenidos a lo largo de las semanas del ensayo en un volumen final de 100 ul/pocillo durante 1
hr a 37 °C. La dilucion de las muestras fue determinada ensayando diluciones seriadas (1:500 a
1:16.000) de los pools de sueros de la semana 10 correspondientes a cada grupo. A
continuacién, se lavaron las placas con PBS-T 0.05% y se agregd una diluciéon 1:10.000 del
anticuerpo anti-lgG (Fab especifico) de raton conjugado a peroxidasa durante 1 hr a 37 °C (100
ul/pocillo). Finalmente, las placas fueron lavadas con PBS-T 0.05% y se evidencid la reaccién
antigeno-anticuerpo con el agregado de una soluciéon conteniendo OPD H,0; durante 15 min.
La reaccidn se detuvo con el agregado de 50 ul de una solucién de HCl 1M vy se realizé la

medicién de la D.O 492nm.

3.2.3 Prediccién de las estructuras tridimensionales de FALAP y mFhCL3 y de las RPIs
de FhCL3

3.2.3.1 Construccidn de los modelos tridimensionales de FALAP y mFhCL3
Se generaron los modelos tridimensionales de FhLAP y mFhCL3 a través de la herramienta de

modelado basado en homologia Phyre2. La calidad de las estructuras de FALAP y mFhCL3
generadas fueron evaluadas utilizando los servidores QMEAN (Benkert et al. 2008), ERRAT

(MacArthur et al. 1994) y RAMPAGE (Lovell et al., 2003).
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3.2.3.2 Determinacion de las regiones potencialmente inmunogéncicas de mFhCL3
Se realizé la busqueda de las regiones potencialmente inmunogénicas (RPI) en mFhCL3

utilizando las herramientas descritas en la Tabla 2 de la seccidn 3.4. Luego las RPIs fueron
alineadas con el software MEGA 5 a modo de determinar las regiones consenso entre los
diferentes métodos de prediccidn. Estas regiones consenso fueron mapeadas en el modelo de
mFhCL3 y se selecciond la RPI en base al consenso entre los métodos de prediccidn y el grado
de exposicion en la superficie de la proteina. A continuacidon, se generé el modelo
tridimensional de la proteina de fusién de la RPI unida al extremo N-Terminal de la FhLAPr

utilizando el software MODELLER 9.14 (Webb & Sali 2014).

3.2.3.3 Construccion del plasmido de expresién de FheCL3-LAP
Se determind que la clonacién de secuencia nucleotidica correspondiente a la proteina de

fusion FheCL3-LAP seria en el vector de expresién pET28a (+) entre los sitios Nde |y Bam H | a
modo de minimizar la cantidad de aminoacidos agregados por el vector en el extremo N-
Terminal de la secuencia. Se realizd el esquema de clonacion en el software Serial Cloner 2.0y

se verificd el marco de lectura con la herramienta EMBOSS Traseq (Li et al., 2015).

3.2.4 Expresiony purificacion de la proteina de fusion FheCL3-LAP en E. coli BL21
(DE3)

3.2.4.1 Transformacién del plasmido pET28a (+)-FheCL3-LAP en bacterias E. coli BL21 (DE3)

Aproximadamente 100 ng del vector pET28a (+) clonado con la secuencia de la proteina
FheCL3-LAP se transformo en 50 pl de células competentes de E. coli BL21 (DE3). Se incubd en
hielo durante 30 min y luego se realizd6 un choque térmico a 42 °C durante 10 seg. Se dejo
reposar en hielo durante 5 min y se agregaron 950 pl de medio SOC. Se incubd durante 1 hr a
37 °C en agitacion constante y una alicuota de 100 pl se extendié sobre una placa LB/Kan (50
pg/ml) incubandose a 37 °C durante toda la noche. A continuacién, se pre-cultivaron distintas
colonias aisladas en 3 ml de medio LB/Kan a 37 °C durante toda la noche. Luego se inoculé 3 ml

de medio LB/Kan fresco por triplicado (tubo inducido, no inducido y testigo) y se incubd a 30 °C
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en agitacion constante a 250 rpm hasta alcanzar una D.O gonm de ~ 0.6. En ese momento se
indujo la expresién de la proteina FhLAP-eCL3 con IPTG 0.4 mM vy se incubd durante toda la
noche a 25 °C. Se realizé paralelamente y a modo de control la transformacién de la misma
cepa bacteriana con una el vector pET28a (+) clonado con la Leucina Aminopeptidasa 1 de S.
mansoni (SmLAP1), expresada previamente en el laboratorio y de peso molecular aparente
conocido (60 KDa). Las bacterias se recuperaron por centrifugacion a 5.000 rpm durante 5 min
y se recuperaron el SND y el pellet. Los mismos se sometieron a una SDS-PAGE al 10% a modo
de confirmar la presencia de la banda correspondiente a la esperada para FheCL3-LAP (~ 63

KDa). El stock de bacterias productoras de FheCL3-LAP se almacend a -80 °C en glicerol 10%.

3.2.4.2 Expresion de FheCL3-LAP en E. coli
A modo de determinar las condiciones éptimas de expresidn de la proteina, se realizd un pre-

cultivo de una colonia aislada productora de FheCL3-LAP en LB/Kan (50 ug/ml) durante toda la
noche a 37 °C y en agitacion constante (200 rpm). A continuacién, se procedid a inocular un
cultivo de 20 ml de LB/Kan (50 pg/ml) por cuadruplicado en una proporcidn aproximada de
1:100 y se incubd en agitacion constante (200 rpm) a 28 °C hasta una D.O soonm de 0,8. En este
momento se indujo la expresidn de la proteina recombinante con la adicién de 0, 0,05, 0,1 y
0,4 mM de IPTG y se dejo en agitacidon constante toda la noche a 25 °C. Las bacterias fueron
recolectadas mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 10 min. El pellet fue resuspendido
en H,0 destilada y luego sometido a una electroforesis SDS-PAGE 10% a modo de determinar

la mejor condicién de induccién de la expresion.

Una vez obtenida la condicién dptima de expresiéon se pre-cultivd una colonia aislada
productora de FheCL3-LAP y se cultivd en 1 Lt de medio LB/Kan. La expresion de la proteina de
fusidn se indujo durante toda la noche con 0,4 mM de IPTG 25 °C. Las bacterias se recolectaron
mediante centrifugacion a 7.000 rpm y 4 °C. Posteriormente, el pellet bacteriano fue

resuspendido en un tampdn de lisis conteniendo Tris 50 mM, NaCl 200 mM, pH 8,5 con el
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agregado de lisozima (1 pug/ml). Se incubd durante 1 hr a T.A. y se procedié a realizar un ciclo
de sonicacién de 5 pulsos de 40% de amplitud durante 30 s e intervalos de 1 min en bafo de
hielo. Luego, la suspension bacteriana se centrifugd a 14.000 rpm durante 30 min a 4 °C ye

recupero el pellet para su posterior procesamiento.

3.2.4.3 Recuperacion de la proteina FheCL3-LAP de los cuerpos de inclusidon
El pellet bacteriano se incubd con un tampdn (10 ml cada 1 gr de pellet) conteniendo Tris 50

mM, Urea 1 M, Tritdon X-100 1%, pH 8,5 y se procedid a realizar un ciclo de sonicacién de 5
pulsos de 40% de amplitud durante 30 seg e intervalos de 1 min en bafio de hielo. A
continuacién, la suspension se centrifugd a 14.000 rpm durante 30 min a 4 °C y el pellet se
resuspendid en un tampdn Tris 50 mM, Urea 8 M, DTT 1 mM, pH 8,5 con el agregado de PMFS
(# P7626, Sigma) 1 mM durante 1 hr en agitacidn suave a T.A. Luego se centrifugd nuevamente
a 14.000 rpm durante 30 min a 4 °Cy se recuperé el SND el cual se dializé toda la noche a 4 °C

contra un tampdn Tris 50 mM, Urea 4 M, pH 8,5.

3.2.4.4 Purificacion de FheCL3-LAP por cromatografia de afinidad al Ni?* y recuperacion de la
actividad enzimatica
La purificacion de la FheCL3-LAP se realizd a través de una cromatografia de afinidad al Ni**

con la resina Sepharose Chelating Fast flow. La misma se cargd con una solucion conteniendo
NiSO4 segun las instrucciones del fabricante. El SND conteniendo la FhLAP-eCL3 en tampdn con
Urea 4 M se aplicé en la columna previamente equilibrada con el tampdn Tris 50 mM, Urea 4
M, pH 8,5. A continuacion, se procedié a lavar la columna con 5 vol del tampdn Tris 50 mM, pH
8,5 con concentraciones decrecientes de Urea (4 a 1 M) y en presencia de L-Arginina 0.1
mg/ml. Finalmente, la proteina fue eluida de la matriz con un gradiente de Imidazol de 20 a
400 mM en tampdn Tris 50 mM, Urea 1 M, pH 8.5. Se recuperaron todas las fracciones y se
realizd una electroforesis SDS-PAGE 10%. La fraccién con mayor recuperacion de la proteina se

dializé toda la noche a 4 °C contra el tampdn Tris 50 Mm, pH 8.5.
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3.2.4.5 Clivaje de la etiqueta de histidinas (His-tag) y verificacién de la actividad enzimatica de
FheCL3-LAP
La proteina FheCL3-LAP se lavé y concentrd con un corte 30 KDa con un tampén Tris 50 mM,

CaCl, 10 mM, pH 8,0 hasta obtener una concentracién aproximada de 1 mg/ml. La reaccién de
clivaje se llevd a cabo en una resina de agarosa unida a trombina (Thrombin Clean Cleave Kit,
Sigma-Aldrich) previamente equilibrada con tampén Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, pH 8.0. La
FheCL3-LAP (1 mg/ml) se aplicé a la resina y se incubd a T.A. Se tomaron alicuotas de la
reaccién luego de 2, 12 y 24 hs. Los productos de clivaje se analizaron mediante SDS-PAGE al
10% a modo de determinar el tiempo éptimo de exposicidon a la trombina. Se cuantificé la
cantidad de proteinas y se verificd la actividad enzimatica de la FheCL3-LAP, FheCL3-LAPc en
comparacién con FhLAPr en un ensayo fluorogénico con el sustrato Leu-AMC de acuerdo a lo

descrito en la seccion 3.3.7.

3.2.4.6 Produccién de suero policlonal anti-FheCL3-LAP
La produccidon de suero anti-FheCL3-LAP se realizd tras la inmunizacién de un conejo New

Zealand con 100 pg/dosis de proteinas totales obtenidas a partir del resuspendido de los
cuerpos de inclusidon en Tris 50 mM, Urea 1M, pH 8.5 obtenidos durante la produccion de
FheCL3-LAP. El esquema de inmunizacidon consisti6 en una primo-inmunizacidon con las
proteinas totales de la fraccion conteniendo FheCL3-LAP en combinacién con el adyuvante
completo de Freund (FCA) seguida de dos refuerzos en las semanas 4 y 8 con la misma
cantidad de proteina en combinacién con el adyuvante incompleto de Freund (FIA). El nivel de
anticuerpos anti-FheCL3-LAP se verificd a lo largo de las semanas a través de la técnica ELISA.
Brevemente, las placas de 96 pocillos se sensibilizaron con 4 pug/ml de FheCL3-LAP purificada
durante toda la noche a 4 °C. Luego se bloquearon con una solucién de BSA 1% en PBS-T 0,05%
durante 1 hr a 37 °C y a continuacidn, se incubaron con diluciones seriadas de los sueros
obtenidos a lo largo del ensayo durante 1 hr a 37 °C. Tras el lavado de las placas con PBS-T
0,05%, las mismas fueron incubadas con un conjugado anti-IgG de conejo en una dilucidén

1:12.000 durante 1 hr a 37 °C. La reaccidn antigeno-anticuerpo se evidencid mediante el
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agregado de una solucién de OPD (0.4 mg/ml) y H,0; al 0.012% durante 15 min en oscuridad a
T.A. La lectura de la placa se realizd a 492 nm vy los resultados se expresaron como la D.O 492 nm
en funcidn de la semana. Se conservd a -20 °C el suero correspondiente al mayor nivel de

anticuerpos anti-FheCL3-LAP detectados.

3.2.5 Ensayo de inmunoproteccién con FheCL3-LAP en ratones de la cepa BALB/c

Se llevé a cabo un ensayo de inmunizacidon con FheCL3-LAP, FhLAPr y FhCL3r a modo de
determinar la capacidad de inmunoproteccion de estas proteinas en ratones de la cepa BALB/c
tras el desafio oral con la forma infectante de F. hepatica. Las proteinas FheCL3-LAP y FhLAPr
fueron producidas y purificadas en nuestro laboratorio segin los métodos descritos
anteriormente y la FhCL3r fue cedida por la Dra. lleana Corvo. Para el ensayo de
inmunoproteccdn se utilizaron 24 ratones hembra de la cepa BALB/C (8 a 10 semanas de edad)
distribuidos de la siguiente manera: Grupo 1: inmunizado con FhLAPr en combinacién con
Adyuvac 50, Grupo 2: inmunizado con FheCL3-LAP en combinacion con Adyuvac 50, Grupo 3:
inmunizado con FhCL3r en combinacidon con Adyuvac 50 y Grupo 4: Control Adyuvac 50. El
esquema de inmunizacidn y desafio se basd en el protocolo descrito por Changklungmoa et al.
(2013) para el modelo murino de infeccién de F. gigantica y vacunacién con FgLAP. El mismo
consiste en una primo-inmunizacién seguida de dos refuerzos en los dias 14 y 28. En todos los
casos se administré 25 pg/dosis de cada una de las proteinas y se realizd el seguimiento de la
respuesta humoral en los dias 0, 14, 28 y 42. El desafio oral se realizd en el dia 42 con
aproximadamente 12 metacercarias de F. hepatica. Las mismas fueron administradas via oral a
través de una sonda orogastrica utilizando PBS estéril como vehiculo. Se realizé el seguimiento
de la sobrevida de los animales y se determind el punto final para cada animal al momento de
la aparicién de las primeras sefales de dolor, estrés severo o muerte inminente. El higado de

cada uno de los animales fue recuperado para su observacion macroscdpica a modo de
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determinar la presencia del parasito y el nivel de dafio generado. Se realizd6 el mismo

procedimiento de los animales sobrevivientes al dia 45 post-infeccién.

3.2.5.1 Evaluacidn de la viabilidad del material infeccioso
Se separaron del stock 100 metacercarias de F. hepatica y se incubaron con hipoclorito al 10%

durante ~ 5 min o hasta observarse el borde las mismas trasltcidas bajo lupa. Luego se lavaron
con H,0 destilada a modo de retirar el exceso de hipoclorito y a continuacién se prepard la
solucidon de desenquiste. La misma fue preparada inmediatamente antes de su uso y se
respetd la adicién de los componentes como se muestra a continuacion: 1. 5ml de una
solucién 0.84% (v/v) de HCl en H,0 destilada, 2. 50 pl de una solucién de Cisteina (568 mg/ml),
3. 5 ml de una solucion NaCl 273 mM, NaHCOs; 240 mM en H,0 destilada y 4. 1 ml de
Taurocolato 2%. Las metacercarias se incubaron en cdmara cerrada por ~ 2 hs a 39 °C en esta
solucidn y se realizd el control de desenquiste a partir de la hora y media del tratamiento con

la solucidn de desenquiste.

3.2.5.2 Determinacion de los niveles de anticuerpo IgG anti-hFhLAPr, anti-FheCL3-LAP y anti-
FhCL3r
Las placas para ELISA de 96 pocillos fueron sensibilizadas con 4 pg/ml de FALAPr, FheCL3-LAP y

FhCL3r, separadamente toda la noche a 4°Cy bloqueadas con BSA 1% en PBS-T 0.05% durante
1 hr a 37 °C. Las muestras de suero de cada uno de los grupos fueron incubadas durante 1 hr a
37 °C individualmente en una dilucion 1: 8000 para el grupo hFhLAP + Adyuvac 50, 1:1000 para
el grupo FheCL3-LAP + Adyuvac 50 y 1:2000 para el grupo FhCL3r + Adyuvac 50. El control
Adyuvac 50 fue diluido de la misma forma para cada uno de los grupos. Todas las diluciones
fueron determinadas previamente ensayando diluciones seriadas de los pools de sueros de la
semana 6 correspondientes a cada grupo. A continuacion, las placas fueron incubadas 1 hr a
37 °C con una dilucién 1:10.000 de un anticuerpo anti-IgG de ratén (Fab especifico) conjugado
a peroxidasa. Tras el lavado de las mismas, se reveld con una solucién de OPD y H,0, durante

15 min a T.A. La reaccién se detuvo con el agregado de HCl 1 M y se procedid a la lectura de la
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D.O a 492 nm. Los resultados para cada uno de los grupos se expresaron en D.O 492 nm €N

funcidn de los dias del ensayo.

3.2.5.3 Determinacidn de los niveles de anticuerpo 1gG; e 1gG,a anti-FhLAPr, anti-FheCL3-LAP y
anti-FhCL3r
Las placas para ELISA se sensibilizaron y bloquearon de igual forma que para la determinacién

de IgG total. Las muestras de cada grupo fueron incubadas individualmente durante 1 hr a 37
°C en una dilucién previamente determinada. Para el grupo FhLAPr + Adyuvac 50 los sueros
fueron diluidos en una relacién 1:16.000, para FheCL3-LAP + Adyuvac 50 la relacién fue de
1:2.000 y para FhCL3r + Adyuvac 50 la relacion fue de 1:1.000. Asimismo, se determiné la
respuesta anti-FheCL3 de los sueros del grupo FheCL3-LAP (dilucién 1:500) y del grupo
mFhCL3r (dilucidon 1:500). Adicionalmente, se determind la respuesta anti-FheCL3-LAP de los
sueros del grupo mFhCL3r (dilucidon 1:500). A continuacidn, las placas se incubaron toda la
noche a 4 °C con una dilucion 1:2000 de los conjugados anti-lgG; y anti-IgG,, de raton
conjugados a biotina en BSA 0,1%, PBS 0,005%. A continuacidn, las placas se lavaron con PBS-T
0,05% y se incubaron durante 1 hr a 37 °C una dilucidn 1:500 de estreptavidina conjugada a
peroxidasa. Finalmente, se evidencid la reaccién antigeno-anticuerpo con el agregado de una
solucién conteniendo OPD y H,0, durante 15 min en oscuridad. La reaccion se detuvo con el
agregado de 50 pl de HCl 1 M y se procedié a la lectura de la D.O 492nm. LOs resultados se

expresaron como D.O 9nm €n funcién de los dias del ensayo.

3.2.5.4 Determinacidon macroscépica del dafio hepatico
El dafio hepatico causado por la infeccion fue evaluado macroscopicamente considerando el

tamanfio, consistencia y color de los canaliculos biliares y presencia de focos hemorragicos en
cada lébulo. Se adjudicé un puntaje para cada una de las caracteristicas donde la ausencia de
lesiones corresponde a 0 puntos, la presencia de una lesion puntual en un |ébulo corresponde
a 1 punto, la lesién extendida del I6bulo corresponde a 2 puntos y si presenta lesiones en mas

de un Iébulo corresponde a 3 puntos. Se considerd el dafio como severo (+++) si el puntaje
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final se encuentra entre 11-15 , moderado (++) si el puntaje es de 6-10 y leve (+) si el puntaje

es de 1 a5 osin lesion (-) (Rojas-Caraballo et al., 2014).

3.2.6 Andlisis de datos

Los datos fueron expresados como media + SEM de los resultados obtenidos en muestras
ensayadas por duplicado. Los datos fueron analizados con el software GraphPad Prism. Se
verificd la normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de la varianza mediante la prueba de Bartlett. En los casos de obtencion de
datos con distribucion normal, se aplicéd un test paramétrico (ANOVA de una via). Valores de p

< 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.

3.3 Metodologias generales de laboratorio

3.3.1 Cuantificacién de proteinas

La cuantificacién de las proteinas se realizé con el método del acido bicinconinico (Pierce BCA
kit assay, Thermo Scientific) utilizando una curva de calibracion estandar de albumina sérica
bovina (BSA por Bovin Serum Albumin) de 0-1 mg/ml. Las muestras y el estandar (25 ul) se
incubaron durante 30 min a 37 °C con 200 ul de la mezcla 50:1 de las soluciones A y B,

respectivamente.

3.3.2 Reaccién de entrecruzamiento con DMS
El DMS es un agente entrecruzante el cual presenta dos grupos amino-éster que reaccionan

con las aminas primarias libres en las proteinas (en el extremo N-terminal y en la cadena
lateral de los residuos de lisina). Los grupos amino-éster del DMS estdn separados por un
brazo espaciador de 11 A e interaccionan con los grupos amino a un pH alcalino (8-10)
formando un enlace covalente (Figura 7). De este modo se pueden entrecruzar proteinas que

se encuentran interaccionando tanto de manera permanente y estable, como transitoria.
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Figura 7: Reaccion del dimetil suberimidato (DMS) con una amina primaria presente en proteinas (N-
terminal o cadena lateral de los residuos de lisina). Luego de la reaccidon de entrecruzamiento a pH
alcalino, se forma un enlace covalente entre el grupo amino-éster del DMS y el grupo amino de la
proteina.

3.3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)
Es una técnica de separacién de moléculas cargadas por migracién en un campo eléctrico. En

esta técnica se emplean un gel concentrador (stacking) y un gel separador (running). El gel
concentrador consiste en la mezcla de un tampdn Tris-HCI 0,126 M pH 6,8, SDS al 0,1%,
acrilamida-bisacrilamida (#A3553, Sigma-Aldrich) al 4%, TEMED al 0,1% y PSA al 0,1%. El gel
separador esta formado por un tampdn Tris-HClI 0,39 M pH 8,8, SDS al 0,1% y una
concentracidon de acrilamida-bisacrilamida de 10 a 12 %. A esta mezcla se afiadieron dos

catalizadores de la polimerizacién, TEMED al 0,06% y persulfato de amonio (PSA) al 0,1%.

3.3.4 Preparacién de las muestras
A cada muestra se le afiadid la correspondiente cantidad de tampdn de carga 4X; (Tris-HCI 250

mM pH6,8, 2-mercaptoetanol, SDS 4 %, azul de bromofenol al 0,5 % y glicerol al 50 %) y se

incubaron durante 5 minutos a 100 °C.

3.3.5 Condiciones de la Electroforesis SDS-PAGE
La electroforesis se realizd en una cuba ATTO, Japdn utilizando un tampdn glicina 192 mM,

Tris-HCI 25 mM y SDS 0,2 %. Luego de cargar las muestras en el gel se conecté la fuente (ATTO,
Japdn) a voltaje maximo y amperaje constante a 25 mA y se llevd a cabo la separacion hasta

que el frente alcanzé el borde del gel.

52



Materiales y Métodos

3.3.5.1 Tincién con Coomasie Blue R-250
La tincién se realizd incubando los geles toda la noche en la solucién de tincién de Coomassie

Brilliant Blue R-250 al 0,5% en metanol: acido acético: agua en proporcién 473: 57: 520. La
decoloracién del gel se realizé con una solucién decolorante de metanol: acido acético: agua

en partes iguales.

3.3.5.2 Estimacién del Peso Molecular (PM) por SDS-PAGE
La movilidad electroforética relativa (Rf) es inversamente proporcional al logaritmo del PM.

Trazando un grafico con estdndares de PM conocido, se obtiene una linea de referencia en la
cual se puede interpolar muestras de PM desconocido. El Rf se calcula dividiendo la distancia
(mm) recorrida por la banda en cuestién, entre la distancia recorrida por el colorante azul de
bromofenol. El PM de la proteina incdgnita se obtiene interpolando una regresion lineal en los

puntos adecuados.

3.3.6 Transferencia de proteinas para Western Blot
Luego de la separacién de las proteinas mediante una electroforesis SDS-PAGE, las mismas

fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio Rad, # 1620115) en un equipo de
transferencia semi-himeda (ATTO, Japdn) utilizando un tampdn Tris Base 25 mM, Glicina 192

mM, pH 8.3 a voltaje maximo y amperaje constante de 9 mA/cm?3.

3.3.7 Evaluacién de la actividad enzimatica con el sustrato Leu-AMC
Se realizé una curva de calibraciéon con el fluoréforo AMC en el rango 0.1 uM a 1 uM disuelto

en el mismo tampdn. La cantidad de AMC liberado en la hidrélisis enzimatica se midioé en un
fluorimetro FLUOstar equipado con el software OPTIMA (BMG Lab-technologies, Offenburg,
Alemania), con longitudes de onda de excitacion y emision de 390 nm y 430 nm,
respectivamente. Arbitrariamente, se definié que 1 unidad de actividad enzimatica, equivale a
la cantidad que cataliza la liberacién de 1 umol de AMC por min a 37 °C. La actividad

1

enzimdtica se expresé en nmoles min'mg ! o en Unidades de Fluoresencia (UF), segln

corresponda.
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3.3.8 Reduccidén de los niveles de endotoxinas de FhLAPr
La reduccion en la concentracidn de la fraccion FhLAPr purificada se llevd a cabo utilizando una

resina unida a Polimixina B (Detoxi-Gel Endotoxin Removing Gel, Thermo Scientific # 20339).
Brevemente, la FALAPr (1Img/ml) en PBS previamente filtrada (filtro PVDF 0.22 um, Millipore,
USA) se aplico a la resina previamente equilibrada con el mismo tampodn. Tras la incubacién
durante 1 hr a TA la FhLAPr fue eluida con el flujo constante de PBS en tubos estériles. Se
tomaron alicuotas de cada tubo y se realizé la cuantificacidon de proteinas por el método del
acido bicinquindnico. A su vez, se verifico la calidad de la misma a través de una electroforesis

SDS-PAGE 10%.

3.3.9 Cuantificacién de los niveles de endotoxinas
Los niveles de endotoxinas fueron cuantificados a través del método colorimétrico LAL (lisado

de amebocitos de Limulus) (Pierce LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit, Thermo
Scientific # 88282). Una placa estéril de 96 pocillo (Costar-Corning, USA) se equilibré a 37 °C
durante 10 min. Manteniendo la misma a esa temperatura se dispensaron por duplicado 50 ul
de la muestra y el estdndar de endotoxinas (0.1-1.0 EU/ml) y se incubd durante 5 min a 37 °C.
A continuacién, se agregaron 50 pul del reactivo LAL y se incubdé a 37 °C durante 10 min.
Inmediatamente, se agregaron 100 pl del sustrato cromogénico y se incubd la placa a 37 °C por
6 min adicionales. La reaccion se detuvo con el agregado de una solucidn de acido acético al

25% y se procedio a la medicion de la D.O a 415 nm. Los resultados se expresaron en EU/ml.

3.3.10 Técnicas de inmunizacion
Las inmunizaciones a través de la via sub-cutanea fueron llevadas a cabo en un volumen final

de 100 pl/dosis. La primo-inmunizacién se realizé en el dorso del animal y los refuerzos en los

flancos izquierdo y derecho, respectivamente.

Las inmunizaciones intranasales se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl utilizando una
pipeta automadtica. El animal permanecié bajo anestesia inhalatoria leve durante el

procedimento.
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3.3.11 Recoleccién de sangre y procesamiento de suero
La extraccién de sangre de los ratones se realizd mediante la puncién con una aguja 23G en el

angulo caudal del seno venoso submandibular del animal, obteniéndose un volumen
aproximado de 250 ul de sangre por animal. Las muestras de sangre se incubaron durante 1 hr
a 37 °C y el suero se obtuvo mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 5 min. Todas las

muestras de suero se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion.

55



Materiales y Métodos

3.4 Software y servidores de analisis informatico

e Software de andlisis estadistico y representaciones graficas: GraphPad Prism 6.1

e Generacion de modelos tridimensionales de FhLAPr y mFhCL3: Phyre2 Protein Fold

Recognition Server: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html|/page.cgi?id=index

Tabla 1: Métodos de evaluacion de la calidad de los modelos tridimensionales generadas

Método Descripcidn Referencias

El servidor QMEAN (de Qualitative Model Energy ANalysis) asigna

MEAN Benkert et al.
un puntaje a distintos aspectos geométricos de la estructura,
2008
generando un puntaje final.
ERRAT es un servidor que verifica el modelo tridimensional y lo
ERRAT MacArthur et
compara con datos de estructuras cristalogréficas. Distintas
al. 1994
regiones del modelo pueden rechazarse hasta un 99%.
Genera como resultado el grafico de Ramachandran, el cual
RAMPAGE (Lovell et al.,
permite determinar si los principales angulos de torsidn de la
2003)

proteina (¢ y L) son estereoquimicamente factibles.

Estructuras: RCSB Protein Data Base http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Estructura PDB ID Referencia
Bovine lens leucine 1LAM (Strater & Lipscomb,
aminopeptidase 1995)
E.coli Yfg) bound to two Zn*2, 2JNE No publicado

e Software de generacidon del modelo tridimensional del monémero de FheCL3-LAP:

MODELLER 9.14 para Windows (Webb & Sali 2014).
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Tabla 2: Servidores de prediccion de las regiones potencialmente inmunogénicas de las FhCLs

EMBOSS ANTIGENIC

Chou & Fasman Beta-Turn
Prediction

Bepipred Linear Epitope Prediction

Emini Surface Accessibility

Prediction

Kolaskar & Tongaonkar
Antigenicity

SVMTrip

BCPred

ABCpred

ElliPro

Basado en la presencia de los
residuos hidrofdbicos Cys, Leu y Val
en la superficie de la proteina

El método se basa en la prediccion
de giros B en la secuencia de
aminodcidos

El método predice la localizacion
de epitopes B lineales utilizando
como dataset epitopes
encontrados en la literatura y las
bases de datos AntiJen y Los
Alamos HIV. Hace uso de la
combinacién de un modelo de
Markov oculto (HMM por Hidden
Markov Model) y un método de
escala de propension.

El método asigna una escala de
accesibilidad superficial de la
secuencia de aminodcidos

Es un método semi-empirico que
utiliza las propiedades
fisicoquimicas de los residuos de
aminoacidos y sus frecuencias en
epitopes conocidos
experimentalmente para predecir
los determinantes antigénicos en
las proteinas

Método de prediccion de regiones
antigénicas utilizando el “Support
Vector Machine” combinando “Tri
Peptide and similarity scores” y
“Propensity score” ademas de la
base de datos del IEDB

Se basa en la implementacién y
optimizacidn de tres métodos: AAP,
BCPred y FCPred.

Utiliza la técnica de “machine
learning” y una red neural artificial
para predecir las regiones
antigénicas.

Predice epitopes lineales y
discontinuos basados en la
estructura 3D del antigeno. En
caso de no poseer la estructura 3D

(Kolaskar & Tongaonkar 1990;
Parker et al. 1986)

(Chou & Fasman 1978)

(Jespersen, et al., 2017)

(Emini et al., 1985)

(Kolaskar & Tongaonkar, 1990)

(Yao et al., 2012)

(Yasser et al., 2008)

(Saha & Raghava 2006)

(Ponomarenko et al., 2008)
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utiliza MODLLER para determinar la
estructura por homologia con la
base de datos del PDB

El método predice la afinidad de
unién (alta, media, baja) de
regiones de la secuencia de interés
(15 aminoacidos) a través del
MHC class Il binding prediction consenso entre distintos métodos (Wang et al., 2008, 2010)
de prediccion. Permite la eleccidon

del alelo correspondiente a la
especie de interés (por ejemplo,
H2-1Ab de raton).

El método predice la afinidad de
unién (alta, media, baja) de
regiones de la secuencia de interés
(de 8-15 aminodcidos) a través del
MHC class | binding prediction consenso entre distintos métodos (Andreatta & Nielsen 2015)
de prediccidon. Permite la eleccién

del alelo correspondiente a la
especie de interés (por ejemplo, H-
2-Db de raton).

e Software de visualizacion de modelos y generacion del modelo tridimensional del
hexdmero de FhLAPr y FheCL3-LAP: Swiss PDB Viewer 4.10 para Windows (Guex &
Peitsch 1997)

e Software de generacion de vectores de expresion: Serial Cloner 2.6 para Windows.

e Software para el alineamiento de secuencias peptidica: MEGA 6 y UGene.

e Otros servidores

Traduccidn de la secuencia nucletoidica: http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss transeq/

Prediccidn de clivaje con Trombina: http://web.expasy.org/peptide cutter/

Prediccién del Peso Molecular esperado y Punto Isoeléctrico:

http://web.expasy.org/compute pi/

Predicciéon de la solubilidad de proteinas recombinantes sobre-expresadas en E. coli

http://www.biotech.ou.edu
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4.1 Produccidény purificacion de FhLAPr

La purificacidn de la proteina se llevé a cabo mediante el cultivo de una colonia asilada de E.
coli BL21 (DE3) productora de FhLAPr en 1 Lt de medio de cultivo LB segln el procedimiento
descrito en materiales y métodos. En la Figura 8 se muestra el gel de electroforesis SDS-PAGE
10% de las fracciones purificadas de FhLAPr a través de una cromatografia de afinidad al Ni%*
utilizando concentraciones crecientes de Imidazol (50-400 mM). La fraccidn correspondiente al
escaldon con 200 mM fue posteriormente dializada contra PBS y cuantificada a partir del
método del dacido bicinconinico. El rendimiento de la produccién de FhLAPr fue de

aproximadamente de 10 mg/Lt.

Elucién con Imidazol

PM 50 mM 100mM 200mM 400 mM
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Figura 8: Purificacion de FhLAPr analizada por SDS-PAGE 10%. Las fracciones de elucién con
Imidazol (50-400 mM) correspondientes a la purificacion de FhLAPr por cromatografia de
afinidad al Ni?*. El rendimiento de la produccién de la fraccién de FhLAPr eluida en el escalén
de 200 mM de Imidazol fue de aproximadamente 10 mg/Lt. La FhLAPr presenta un peso
molecular aparente de ~ 59 KDa.

4.1.1 Obtencidn de las formas mondémero y hexamero de FhLAPr
Se ha reportado previamente el incremento de hasta un 300% en la actividad enzimatica

especifica Leu-AMC cuando la proteina FhLAP nativa es incubada con MnCl; y MgCl, en un

rango de 0.01-10 mM. En cambio, cuando FALAPn es incubada con ZnCl,, CaCl, o CoCl; se
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observa un efecto inhibitorio a partir de 0.1 mM (Acosta et al., 1998). A modo de visualizar el
efecto de estos iones en la estructura de la forma recombinante, la misma fue incubada con
concentraciones crecientes de los metales divalentes MnCl,, MgCl, y ZnCl, (0-50 mM) y luego
sometida a la reaccion de entrecruzamiento con DMS. El grado de oligomerizacién se visualizé
a través de un gel de electroforesis SDS-PAGE 10%. La Figura 9 muestra que en presencia de
dichos iones metdlicos se observa una banda de peso molecular por encima a la de 245 KDa, la
cual podria corresponder con la forma hexamero de la FhLAPr. Adicionalmente, se pudo
observar que las muestras incubadas con MnCl, (Figura 9b) retienen la forma hFhLAPr con
concentraciones crecientes de MnCl;, sin embargo, se observé la formacidon de agregados
insolubles con concentraciones mayores a 1 mM. Esta formacién de agregados también se
observa tras la incubacién con ZnCl, (Figura 9b), pero contrario a lo que sucede con MnCl,,
concentraciones crecientes de ZnCl, tienden a favorecer la formacién de las estructuras
intermedias de FhLAPr (mondmeros, dimeros, trimeros, tetrdmeros y pentameros) con una
mayor proporcién de la forma mondémero (mFhLAPr) respecto de las demas. Paralelamente,
tras la incubacién con MgCl, (Figura 9a) se pudo observar la formacidon de hFhLAPr con la

ventaja de no observarse agregados insolubles en ninguna de las concentraciones ensayadas.
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Figura 9: Reaccidon de entrecruzamiento de la FhLAPr con DMS analizada por SDS-PAGE
10%. Las muestras de FhLAPr (0.2 mg/ml) fueron incubadas con concentraciones crecientes
de iones metalicos (0-50 mM) y luego tratadas con DMS (1 mg/ml) durante 2 hrs a 37 °C. a)
Incubacién de FhLAPr con MgCl,. b) Incubacién de FhLAPr con MnCl, y ZnCl,.
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Se determind el efecto sobre la funcién de la FhLAPr en presencia de las distintas
concentraciones ensayadas de MnCl,, MgCl, y ZnCl, a través del seguimiento en los niveles de
actividad Leu-AMC. En la Figura 10 se observa que la FALAPr presenta actividad enzimatica
basal y podria auto-ensamblarse hacia su conformacion funcional en ausencia de éstos iones
agregados, en tanto las concentraciones crecientes de los iones MnCl, y MgCl, aumentan la
capacidad de clivaje del sustrato Leu-AMC lo que podria ser un indicativo de que éstos iones
favorecen la conformacion funcional o mejoran la capacidad amidolitica de la enzima. En
cambio, en presencia del ZnCl, la actividad Leu-AMC se ve drasticamente disminuida, llegando

a valores nulos con concentraciones de 50 mM.

Actividad Leu-AMC de FALAPr incubada con iones metalicos

8000
£ 6000+
f=
g
3 40004
a -~ MnCl,
™
= 2000 - ZnCl,
—— MgCl,

T T -
0 10 20 30 40 50

Concentracion (mM)

Figura 10: Efecto de diferentes metales divalentes sobre la actividad enzimatica de FhLAPr.
La FhLAPr presenta actividad enzimatica Leu-AMC basal y sufre una disminucién drastica de la
misma en presencia de ZnCl,. Por otro lado, se observa un aumento progresivo de la actividad
enzimatica en presencia de MnCl, y MgCl,, reportados previamente como activadores para la
forma nativa de FhLAP.

Otra forma rapida de obtencién de la forma monoméra de FhLAPr es a través de la
desnaturalizacion de la proteina por la accidon de temperaturas extremas. Tras la incubacion
durante 2, 10, 20 y 30 min en un bafio a 100 °C los productos de la reaccién térmica fueron
incubados con el agente entrecruzante DMS y el estado de oligomerizacidn de la proteina fue

evaluado a través de una electroforesis SDS-PAGE 4-12%.
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En la Figura 11a se muestra que la mFhLAPr se obtiene en mayor proporcion luego de 10 min
de incubacién a 100 °C. Incubaciones durante tiempos mayores inducen visiblemente la
formacién de agregados insolubles. Adicionalmente, se puede observar que la actividad Leu-
AMC de la enzima se ve drasticamente disminuida a partir del inicio del tratamiento térmico
como consecuencia de la desnaturalizacion de la misma (Figura 11b).
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Figura 11: Generacion de la forma monémero de FhLAPr a través de la desnaturalizacion
térmica a) Gel de electroforesis SDS-PAGE 4-12.5% tefiido con Coomassie Blue R-250. Las
muestras de FhLAPr (0.2 mg/ml) fueron incubadas a 100 °C a distintos tiempos (0-30 min) y
entrecruzadas con DMS durante 1 hr a 37 °C. b) Evaluacion de la actividad de la enzima con
el sustrato Leu-AMC luego del tratamiento térmico. Tras 10 min de incubacién a 100 °C, la
enzima recombinante se encuentra mayoritariamente en su forma mondémero y con su
actividad enzimatica drasticamente disminuida.

El andlisis de la conformacién y actividad Leu-AMC de la FhLAPr indica que, tras la expresién y
purificacién, la misma es obtenida en su conformacién hexamérica y funcional. Asimismo, el
agregado de MgCl, incrementa la actividad de la misma sin afectar la solubiliadad.

4.2 Evaluacion de la respuesta humoral frente a las formas mondmero y
hexdmero de FhLAPr en ratones de la cepa BALB/C inmunizados via sub-
cutanea

Se ha demostrado que la utilizacion de proteinas inmunogénicas oligoméricas podrian

utilizarse como transportadores de epitopes Ty B a modo de mejorar la respuesta inmune

ante éstos ultimos (Van Montfort et al., 2011) y a su vez, el reconocimiento del epitope en el
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contexto del transportador deberia ser indistinguible del epitope en la estructura de la
proteina nativa (Janssen et al., 1996). Con el objetivo de determinar el potencial de la
utilizacion de la FhLAPr como inmunédgeno y transportador se llevd a cabo en primera instancia
un ensayo de inmunizacion en la cepa BALB/c con las formas hFhLAP y mFhLAP en
combinacion con un adyuvante oleoso o solucién salina (PBS). La inmunoreactividad de los
sueros a lo largo de las semanas fue evaluada contra la forma hFhLAPr con la cual se observan
mayores niveles de reactividad con la técnica ELISA respecto de la forma mFhLAPrT,
posiblemente debido a que la hFhLAPr abarca tanto los epitopes lineales como
conformacionales de la hFhALPr (Datos suplementarios 1). En la Figura 12 se muestra la
evolucidn de la respuesta de anticuerpos anti-hFhLAPr a lo largo del ensayo. Se observa un
aumento progresivo de los niveles de IgG anti-FhLAPr a medida que transcurren las semanas
para todos los grupos inmunizados con el antigeno, siendo significativa mayor en el grupo
inmunizado con hFhLAPr en combinacién con Adyuvac 50 a partir de la semana 4. Asimismo, se
observa que el grupo inmunizado con mFhLAPr + Adyuvac 50 presenta niveles

significativamente elevados de anticuerpos en la semana 10 respecto de las semanas previas

D.O 492 nm

hFhLAPr + Adyuvac 50
hFhLAPT + PBS
mFhLAPr + Adyuvac 50
mFhLAPr + PBS
Control Adyuvac 50
Control PBS

FYBUEE

Semana

Figura 12: Evolucion de la respuesta de anticuerpos IgG anti-FhLAPr a lo largo del ensayo de
inmunizacion subcutdnea. Los niveles de anticuerpos se determinaron con una dilucién
1:10.000 de los sueros y se representaron como D.O 49; nm promedio + SEM a lo largo de las
semanas del ensayo. Valores de p < 0.05 (*) fueron considerados estadisticamente
significativos.
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del ensayo. Adicionalmente, se determinaron los niveles de anticuerpos anti-hFhLAPr 1gG; e
1gG2a a través de la técnica ELISA utilizando en este caso para la deteccién de la interaccion

antigeno-anticuerpo un sistema biotina-estreptavidina unida a la peroxidasa.

Los resultados se muestran en la Figura 13, donde se observa que los niveles de IgG; son
significativamente mayores que los de 1gG,; a lo largo de todo el ensayo y en todos los grupos.

A su vez, se observa que para los grupos que recibieron el antigeno en combinacién con
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Figura 13: Evolucion de la respuesta de subclases de IgG anti-FhLAPr a lo largo del ensayo de
inmunizacion subcutanea. a) 1gG; y b) 1gGz.. Los niveles de anticuerpos se determinaron por
ELISA en una dilucion 1:4.000 y se representaron como D.O 192 nm promedio £ SEM en funcidn
de la semana. Valores de p < 0.05 (*) fueron considerados estadisticamente significativos.
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Adyuvac 50, los niveles de 1gG; (Figura 13a) se mantuvieron altos y relativamente constantes, a
diferencia de los que recibieron el antigeno en combinacién con la solucién salina, donde los
niveles de anticuerpos IgG; fueron aumentando de manera progresiva en el grupo hFhLAPr,
mientras que en el grupo mFhLAPr apenas fueron detectados. Los niveles de anticuerpos anti-
hFhLAPr IgG2, fueron significativamente mayores para el grupo hFhLAPr en combinacidn con la

solucidén salina en la semana 10.

En conjunto, se observé que en la semana 10, los grupos que recibieron la forma hFhLAPr
presentaron niveles de anticuerpos IgG significativamente mayores que los grupos que
recibieron la forma mFhLAPr. A su vez, la respuesta fue predominantemente de IgG; a lo largo
de todo el ensayo para los grupos que recibieron la forma hFhLAPr y para mFhLAPr en

combinacion con el adyuvante.

4.3 Evaluacién de la respuesta humoral frente a las formas monémero y hexdmero
de FhLAPr en ratones de la cepa C57BL/6 inmunizados via intranasal

La patologia producida por la infeccién por F. hepatica estd relacionada fundamentalmente

por la migracién del mismo a través de la mucosa intestinal, peritoneo y finalmente a través

del higado. A modo de determinar la capacidad de la FhLAPr en inducir una respuesta humoral

a nivel de las mucosas se llevd a cabo un ensayo de inmunizacién en ratones de la cepa

C57BL/6 a través de la via intranasal con las formas mondémero y hexamero de la FALAPr en

combinacion con un adyuvante especifico de mucosas (TC 5 pg/ml) o con solucién salina.

Los animales fueron divididos en grupos de 6 animales por grupo de la siguiente manera:
Grupo 1: inmunizado con hFhLAPr en combinacion con TC, Grupo 2: inmunizado con hFhLAPr
en solucidn salina, Grupo 3: mFhLAPr en combinacién con TC, Grupo 4: mFhLAPr en solucidn
salina, Grupo 5: control TC, Grupo 6: control PBS. Al igual que para el ensayo anterior, el
esquema de inmunizacién utilizado consisti6 en una primo-inmunizacién, seguida de dos

refuerzos en las semanas 4 y 8. La evolucion de los niveles de anticuerpos se determind a
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través de la técnica ELISA y la dilucidn de trabajo de las muestras fue seleccionada a partir de

los datos obtenidos en Datos suplementarios 2.

En la Figura 14 se muestran los resultados de serologia donde se puede observar que hay
mayor induccién de la produccion de anticuerpos anti-FhLAPr en los grupos que recibieron la
forma hFhLAPr, respecto de los demas grupos. En la semana 10, se muestra que hay una
diferencia significativa entre los grupos que recibieron hFhLAPr, ya sea en combinacion con TC
o en solucion salina respecto de los demds grupos. Adicionalmente, no se detectaron
anticuerpos IgA anti-hFhLAPr en ninguna de las semanas del ensayo y se pudo constatar el
progresivo deterioro de la salud de los animales que recibieron la TC luego del 1°" refuerzo.
Este deterioro vino dado por conducta hiperactiva, acompafiado de pelaje descuidado y
notorio retraso del crecimiento respecto al control que solamente recibié PBS. Por este
motivo, se realizd un segundo ensayo de inmunizacidn utilizando una concentracion menor,

tanto de antigeno como del adyuvante TC.
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Figura 14: Evolucion de la respuesta IgG anti-FhLAP representada a lo largo del 1
ensayo de inmunizacién por via nasal. Los niveles de anticuerpos se determinaron por
ELISA para todas las muestras individualmente en una diluciéon 1:800 y se representaron
como D.O 492 nm promedio = SEM en funcién de la semana del ensayo. Valores de p <0.05
(*) fueron considerados estadisticamente significativos.
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Para este ensayo se inmunizaron 24 animales distribuidos en 4 grupos de 6 animales cada uno
distribuido de la siguiente manera: Grupo 1: hFhLAPr en combinacidon con TC, Grupo 2:
hFhLAPr en PBS, Grupo 3: Control TC y Grupo 4: Control PBS. En todos los casos se administré
25 pg/dosis de la hFhLAPr en un volumen final de 25 pl. La cantidad de TC que se administré se
redujo de 5 a 2 pg/ml y el esquema de inmunizacion utilizado consisti6 de una primo
inmunizacion y dos refuerzos en la semana 4 y 10, respectivamente. Se obtuvieron muestras
de sangre de las semanas 0, 4, 10 y 12. Los niveles de anticuerpos de IgG determinados a partir

del suero se muestran en la Figura 15.

Los niveles de anticuerpos anti-FhLAPr fueron significativamente mayores en el grupo
inmunizado con hFhLAPr en combinacion con TC, respecto al grupo hFhLAPr en combinacion
con la solucién salina a lo largo de todo el ensayo. Asimismo, se observé una mayor respuesta
de anticuerpos especificos respecto al ensayo anterior (reflejado en la dilucién de las muestras
de suero) y no se observaron sefiales evidentes de estrés en los animales inmunizados con TC.
Al igual que en el ensayo anterior, no se detectaron anticuerpos IgA anti-hFhLAPr en ningln

punto del ensayo.
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Figura 15 Evoluciéon de la respuesta IgG anti-FhLAPr a lo largo del 2% ensayo de
inmunonizacién por via nasal. Los niveles de anticuerpos se determinaron por ELISA en una
dilucién 1:4.000 y se representaron como D.O 492 nm promedio + SEM en funcion de la semana
del ensayo. Valores de p < 0.05 (*) fueron considerados estadisticamente significativos.
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En resumen, se observd que la FALAPr estimula la produccidn de IgG contra la forma hFhLAPr
cuando es administrada a través de la mucosa nasal de los ratones C57BL/6, sin embargo, no
se detectaron anticuerpos IgA (la subclase predominante a nivel de mucosas) a nivel de suero

en ninguno de los ensayos.

4.4 Evaluacion de la FALAPr como transportador de péptidos inmunogénicos

En funcién de la estructura cuaternaria de la forma funcional de FhLAPr, postulamos que la
FhLAPr podria actuar tanto como inmundgeno como transportador de pequenos péptidos
antigénicos o haptenos en su superficie. Debido a su naturaleza hexamérica, la misma actuaria
desplegando éstas secuencias cortas en la superficie del hexdmero como epitopes repetidos.
Con el fin de poner a prueba este concepto, se propuso la utilizacion de hFhLAPr como
proteina de fusién a una regién con potencial inmunogénico de la mFhCL3 (FheCL3). Para ello
se realizd6 la busqueda de éstas regiones de mFhCL3 utilizando herramientas
inmunoinformatcas de prediccion de epitopes. Estas regiones fueron mapeadas en un modelo
tridimensional de mFhCL3 generado con Phyre2 y se seleccioné el péptido a ser transportado
en base a la regidon consenso entre los distintos métodos de predicciéon y el grado de

exposicidn superficial observado en el modelo de mFhCL3.

4.4.1 Generacion del modelo tridimensional de mFhCL3

El modelo estructural tanto de la mFhACL3 como de la FhLAP fueron generados utilizando la
herramienta de modelado basado en homologia Phyre2. El algoritmo utilizado por la misma
busca el perfil evolutivo de la secuencia blanco y lo compara con una serie de homdlogos
colectados en una extensa base de datos. Esta busqueda de homdlogos se realiza a través de
un método heuristico HHBIits a partir del cual se realiza la prediccion de a hélices y hojas B con
el método PSIPRED. El perfil evolutivo y la estructura secundaria son convertidas a un modelo

oculto de Markov (HMM, por Hidden Markov Model) el cual es comparado con una base de
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datos de HMMs de estructuras tridimensionales determinadas de forma experimental.
Finalmente se realiza un paso de refinamiento de lazos y posicionamiento de cadenas laterales

(Kelly et al., 2015).

Para la generacion del modelo de mFhCL3 se encontraron 18 estructuras con porcentajes de
identidad que oscilan entre 29-63%. El modelo resultante de mFhCL3 fue modelado con 100%
de confianza a partir del molde correspondiente al de la procatepsina L1 de F. hepatica (PDB ID

206X) (Figura 16).

Figura 16: Modelo tridimensional de mFhCL3 a) vista general y b) vista de la region del sitio
activo. El mismo fue generado con el método homologia con la herramienta Phyre2 a partir
de la estructura de la procatepsina L1 de F. hepatica (PDB ID 206X). La visualizacién y edicion
de la estructura se realizd con el software Swiss PDB Viewer 4.10. El extremo N-terminal se
indica en celeste y el C-terminal en rosa. Los residuos del sitio activo se indican en verde.

La calidad del modelo de mFhCL3 fue evaluada a través de los servidores QMEAN, ERRAT y
RAMPAGE (Figura 17). El puntaje QMEAN, es una funcidn compuesta por seis descriptores que
evaltia el modelo tridimensional y asigna un puntaje de 0-1, siendo 1 bueno. En el caso del
modelo de mFhCL3 el puntaje fue de 0.740 (Z-score: -0.34), el factor de calidad general
asignado por ERRAT fue 81.1% y el grafico de Ramachandran muestra que el 97.2% de los

residuos se encuentran en la regidn favorable, lo que indica que se trata de un modelo

confiable.
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Figura 17: Evaluacion de la calidad del modelo de mFhCL3 generado con Phyre2. a) QMIEAN
0.740. b) RAMPAGE 97.2% de los residuos de aminoacidos se encuentran en la region
favorable. c) ERRAT 81.1% (en negro se muestran las regiones que son rechazadas con un 99%
de confianza).

4.4.2 Generacion del modelo tridimensional de FhLAP

Para la generacion del modelo de FhLAP, Phyre2 se basé en la estructura del complejo
Bestatina - Leucina Aminopeptdasa de Pseudomona putida (PDB ID 3H8G). Los porcentajes de
identidad entre las secuencias utilizadas se encuentran entre 10-23%. El modelo resultante de
FhLAP fue evaluado a través de los servidores QVMIEAN ERRAT y RAMPAGE (Figura 18). Como
resultado de la evaluacidn realizada con esto servidores, se muestra que el modelo de FhLAP
es confiable, sin embargo, el factor ERRAT, determina una zona menor confiabilidad (45% de la
estructura) en el extremo N-terminal, la regién menos conservada de la secuencia. La
construccion del modelo tridimensional del hexamero de FhLAP he se llevd a cabo utilizando el

software Swiss PDB Viewer 4.1.0 utilizando como molde para el ensamblaje la estructura
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cristalografica de la Leucina Aminopeptidasa del cristalino bovino BtLAP (PDB ID 1LAM) (Figura

19).

La calidad del modelo se evalué con el servidor RAMPAGE y el grafico de Ramachandran indica
qgue un 93.8% de los residuos se encuentran en la regién favorable, indicando que es un

modelo confiable.

Puntaje QMEAN  -0.579
RAMPAGE 93.8%
ERRAT 55.3%

Figura 18: Modelo tridimensional del monémero de la FALAP. El mismo fue generado con el
método basado en homologia Phyre2 a partir del complejo Bestatina - Leucin Aminopeptdasa
de P. putida (PDB ID 3H8G). La calidad del modelo fue evaluada con los servidores QMEAN,
RAMPAGE y ERRAT.

4.4.3 Determinacion de las regiones potencialmente inmunogénicas (RPI) de la
mFhCL3
La mFhCL3 ha demostrado tener un rol potencialmente relevante en el proceso invasivo de F.

hepatica, particularmente en lo que se refiere a la actividad colagenasa de la misma (Corvo et
al., 2013). El bloqueo de esta funcidn seria de interés, dada la necesidad del JRD de generar la
degradacion de componentes de la matriz extracelular y tejido conectivo en su proceso
migratorio a través de la mucosa intestinal. Por esto, se propuso la identificaciéon de las
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RAMPAGE 93,8%

Figura 19: Modelo tridimensional del hexamero de la FALAP. El ensamblado se realizé a
través del fit iterativo del software Swiss PDB Viewer utilizando como molde la estructura
cristalografica de la Leucina Aminopeptidasa del cristalino de Bos taurus (BtLAP, PDB ID
1LAM). La calidad del modelo fue evaluada con el servidor RAMPAGE.

regiones potencialmente inmunogénicas de la mFhCL3 con la finalidad de seleccionar una de
ellas a los efectos de generar una proteina de fusidén con la FhLAPr. La busqueda de las RPI de
la mFhCL3 se realizé6 mediante distintas herramientas inmuno-informaticas de prediccion de
epitopes B y regiones de alta afinidad de unidn al MHC clase Il H2-IAb (ratéon BALB/c). Las
regiones identificadas por cada uno de los métodos como RPI fueron alineadas con el software

MEGA 6.0 y se identificd aquella de mayor densidad de coincidencias entre los métodos.

Como puede observarse en el alineamiento de las secuencias peptidicas, mas del 95% es
reconocido como potencialmente antigénico por alguno de los métodos de prediccion,
sugiriendo lo limitado de los mismos. La regién de mayor densidad de coincidencias entre los
métodos corresponde a la regidn situada entre las posiciones 57 y 118 siendo particularmente
relevante las regiones entre las posiciones 72-76 y 91-96 (Figura 20). La regidon comprendida
entre las posiciones 86 y 97 se encuentra formando parte de un lazo en la superficie del
modelo (indicada en amarillo en la Figura 21), tal como lo indica el método de prediccién de

accesibilidad superficial de Emini para mFhCL3. Al contrario de las demds RPIs, esta region se
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encuentra flanqueada por regiones potencialmente inmunogénicas con un promedio menor
de coincidencias entre los métodos. Adicionalmente, se realizé el mismo procedimiento de
busqueda de RPIs para mFhACL1 y mFhCL2, las cuales presentan un 67% y 72% de identidad con
mFhCL3, respectivamente. Tanto en mFhCL1 como en mFhCL2, se identificé una RPI en la

misma region que la descrita para mFhCL3 (Datos Suplementarios 3).
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Figura 21: Mapeo de las RPIs de la mFhCL3 en el modelo tridimensional de la proteasa. Se marcan las RPIs: 1-ENAYKY
(celeste), posicion 72-76 y 2- ETASDYPYQGWEYQCQYRKE (naranja), posicion 80-105. a) vista del esqueleto de la mFhCL3
y b) vista de la superficie calculada en Swiss PDB Viewer.

Tipicamente se seleccionan como epitopes regiones de entre 6 y 11 aminoacidos, sin embargo,
se ha demostrado mediante métodos cristalograficos que el paratope de los anticuerpos se
unen a regiones de entre 15-22 aminodacidos del epitope, donde solamente 2-5 aminodcidos
contribuyen de forma mayoritaria a la energia de unidn antigeno-anticuerpo (Rahman et al.,
2016). Por este motivo se seleccioné un péptido de 26 aminodcidos comprendido entre las
posiciones 80 y 105 las cuales forman una estructura en lazo anclada entre dos hojas B del

modelo de mFhCL3, la cual incluye la regidn potencialmente inmunogénica 2 (Figura 22).
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Figura 22: Mapeo de la RPI seleccionada de la mFhCL3 en el modelo tridimensional de la proteasa para la
formacion de la FheCL3-LAP. Se marca en color la secuencia correspondiente a NH,-

AP {elA WA Te 0N (BN - COOH. a) Vista del esqueleto de mFhCL3 y b) vista de la superficie generada

con Swiss PDB Viewer.

4.4.4 Generacion de una proteina quimérica FheCL3-LAP

Una vez seleccionada la RPI (FheCL3) para la expresion de la proteina de fusion FheCL3-LAP, se
llevd a cabo la generacién del modelo tridimensional y la prediccion de algunas de sus
propiedades fisico-quimicas teniendo en cuenta la sobre-expresion de la misma en el sistema
de expresion pET28a (+) transformada en E. coli. Se realizé la unién de FheCL3 en el mismo
marco de lectura con el extremo N-terminal de la FALAP, debido a que el mismo se encuentra
menos conservado entre las LAPs y se cuenta con el antecedente de expresién como proteina
de fusién con la Tiorredoxina de E. coli sin comprometer el ensamblado de la estructura
hexamerica (Acosta et al.,, 2008). Paralelamente, a modo de minimizar la cantidad de
aminodcidos afadidos por el sistema de expresidén, se tuvo en cuenta la clonacion de la
secuencia quimérica entre los sitios Nde | y BamH | del plasmido pET28a (+) por la posibilidad

de escindir la etiqueta de histidinas con trombina (Figura 23).

La proteina resultante es de 580 aminodcidos. A partir de esta construccidn se verificd el

marco de lectura de la secuencia quimérica a través de la herramienta EMBOSS Transeq
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T7 promoter primer #69348-3

pET upstrgannlprimer #609214-3 T7 promoter

lac operator Xbal rbs

AGAAGGAGA

AGATCTCGATCCCGLGAAAT TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTC
His+Tag

CATCATCATCACAC
isHisHigH

ySerH

yLeuVal ProAre
Eagl thrombin
_Sall_Hindll _Not  Xhol ___MisTag

_CGTCGACAAGCTTGE CT CCACCA ATCCC ACAAAGCCC pET-28al+)

pET=-28b1(+)

-—
T7 terminator primer #69337-3

[F¥ori s530_s970] (357140 shis]
Ndel
5'...CA.TATG...3' /«-_*" [i655 204 FrP <l
3...GTATAC...5 2
BamH |
5. GlGATCC T pET2Ba [+}-FheCL3-LAP
3...CCTAGG...5 ColEt origin 551248
" [SSTE_9960 Thrombin site
(15047887 sHis]

Figura 23: Esquema del vector pET28a (+) clonado con la secuencia FheCL3-LAP entre los
sitios Nde | y Bam H I. Se marca en verde el sitio de clivaje preferencial de la Trombina
correspondiente a la secuencia de aminoacidos Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser

utilizando el cédigo genético Universal y se verificaron los posibles sitios de clivaje con
trombina dentro de la secuencia quimérica (Datos suplementarios 4). La proteina FheCL3-LAP
expresada en este sistema presenta un sitio preferencial de clivaje con trombina en la posicion
27 correspondiente a la secuencia Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser y 3 sitios de clivaje secundario en
las posiciones 257, 555 y 576. La FheCL3-LAP presenta una pl/PM tedrico de 7.76/63 KDa y
presenta un 99.1% de probabilidad de solubilidad al sobre-expresarse en E. coli. Al escindir la
etiqueta de histidinas mediante la utilizacion del sitio preferencial de clivaje con trombina, la

FheCL3-LAP presenta una pl/PM de 6.64/59.7 y una probabilidad de solubilidad del 97.5%.
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4.4.5 Generaciéon del modelo tridimensional de FheCL3-LAP
A modo de determinar la conformacion espacial de la FheCL3-LAP y la FheCL3-LAP clivada con

trombina (FheCL3-LAPc), se generaron los modelos tridimensionales con MODELLER 9.14 con
un paso adicional de refinamiento de la secuencia agregada por el sistema de expresion en el
extremo N-Terminal de la primera a partir de la estructura homdloga Yfg) de E. coli (PDB ID
2JNE). Se generaron diez modelos de la proteina de fusidn clivada y sin clivar utilizando como
moldes las estructuras tridimensionales de FhLAP y mFhCL3 obtenidas anteriormente. Dichas
estructuras se evaluaron con los servidores QMEAN, RAMPAGE y ERRAT vy se seleccionaron los

moldes con el QMEAN mas bajo (Figura 24). El puntaje QMEAN asignado para FheCL3-LAP fue

Trombina

Figura 24: Modelo tridimensional del monémero de a) FheCL3-LAP y b) FheCL3-LAPc
generado con el software Modeller 9.14 a partir de los moldes de FhLAP y mFhCL3. La
porcién N-terminal afiadida por el vector de expresidon fue modelada a partir de la estructura
2JNE correspondiente a Yfg) de E. coli. En amarillo (1) se marcan los aminodcidos afiadidos por
el vector, en fuscia (2) la region RPI y en violeta (3) la porcién correspondiente al lazo.
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de 0.562 y para FheCL3-LAPc 0.545. El factor de calidad general asignado por ERRAT para fue
de 47% para ambas y el andlisis del grafico de Ramachandran indica que un 92.6% y 94% de los
residuos se encuentran en la region favorable. Al igual que para hFhLAP, se generd el modelo
tridimensional de la forma oligomérica de la proteina quimérica hFheCL3-LAP mediante el
software Swiss PDB Viewer 4.1.0 utilizando como molde la BtLAP (PDB ID 1LAM). En la Figura
25 se muestran los modelos tridimensionales de hFheCL3-LAP y hFheCL3-LAPc. Se observa en
ambos modelos que el péptido de FhCL3 seleccionado se expone en la superficie del modelo
tanto en la forma clivada como sin clivar. Sin embargo, el péptido afiadido por el vector de

expresion en la version sin clivar enmascara la estructura del FheCL3.

FheCL3-LAP FheCL3-LAPc

Figura 25: Modelo tridimensional del hexamero de a) la proteina sin clivar FheCL3-LAP y b)
FheCL3-LAPc. Los modelos fueron generados con el software Swiss PDB Viewer a partir de la
estructura 1LAM correspondiente a la LAP del cristalino de bovino. En amarillo se marcan los
aminodcidos afadidos por el vector, en fuscia la regién RPl y en violeta la porcién
correspondiente al lazo.
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4.5 Producciény purificacion de la FheCL3-LAP en el sistema de expresion E.
coli BL21 (DE3)

La secuencia correspondiente a FheCL3-LAP clonada en el vector pET28a (+) fue transformada
en las bacterias E. coli y cultivada en el medio LB/Kan obteniéndose una banda compatible con
el peso molecular esperado para la proteina quimérica tras la induccién con IPTG (Figura 26). A
modo de evaluar las condiciones dptimas de produccidon de FheCL3-LAP se ensayaron tres
condiciones de temperatura (22 °C, 25 °Cy 28 °C) con tres concentraciones de IPTG (0.05, 0.1y
0.4 mM). Tras la lisis del pellet bacteriano mediante sonicacién, el pellet resultante y el SND se
sometieron a una electroforesis SDS-PAGE a modo de visualizar la expresion de la proteina
quimérica. En la Figura 26b se muestra que la produccién a 25 °C de FheCL3-LAP se induce en
todas las condiciones, sin embargo, tras la lisis bacteriana la proteina de fusion FheCL3-LAP
qgueda retenida en la fraccidn insoluble. Para las temperaturas 22 °C y 28 °C se obtuvieron

resultados similares (no se muestran los datos).

Control Colonias transformadas con b
SmLAP1 FheCL3-LAP
PM N/I | N/ N/t | N/I | N/I |
IPTG (mM)
PM s/l 0,05 0,1 04
245
180
135
100 * . -
s = = -~
L 28 -
63
: — Y
- Wi «——FheCL3-LAP 3 - -
- L 2 ‘ '.‘ ‘
‘ : - = — - - ——
- -
- ‘\-—t.—* -
— _ o NN

Figura 26: Expresion de la proteina de fusion FheCL3-LAP en E. coli BL21 (DE3). a) Gel de
electroforesis SDS-PAGE 12% de las colonias de E. coli BL21 (DE3) transformadas con FheCL3-
LAP inducidas (l) y no inducidas (N/I) con IPTG 0.4 mM. Se transformd paralelamente la
SmLAP1 como control positivo de la transformacién. b) Determinacién de las condiciones de
produccidn de FheCL3-LAP a través de una electroforesis SDS-PAGE 10% de las colonias de E.
coli BL21 (DE3) inducidas con diferentes concentraciones de IPTG.
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4.5.1 Recuperacion de la FheCL3-LAP de los cuerpos de inclusion

Luego de resuspender y sonicar el pellet en un tampdn Tris 50 mM, Tritén X-100 1%, Urea 1M,
pH 8.5, la suspension fue centrifugada a alta velocidad y el pellet resultante fue incubado en
un tampodn Tris 50 mM, Urea 8 M, PMFS 1 mM, DTT 1 mM, pH 8.5 durante 1 hr a T.A. A
continuacién, el mismo fue centrifugado a alta velocidad y se recuperd el SND. El mismo fue
diluido al medio e incubado a 4 °C toda la noche en agitacién suave en presencia de L-Arginina
0.1 mg/ml a modo de plegar la proteina en la conformacion de hexamero, con actividad Leu-

AMC.

4.5.2 Purificacion de FheCL3-LAP mediante cromatografia de afinidad

La purificacién de la proteina de fusion se llevé a cabo mediante una cromatografia de afinidad
con una resina Sepharose Chelating Fast Flow cargada con sulfato de niquel. La muestra
conteniendo la proteina FheCL3-LAP se aplicé a la columna previamente equilibrada con Tris
50 mM, Urea 4 M, pH 8.5. Luego se realizé un extenso lavado con tampdn Tris 50 mM, Urea 4
M, pH 8.5 con el agregado de L-Arginina 0.1 mg/ml. A continuacion, se realizé la elucién de
FheCL3-LAP de la columna con un gradiente ascendente de Imidazol desde 20 a 200 mM en
buffer Tris 50 mM, Urea 4 M, pH 8.5. en presencia de L-Arginina 0.1 mg/ml. En la Figura 27a se
muestra que la fraccion con mayor recuperacion de la proteina purificada corresponde a la de
100 y 200 mM de Imidazol. La identidad de las bandas fue confirmada mediante la técnica de
Western Blot utilizando suero policlonal anti-FhLAP-Trx. El suero anti-FhLAP-Trx reconoce la
porcién FhLAP de la proteina de fusién FheCL3-LAP En la Figura 27b se muestra que, en la
fraccion no retenida y el lavado, hay reconocimiento especifico de la proteina de fusidn
FheCL3-LAP confirmando la pérdida de proteina en el proceso de purificacién. Asimismo, se
observa reconocimiento especifico en todas las fracciones de eluciéon con Imidazol. La fraccidon

correspondiente al escalén 200 mM fue separada mediante SDS-PAGE 10% y la banda a la

82



Resultados

altura de los 63 KDa fue enviada al Servicio de Protedmica del Institut Pasteur-Montevideo
para su evaluacién mediante Espectrometria de Masas (MS/MS). La Espectrometria de Masas
muestra que efectivamente se trata de FheCL3-LAP, identificdndose péptidos correspondientes

a la porcién FhCL3 y a FhLAP (Datos suplementarios 5).

a imidazol (mM) b midazol (maM)
__—4 o ~ __‘
PM  SNDI SNDH SNDIII Lavade 20 SO 100 200 400 (€Dsj Retends Lovado 20 S0 W0 200
{ 245
243 s
180 135

133

100
5

48 .

Figura 27: Purificacion de la proteina de fusion FheCL3-LAP a partir de los cuerpos de
inclusion. a) Gel de electroforesis SDS-PAGE 10% de la purificacion de FheCL3-LAP mediante
Cromatografia de Afinidad al Ni*. La mayor proporcion de la proteina se obtiene en los
escalones 100 y 200 mM de Imidazol. b) Seguimiento de la purificacion de FheCL3-LAP
mediante Western Blot utilizando un suero policlonal anti-FhLAP-Trx y revelado con 2-cloro, 4-
naftol y H,0,.

4.5.3 Formacién del hexamero de FheCL3-LAPr
La FheCL3-LAP se incubd con concentraciones crecientes de MgCl, en presencia de DMS a

modo de determinar si la misma es capaz de ensamblarse a la forma hexamero. Tras detener
la reaccion del DMS luego de 1 hr con el agregado de tampdn de muestra, conteniendo una
concentracién final de SDS 1% y B-mercaptoetanol 1%, se realizd una electroforesis SDS-PAGE
al 10%. En la Figura 28 se muestra una banda por encima de los 245 KDa de las muestras
tratadas con DMS en las concentraciones 0 y 1 mM de MgCl,, la cual podria corresponder con
la forma hFheCL3-LAP. A su vez, se determiné la actividad especifica de la enzima purificada

antes y luego del clivaje con la proteasa trombina durante 2 hrs (Figura 28b). En la Tabla 3 se
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muestra que la FheCL3-LAP presenta una actividad especifica similar a la obtenida con FhLAPr
cuando se escinde la etiqueta de histidinas. En la Figura 28b se muestra el gel de electroforesis
SDS-PAGE 10% de la proteina FheCL3-LAP antes y luego del clivaje con trombina. Se observa la
formacidn de la FheCL3-LAPc en los tres tiempos de incubacion ensayados, sin embargo, a las
12 y 24 hrs de incubacidn se observan productos de degradacién de la digestién de la trombina

resultantes de la digestién en los sitios secundarios de clivaje.

a b
Mgdl; (mM) Incubacién con Trombina
PM s/DMS 0O 02 04 06 08 10 M Adhen 12k 2
T Y Y oY o qmm—" hFheCL3-LAP =
245 : 135 . -
180
135 100 -
100 s -
7 | -
63— (2] .
[ T 4= mFheCL3-LAP =X o2 4
e — 4
PER
as - oopd
| = =
35—
55 4 a | — e

Figura 28: Formacion de la estructura hexamérica de la proteina de fusion FheCL3-LAP. a) Gel de
electroforesis SDS-PAGE 10% tefiido con Coomassie Blue R-250. Las muestras de FheCL3-LAP fueron pre-
incubadas con concentraciones crecientes de MgCl, (0-1 mM) y tratadas con DMS durante 1 hr a 37 °C. Las
bandas por encima de los 245 KDa podrian corresponder la forma hexamera de FheCL3-LAP. b) Gel de
electroforesis SDS-PAGE 10% tefiido con Coomasie Brilliant Blue R-250 del efecto de la digestidon con Trombina
sobre la FheCL3-LAP. Se observa la formacidn del producto de ~ 59. 9 KDa correspondiente al peso molecular
esperado para la proteina FheCL3-LAP sin la etiqueta de Histidinas.

Tabla 3: Comparacidn de la actividad especifica Leu-AMC de FhLAPr, FheCL3-LAP y FheCL3-LAPc.

Actividad enzimatica especifica Leu-
AMC

nmoles min'! mg?
g

FhLAPr 204,4+ 14,6
FheCL3-LAP 66,16 £ 2,1
FheCL3-LAPc 162,2+7,2
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4.5.4 Evaluacion de la capacidad de reconocimiento de un suero policlonal anti-
FheCL3-LAP de FhLAPr, FhCL3r y FheCL3
Se generd un suero policlonal anti-FheCL3-LAP en conejo a modo de determinar la capacidad

de reconocimiento del mismo sobre FhLAPr, FheCL3-LAP y FhCL3 en comparacidn con sueros
especificos para cada proteina. En la Figura 29A se muestra el ensayo de Western Blot (WB) de
los respectivos sueros. En la misma se observa que el suero anti-FhLAP-Trxr, reconoce tanto la
FhLAPr como la FheCL3-LAP, de igual manera el suero anti-FheCL3-LAP. La FhCL3r es una
proteina que es glicosilada en el proceso de expresion en Hansenula polymorpha. Al no
eliminar la glicosilacion la misma migra como un smear en los geles SDS-PAGE con un peso
molecular aparente de ~ 43 KDa. El suero anti-FhCL3r reconoce la fraccién FhCL3r, pero no
reconoce la fraccién FheCL3-LAP. A modo de confirmar si el suero anti-FheCL3-LAP producido,
reconoce la porcién FheCL3, tanto sintética como en la proteina FhCL3r, se realizé un ensayo
de ELISA a modo de visualizar la interaccién. En la Figura 29B, se observa que el suero anti-
FheCL3-LAP no reconoce de manera significativa la FhCL3r, pero reconoce de forma discreta la
FheCL3 sintética. A su vez, el suero FheCL3-LAP reconoce fuertemente la FhLAPr como se

observo con el WB.

En resumen, el suero FheCL3-LAP reconoce tanto la porcién FhLAP, como la porcién FheCL3.

Sin embargo, no reconoce esta ultima en el contexto de la proteina recombinante.
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Suero anti-FhLAPr Suero anti-FheCL3-LAP Suero anti-FhCL3r
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@B Suero Normal de conejo
B0 Suero hiper-inmune anti-FhCL3 de conejo
@ Suero hiper-inmune anti-FheCL3-LAP de conejo

Figura 29: Evaluacion del suero policlonal anti-FheCL3-LAP producido en conejo. A)
Comparacion de la inmunoreactividad de los sueros anti-FhLAP-Trx de oveja, anti-FheCL3-LAP
de conejo y anti-FhCL3r de conejo contra las proteinas FhLAPr, FheCL3-LAP y FhCL3r mediante
WB. B) Evaluacidn de la inmunoreactividad de los mismos sueros a través de la técnica ELISA
frente a) FhCL3r (dilucion de los sueros 1:800), b) FheCL3 sintético (dilucién 1:1.600), c)
FheCL3-LAP (dilucién 1:64.000) y d) FhLAPr (dilucién 1:64.000).
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4.6 Ensayo de inmunoproteccion contra F. hepatica en un modelo murino de
infeccién experimental

A modo de obtener datos preliminares en cuanto a la capacidad de inmunoproteccion de las
proteinas FhLAPr, FhCL3r y FheCL3-LAP se llevd a cabo un ensayo de inmunizacidn en ratones
de la cepa BALB/c utilizando un esquema de inmunizacién reportado previamente para un
ensayo de inmunoproteccion contra F. gigantica en ratones utilizando una FgLAP
(Changklungmoa et al., 2013). El mismo consistié en una primo-inmunizacion seguido de dos
refuerzos; el primero en el dia 14 y el segundo en el dia 28. Los animales de todos los grupos
fueron desafiados con la forma infectante de F. hepatica al dia 42. A partir de éste momento
se realizd el seguimiento de la sobrevida de los animales hasta el dia 45 post-infeccidn.
Asimismo, se realizd el seguimiento de la respuesta humoral antes del desafio y al momento
del punto final de cada uno de los individuos. En la Figura 30 se muestra la evolucion de los
anticuerpos IgG anti-hFhLAPr, anti-FheCL3-LAP y anti-FhCL3r previo al momento del desafio. Se
observa una mayor respuesta de anticuerpos en el Grupo FhLAPr + Adyuvac 50 en el dia 28
respecto de los demas grupos. Asimismo, se observan diferencias significativas entre IgG; e
1gG2a en este grupo a partir de la semana 4 del ensayo (Figura 31a). Se observa ademds que no
hay diferencias entre las subclases IgG: e 1gG,, en el grupo administrado con FheCL3-LAP
(Figura 31b), siendo IgG; predominante en el grupo administrado con FhCL3r. Adicionalmente,
los sueros del grupo FheCL3-LAP no reconocen la FheCL3 sintética. A su vez, los sueros del
grupo que fue inmunizado con FhCL3r no reconoce de forma especifica la porcion FheCL3 de

FheCL3-LAP o la FheCL3 sintética en este modelo experimental (Figura 31c).
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Figura 30 Evolucién de la respuesta de anticuerpos del ensayo de inmunoproteccion
previo al desafio con F. hepatica. a) Respuesta humoral IgG de los sueros anti-hFhLAPr
(dilucién 1:8.000) del Grupo hFhLAPr + Adyuvac 50 y Control Adyuvac 50. Se observa
una repuesta a la inmunizacidon con la proteina a partir del dia 28. b) Respuesta
humoral IgG de los sueros anti-FheCL3-LAP (dilucién 1:1.000) del grupo FheCL3-LAP +
Adyuvac 50 y Control Adyuvc 50. Se observa un aumento de la respuesta de
anticuerpos al dia 42. c) Respuesta humoral de los sueros anti-FACL3r (dilucion
1:2.000) del Grupo mFhCL3r + Adyuvac 50 y Control Adyuvac 50. Se observa un
aumento discreto a partir del dia 28. Se marcan con linea punteada los dias 14 y 28
correspondientes a los refuerzos y con linea continua se marca el momento del

desafio.
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Tras la infeccién con aproximadamente 12 metacercarias (56% de viabilidad in vitro), se realizé
diariamente el seguimiento de la sobrevida de los animales hasta el dia 45 post-infeccién y se
determind como punto final de cada individuo la aparicién de distencién abdominal o
cualquier signo de dolor o estrés severo en los animales. La eutanasia de los mismos se realizd
mediante dislocacidén cervical, previo a la misma se extrajo sangre para la obtencién de suero
para ensayos de serologia. A su vez, se recuperaron los higados de cada uno de los animales. Si
bien no se pudo constatar diferencias significativas entre las curvas de sobrevida de los grupos
ensayados (Figura 32), se observo que los animales correspondientes al grupo Control Adyuvac
50 y del grupo FhCL3r + Adyuvac 50 comenzaron a morir a partir del dia 21 p.i, mientras que
los animales de los grupos FhLAPr + Adyuvac 50 y FheCL3-LAP + Adyuvac 50 comenzaron al dia
23. Asimismo, solo en el grupo FhCL3r + Adyuvac 50 se constatd la muerte del 100% de los

animales antes del dia 45.

100
8 80+
e
(]
2 604
g -e~ NhFhLAPr + Adyuvac 50
a 401 = FheCL3-LAP + Adyuvac 50
°
20- = -+~ FhCL3r + Adyuvac 50
—¥ Control Adyuvac 50
0 L L L L] L 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 5

Dias p.i

Figura 32: Evaluacion de la supervivencia de los animales de los grupos inmunizados vy
control luego del desafio oral con metacercarias de F. hepatica. El punto final del ensayo se
establecié en el dia 45 p.i. Se realizé la comparacién de las curvas de supervivencia con las
pruebas de Mantel-Cox, Logrank y Gehan-Breslow-Wilcoxon mediante las cuales se determiné
qgue no existen diferencias significativas entre las curvas.
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Por otro lado, los niveles de IgG total de todos los grupos dentro del periodo entre el dia 21y
45 post-infeccion mostré una amplia variacidn de respuesta, particularmente en los grupos

FhLAPr + Adyuvac 50 y FheCL3-LAP + Adyuvac 50 (Figura 33).
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Figura 33: Nivel de respuesta IgG detectados por ELISA a partir del desafio con metacercarias de F. hepatica. a) hFhLAPr
+ Adyuvac 50 (dilucidn 1:8.000), b) FheCL3-LAP + Adyuvac 50 (dilucién 1:1.000) y c) FhCL3r + Adyuvac 50 (dilucién 1:2.000).
Las muestras fueron tomadas entre los dias 21 y 45 p.i. Se observa una amplia variacién de la respuesta de I1gG en ese
periodo, particularmente entre los grupos FhLAPry FheCL3-LAP.

Dentro de las subclases, se observd que el perfil de respuesta 1gG1/1gG2. se mantuvo similar,
respecto a momento previo al desafio. Siendo una respuesta mixta de 1gG; e 1gG2. para el
Grupo FhLAPr + Adyuvac 50 con una tendencia de IgG; a predominar sobre IgG,.. Mientras que
para el grupo FheCL3-LAP + Adyuvac 50 se observa una respuesta mayormente balanceada
entre 1gG; e IgG, y para el grupo FhCL3r + Adyuvac 50 se observa una respuesta
predominantemente de IgG; (Figura 34). El suero anti-FheCL3-LAP no reconoce el péptido

FheCL3.
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Figura 34: Niveles de anticuerpos IgG: e 1gG,, detectados por ELISA en el ensayo de
inmunoproteccion a partir del desafio con F. hepatica. a) 1gG; e 1gG,. anti-hFhLAPr del grupo
hFhLAPr + Adyuvac 50 (dilucion 1:16.000). b) 1gG; e 1gG2a anti-FheCL3-LAP del grupo FheCL3-LAP +
Adyuvac 50 (dilucion 1:2.000). c) IgG; e IgG,, anti-FheCL3 de grupo FheCL3-LAP + Adyuvac 50
(dilucién 1:1000). d) 1gG: e IgGaa anti-FACL3r del grupo FACL3r + Adyuvac 50 (dilucién 1:1.000). Las
muestras fueron tomadas entre los dias 21 y 45 p.i.
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Tras la recuperacion de los higados de los animales con la sintomatologia de enfermedad
severa, se procedié a realizar el andlisis parasitoldgico y evaluacién del dafio de los I6bulos
hepaticos mediante el sistema de puntaje previamente descrito.

La mayor parte de las lesiones encontradas fueron de aspecto fibrético y hemorragico, con
cambios en la coloracién y consistencia del érgano. No se observaron diferencias significativas
en el puntaje de dafio entre los grupos vacunados, respecto al control Adyuvac 50 (Figura 35).
Los niveles de dafio fueron heterogéneos dentro de cada uno de los grupos habiendo
mayoritariamente higados clasificados como +++. Se constatd solamente un higado libre de
lesiones compatibles con la infeccion en el grupo FhCL3r + Adyuvac 50.

Adicionalmente, el peso total de los higados no sufrié un cambio significativo entre los grupos
vacunados respecto del control Adyuvac 50. La recuperacion de F. hepatica se dio
puntualmente en un animal del grupo FACL3r (2), un animal del grupo Control Adyuvac 50 (1) y

un animal del Grupo FhLAPr + Adyuvac (3).

En resumen, si bien en todos los grupos hubo una respuesta especifica de anticuerpos; no se
observaron diferencias significativas en el nivel de sobrevida de los grupos vacunados respecto
al control. Tampoco se observaron diferencias significativas en el nivel de dafio hepatico, por
lo que estas formulaciones no generaron una respuesta inmunoprotectora en este modelo de

infeccion.
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Anterior

Posterior

Anterior

Posterior

Anterior

Posterior

Anterior

Control Adyuvac50

Posterior

Peso (gr) 1,22+ 0,31
____-_--

Higado normal

Figura 35: Evaluacion del dafio hepatico macroscépico del ensayo de inmunoprotecciéon contra el
desafio con F. hepatica en ratones de la cepa Balb/c. Se inmunizaron cuatro grupos de 6 animales con
las proteinas FhLAPr, FheCL3-LAP y FhCL3r formuladas con Adyuvac 50 y el control Adyuvac 50. Se
muestran el puntaje de dafio asignado y el peso final del higado para cada grupo (Media + D.E).
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La capacidad inmunoprotectora de FhLAPr en ovinos, alcanzé niveles de proteccién en el rango
de aplicacidon comercial para este tipo de vacunas (Maggioli et al., 2011) , sin embargo no se
han logrado reproducir estos niveles en el modelo bovino, la especie mas relevante desde el
punto de vista comercial. Buscando alternativas para extender los resultados ovinos a otras
especies, se postulé la posibilidad de analizar la contribucién de la estructura cuaternaria en la
generacion de la respuesta humoral. Asimismo, nos planteamos explorar estrategias
alternativas en la via de vacunacidn ensayando la inmunizacién a nivel de mucosas. Por otro
lado, propusimos evaluar el uso de la FhLAPr hexamérica como transportadora de péptidos

inmunogénicos provenientes de otros antigenos parasitarios.

5.1 Evaluacion del estado de oligomerizacidon de FhLAPr y generacion de las formas hFhLAPr
y mFhLAPr
Anteriormente, se expreso y purificd la FhLAP en forma recombinante como proteina de fusién
ala Trx de E. coli (Acosta et al., 2008). En el presente trabajo, se expresé la FALAP en su forma
recombinante a partir de la regién codificante clonada en el vector pET28a (+) entre los sitios
Bam H | y Sal | sin asociacién a proteinas de fusion. La proteina recombinante fue purificada
por cromatografia de afinidad al Ni**, mediante elucién con 200 mM de Imidazol. Se obtuvo un
rendimiento adecuado de la proteina en su forma activa, ya que presenta actividad enzimatica
especifica Leu-AMC. Diversas LAPs tanto de helmintos como protozoarios, asi como de otras
especies han sido expresadas en forma recombinante tanto para fines diagndstico como para
su utilizacién como blanco terapéutico. Este es el caso de las LAP de Schistosoma japonicum
(Faustina et al., 2011), Paragonimus westermani (Song et al.,, 2008), F. gigantica
(Changklungmoa et al., 2012), Clonorchis sinenses (Qu et al., 2014), Trypanosoma cruzi
(Cadavid-Restrepo et al., 2011), Plasmodium vivax (Lee et al., 2010), Toxoplasma gondii (Jia et

al., 2010), entre otros.
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Si bien la estructura cristalografica de la FALAPr aun no ha sido resuelta, del analisis de la
secuencia surge que presenta las caracteristicas tipicas de la familia M17, como son el dominio
Pfam de metaloproteasas del clan MF y alto grado de conservacion del extremo C-terminal. Se
ha demostrado que las LAPs funcionales de este grupo se ensamblan en homo-hexdameros y
cada sub-unidad presenta sitios no equivalentes de unidon a metales divalentes (Matsui et al.,
2006). A través de ensayos de entrecruzamiento con DMS se ha realizado la descripcion
primaria de la estructura cuaternaria de la LAP del cristalino bovino (Carpentier et al., 1972) y
la LAP de higado humano (Kohno et al., 1986). Basandonos en ésta técnica, se llevaron a cabo
ensayos de entrecruzamiento de la FhLAPr con DMS, separando los productos en geles SDS-
PAGE al 10%. La técnica descrita originalmente por Davies & Starks, 1970 utiliza geles SDS-
PAGE 4% en tubos, pero dadas las dificultades enfrentadas en el manejo de geles de tan baja
concentracién optamos por trabajar con una concentracién mayor de acrilamida. Se observé la
formaciéon de una banda por encima de los 245 KDa, que podria corresponder a la forma
hexdamero (hFhLAPr ~ 356 KDa). A su vez se pudo detectar actividad Leu-AMC especifica en
condiciones basales y con concentraciones crecientes de MgCl, y MnCl,. Al afiadir metales
divalentes resultdé particularmente interesante el efecto del ZnCl,, que promueve el
desensamblaje del multimetro y la consecuente desaparicion de la actividad Leu-AMC
especifica. Anteriormente, el Zn?** habia sido identificado como un pobre activador de la
actividad enzimatica a concentraciones menores a 100 puM, y un fuerte inhibidor a
concentraciones mayores a 1 mM tanto en la forma recombinante acoplada a Trx (Acosta et

al., 2008) como en la nativa de FhLAP (Acosta et al., 1998).

La incubaciéon con cantidades crecientes de ZnCl, permitid la visualizacion de las estructuras
intermedias de FhLAPr en las muestras sometidas al entrecruzamiento con DMS. En conjunto,

los resultados determinarian que el efecto inhibidor del ZnCl, podria deberse al desensamblaje
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de la estructura hexameérica vy, por lo tanto, resultaria en la capacidad reducida de la FALAPr

para clivar el sustrato Leu-AMC.

La monomerizacidn de FhLAPr fue realizada mediante la desnaturalizacion térmica de la
proteina a 100 °C durante distintos tiempos, seguida de entrecruzamiento con DMS y
visualizacidn de las bandas a través de un gel SDS-PAGE 4-12%. Incubaciones mayores a 10
minutos producen agregados de proteinas que dificultan la separacién, lo que resulta en la
disminucién de la cantidad de proteina visualizada en el gel (Figura 11a). En cualquier caso, el
tratamiento térmico resulta en la desaparicion de la actividad enzimatica, indicando el

desensamblaje de la forma hexamérica y la consecuente pérdida de la capacidad hidrolitica.

5.2  Evaluacién de lainmunogenicidad de mFhLAPr y hFhLAPr en ratones

A modo de determinar la contribucién de la estructura cuaternaria de la FhLAPr en la
generacion de la respuesta humoral de la forma mondmero y hexamero de FhLAPr, se
procedid a realizar un ensayo en ratones de la cepa BALB/c administrando con ambas formas a
través de la via sub-cutdnea en el esquema de primo-inmunizacién seguida de dos refuerzos en
las semanas 4 y 8. La evaluacion por ELISA de los sueros de la semana 6 muestran sefiales
significativamente mds intensas contra la forma hexamérica, posiblemente porque permite
detectar tanto los epitopes lineales como los conformacionales y discontinuos de la hFhALPr.
A partir de esto, se tomd como referencia la hFhLAPr para las determinaciones de los niveles

de anticuerpos de las muestras individuales a través de ésta técnica.

La inmunizacion con hFhLAPr y mFhLAPr en combinacion con Adyuvac 50 estimula la
produccién de anticuerpos especificos a lo largo de las 10 semanas del ensayo, observandose
que el grupo hFhLAPr genera anticuerpos de forma gradual y creciente, mientras que el grupo
mFhLAPr responde de manera mas eficiente luego del refuerzo en la semana 8. Los grupos
inmunizados con el antigeno sin el adyuvante, como es de esperar, presentan una pobre

respuesta humoral a lo largo de todo el experimento. La inmunizacién con la forma mFhLAPr
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en solucién salina fue incapaz de inducir la produccién significativa de anticuerpos IgG,
mientras que la forma hexamérica indujo un pico de respuesta moderada Unicamente en la
semana 6 luego del primer refuerzo. Esto indicaria capacidad inmunoestimulante propia de la
molécula funcional, aunque se requieren de estudios adicionales para determinarlo de manera

definitiva.

Cuando se analiza la respuesta de las subclases 1gG: e 1gG,,, se observa una fuerte respuesta
de la primera a lo largo de todo el ensayo en los grupos inmunizados con el antigeno en su
conformacion hexamérica tanto en combinacién con el adyuvante como con PBS, y en el grupo
mFhLAPr en combinaciéon con Adyuvac 50. Tanto hFhLAPr y mFhLAPr en combinacién con
Adyuvac 50 inducen una fuerte respuesta de IgG; a partir de la primera exposicidon al antigeno.
Asimismo, la hFhLAPr en solucién salina induce la produccién de 1gG; de forma mas tardia (a
partir de la semana 6) pero mantenida en niveles moderados a diferencia de lo observado con

la respuesta IgG.

Es sabido que el cambio de clase a IgG,, 0 1gG; depende de la produccién de INFy (citoquina
tipica de las respuestas Ths), o de IL-4 (citoquina tipica de las respuestas Th,), respectivamente.
A su vez, el INFy tiene la capacidad de inhibir la produccidon de anticuerpos 1gG1, 1gGa, 18Gs e
IgE. Por otra parte, la IL-4 tiene la capacidad de inhibicién de la produccion de IgM, 1gG2,, 18Gab
e lgGs (By et al., 1987; Finkelman et al., 1990). Estos resultados apuntan a que la vacunacion
con la forma hexamérica estimularia de manera mas eficiente el sistema inmune induciendo la

produccién especifica predominante de tipo IgG: mediada por las citoquinas del tipo 2.

A los efectos de profundizar en la contribucién de la estructura cuaternaria en la induccién de
la respuesta humoral seria necesaria la generaciéon de un mondémero de FhLAPr incapaz de
ensamblarse a la forma multimero, pero que a su vez conserve la estructura terciaria de la
proteina. Es posible postular que la generacién de una proteina con mutaciones dirigidas a los

amino acidos que coordinan con el metal podria cumplir con este objetivo.
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La formulaciéon de FhLAPr en combinacién con Adyuvac 50 fue previamente evaluada en el
esquema de una primo-inmunizacién y un refuerzo en un modelo de infeccién experimental en
ovinos. En este modelo, se observa un perfil mixto de respuesta dado por IgG; > IgG; previo al
momento del desafio oral con la forma infectante, existiendo una correlacién negativa
significativa entre los niveles de anticuerpos IgG, 1gG: e IgG2 y la carga parasitaria en el higado
al momento de la necropsia (Maggioli et al.,, 2011). El desarrollo de una respuesta mixta
1gG1/1gG, no polarizada contra FhLAP, podria ser responsable por los niveles elevados de
proteccion en este hospedador, relativizando el concepto de que la induccién de las respuestas
del tipo 1 dirigidas hacia antigenos clave del parasito serian necesarias para la generacién de

proteccion contra parasitos helmintos (revisado en McNeilly & Nisbet, 2014).

A continuacion, se evalud la inmunogenicidad de la hFhLAPr y la mFhLAPr a nivel de mucosas
mediante la administracidn intra-nasal de ambas formas en solucidn salina o en combinacion
con TC. La TC posee una estructura ABs, con un polipéptido A (TCA) que presenta el sitio
catalitico y 5 polipéptidos B idénticos (TCB) asociados de forma no covalente (Zhang et al.,
1995). Administrada de forma oral, intranasal o sublingual la TC (o TCB) ha resultado ser el
mejor inmuno-estimulante de mucosas conocido hasta el momento, y ha sido utilizado no solo
como adyuvante, sino que ademas como transportador de antigenos vacunales, mejorando la
respuesta inmune contra estos en varios modelos experimentales (Bublin et al., 2007; Guan et
al., 2014; Pinkhasov et al., 2010). La administracién de antigenos en una mucosa, induce
inmunidad hacia el mismo antigeno en mucosas distantes por la migracién de los plasmocitos a
los sitios efectores de la inmunidad de este compartimento. En este contexto, en el primer
ensayo realizado la inmunizacion con la forma hFhLAPr sola o en combinacién con TC a través
de la mucosa nasal indujo una respuesta mayor IgG a lo largo del ensayo respecto a la forma
mFhLAPr. Sin embargo, no pudo detectarse la presencia de IgA sérica especifica anti-hFhLAPr o

anti-mFhLAPr en ninguno de los puntos de los dos ensayos realizados. La cantidad de IgA
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secretada en la mucosa respiratoria en respuesta a la inmunizacidn ya es de por si menor que
la inducida a través de la mucosa intestinal, por lo que la ausencia de su deteccién en suero
podria ser un indicativo de la baja estimulacién de la produccion de éstos anticuerpos por
parte de la FhLAP. En un reciente estudio llevado a cabo en un modelo de infeccién en ratas se
ha demostrado la induccién de niveles del 65% de proteccién a través de la inmunizacién via
oral de una cistein proteinasa de F. hepatica (CPFhW) transportada por la proteina de nicleo
del virus de la Hepatitis B (Kesik-Brodacka et al., 2017), lo que subraya la importancia de

profundizar en esta linea de trabajo.

Durante el desarrollo del primer ensayo, se observd ademas el deterioro en la salud de los
animales inmunizados con la TC determinado principalmente por conducta hiperactiva, pelaje
descuidado y retaso en el crecimiento respecto del control PBS. Teniendo en cuenta este
efecto adverso del adyuvante, se decidid realizar un segundo ensayo utilizando la forma
hFhLAPr sola o en combinacién con el adyuvante, disminuyendo la concentracion de TC y del
antigeno administrado en un esquema de primo-inmunizacién y refuerzos espaciados en las
semanas 4 y 10, respectivamente. En este experimento se observd una respuesta mayor de
anticuerpos IgG en el grupo hFhLAPr + CT, respecto de los demas grupos, y al igual que en el

ensayo anterior, no se detectd respuesta de IgA especifica en ningln punto del ensayo.

En conjunto, los estudios de inmunogenicidad de las formas hFhLAPr y mFhLAPr indican que la
hFhLAPr induce una mayor respuesta humoral, ya sea sola o en combinaciéon con Adyuvac 50.
A su vez, se ha determinado que el tipo de anticuerpos generados a través de la inmunizacién
subcutanea son predominantemente del tipo IgG; en ratones de la cepa BALB/c. En los ratones
C57BL/6 inmunizados por via nasal no pudo detectarse la presencia de IgA a nivel de suero, sin
embargo, se pudo determinar la presencia de IgG anti-hFhLAPr a lo largo de ambos ensayos,
indicando que el antigeno estimula el sistema inmune cuando es administrado a través de la

mucosa. Teniendo en cuenta éstos resultados, se prevé realizar un experimento de
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inmunizacion con hFhLAPr por via oral y posterior desafio a modo de evaluar la capacidad de
induccion de respuesta de tipo IgA secretoria a nivel intestinal para avanzar en la dilucidaciéon
del papel de los anticuerpos anti-FhLAP generados a nivel de la mucosa en la infeccidén por F.

hepatica.

5.3  Predicciéon de las regiones potencialmente inmunogénicas de la mFhCL3 y utilizacion de
la FALAP como transportador
Diversos estudios de transcriptémica y proteémica han mostrado la participacion orquestada
de las FhCL3 y FhCBs en el estadio JRD, disminuyendo su expresién a medida que el parasito
alcanza el parénquima hepatico. La mFhCL3 presenta actividad colagenasa y dada su expresién
diferencial en el estadio JRD, se cree que presenta relevancia en la penetracién del intestino y
la capsula hepatica por parte del parasito (Corvo et al.,, 2013; Robinson et al., 2011). Por lo
tanto, el bloqueo por medio de anticuerpos especificos de las funciones de la mFhCL3 en la
infeccidon temprana podria constituir un blanco interesante para el disefio de una vacuna. En
este sentido, nos propusimos identificar mediante métodos de analisis inmunoinformaticos las
regiones de la mFhCL3 que presentan posibles epitopes con la finalidad de generar anticuerpos
dirigidos hacia esa regidn a partir de la fusién de éste segmento con la FhLAP. La mayoria de
los estudios que utilizan enfoques inmunoinformaticos se basan en un Unico método para la
prediccidén de los epitopes. En este estudio, se utilizaron distintos servidores de acceso libre
que utilizan abordajes de prediccidn distintos, identificando regiones asociadas a epitopes B o

T.

La heterogeneidad de estos métodos no permitié la identificacion definitiva de una unica
region, sino mas bien, muestran que casi toda la extensidn de la proteina puede ser
considerada con potencial inmunogénico por al menos un predictor. Para darle mayor

confiabilidad a nuestro estudio, decidimos focalizarnos en regiones consenso identificadas por
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al menos la mitad de los predictores. De esta forma seleccionamos una regidn (NH,-
SGLETASDYPYQGWEYQCQYRKELGV-COOH, como blanco para ser fusionada al extremo N-
terminal de la FhLAP para su posterior expresion en el sistema pET28a (+). En paralelo se
generd un modelo tridimensional de la proteina quimérica FheCL3-LAP, que confirmé que la
porcidon FheCL3 quedaria expuesta en la superficie de la proteina hexamérica tras el clivaje del
sitio preferencial de trombina generada con la expresidn de la secuencia FheCL3-LAP-pET28a

(+) en E. coli (Figura 25).

5.4  Expresiony purificacién de la proteina FheCL3-LAP

A partir de los datos obtenidos a través del analisis informatico de las regiones inmunogénicas
de mFhCL3 y de la conformacién tridimensional de la proteina resultante de fusion FheCL3-
LAP, se realizd el clonado de la secuencia nucleotidica de la proteina quimérica de fusion en el
vector pET28a (+). La proteina recombinante FheCL3-LAP se produjo a partir de la induccién
con distintas condiciones de IPTG (0.05-0.4 mM) y temperatura (22 °C, 25 °Cy 28 °C), pero esta
se expresa en los cuerpos de inclusion de E. coli, requiriendo la extraccién de la misma
mediante tratamiento con altas concentraciones de urea y replegamiento en presencia de L-
Arginina. Al igual que FhLAPr, la FheCL3-LAP es eluida de la columna de afinidad al Ni*> como
una banda mayoritaria en el escalén 100 mM imidazol (Figura 27a) con un rendimiento de
produccién suficiente para llevar a cabo los experimentos y con actividad Leu-AMC especifica
antes y después del clivaje con trombina. La identidad de la banda fue confirmada tanto por
Western Blot con un suero anti-FhLAP-Trx de oveja y mediante Espectrometria de Masas
(MS/MS). Se verifico la formacion del hexdmero de FheCL3-LAP a través del entrecruzamiento
con DMS, al igual que para FhLAPr. Los resultados muestran que la proteina se encontraria
mayormente en la forma multimérica y el MgCl, no parece afectar la estabilidad de la

estructura, ni su actividad enzimatica especifica hasta concentraciones de 1 mM.
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Adicionalmente se generd un suero hiper-inmune anti-FheCL3-LAP en conejo, el cual reconoce
de manera especifica a FheCL3-LAP y FhLAPr por Western Blot y es Util para detectar FheCL3-

LAP, FhLAPry FheCL3 en distintos rangos de dilucidn a través de la técnica ELISA (Figura 31b).

5.5 Evaluacion del potencial inmunoprotector de FheCL3-LAP en comparacion con FhLAPr y
FhCL3r en ratones BALB/c
Se ha acumulado evidencia sobre la correlacién existente entre el grado de orden molecular
(multimerizacién) de un antigeno y la eficiencia en la induccién de la respuesta humoral
(Bachmann et al., 1993). El orden espacial y la repetitividad actuarian estimulando Ia
inmunogenicidad al promover una interaccion mas efectiva del antigeno con las
inmunoglobulinas especificas sobre la superficie de los linfocitos B produciendo fuertes
estimulos de seinalizacion. Asimismo, la mayor estabilidad de un homopolimero incrementa la
probabilidad de estimular las células B (Berguer et al., 2006; Denis et al., 2007). De éste modo,
los antigenos oligoméricos como la BLS, la subunidad B de la TC serian capaces de generar una
respuesta de memoria de manera mas efectiva, posiblemente por la capacidad de desplegar
epitopes repetidos sobre su superficie. A partir de éstos antecedentes y teniendo en cuenta la
inmunogenicidad de la forma hFhLAPr, se expresé y purifico la FhLAP-eCL3, esperando que la
inmunizacion con esta forma diera lugar a una respuesta especifica de anticuerpos que
reconocieran tanto la porcién FhALAP como el epitope de FheCL3. El ensayo de
inmunproteccién comparativo entre FheCL3-LAP, hFhLAPr y FhCL3r en combinacién con
Adyuvac 50 se realizdé en un modelo de infeccidn experimental en ratones de la cepa BALB/c. El
esquema de inmunizacidn consistié en una primo-inmunizacion seguida de dos refuerzos en
los dias 14 y 28 con el desafio oral con aproximadamente 12 metacercarias en el dia 42 con el
seguimiento de la sobrevida de los animales hasta el dia 45 p.i. Al momento de la infeccidn,

todos los grupos presentaron niveles elevados de anticuerpos especificos, la que fue
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particularmente importante en el grupo hFhLAPr + Adyuvac 50 reflejado en la dilucién de las
muestras requerida para la determinacidn de los niveles de los mismos (Figura 30). Asimismo,
se observd una respuesta mayoritariamente de 1gG; en este grupo a lo largo de las semanas
evaluadas. Paralelamente, 1gG; fue predominante en el grupo mFhCL3r + Adyuvac 50, mientras
que en el grupo FheCL3-LAP se observd una respuesta balanceada de 1gG:/1gG,. previo al
desafio. El mismo perfil de subclases se observd en el periodo post-infecciéon en todos los
grupos. No se detectd inmunoreactividad anti-FheCL3 en el grupo inmunizado con FheCL3-LAP
ni en el grupo FhCL3r a lo largo de las semanas. Tampoco se detecté inmunoreactividad anti-
FheCL3-LAP del grupo inmunizado con FhCL3r, lo que indicaria que la proteina quimérica
FheCL3-LAP no indujo la produccidn de anticuerpos capaces de reconocer la porcién FheCL3. A
su vez, los anticuerpos del grupo FhCL3r + Adyuvac 50 no reconocen el péptido sintético o la

porcién FheCL3 en el contexto de la proteina recombinante.

Es posible realizar una prediccién in silico de la afinidad de unién de FheCL3r con las moléculas
de MHC clase Il murinas mediante la herramienta MHC Il binding prediction del IEDB (Wang et
al., 2008, 2010). La regién SGLETASDYPYQGWE tiene una afinidad de unién de 22125 nM (baja
afinidad) con el MHC Il haplotipo H2-1Ab (BALB/c) y la porcion YQCQYRKELGVAKV de 3703 nM
(afinidad moderada). A su vez, al evaluar el MHC Il haplotipo H2-IAd (C57BL/6) se encuentra
que la afinidad de union a éste MHC clase Il es de 50000 nM (baja afinidad), mientras que para
la porcion YQCQYRKELGVAKYV es de 4722 nM (afinidad moderada) indicando variaciones en la
afinidad de unién de los péptidos al MHC clase Il incluso dentro de la misma especie. Esto
podria indicar que al no tener un péptido de alta afinidad de union al MHC clase Il, se afectaria
la presentacion antigénica y por lo tanto la produccidn de anticuerpos. Aun no hay disponible
la herramienta de prediccion de unidon al MHC clase |l para las especies productivas. Sin
embargo, se encuentra disponible un predictor de unién para distintos haplotipos de MHC

clase | en bovinos.
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La exposicién de los animales a la infeccion experimental resulté en un compromiso
importante de sobrevida en todos los grupos de tratamiento en la etapa crénica de la
infeccion. No se observaron diferencias significativas entre los grupos, aunque el 100% de los

animales del grupo FhCL3r + Adyuvac 50 debieron ser sacrificados antes de los 45 dias p.i.

La evaluacidn a partir del dafio macroscdpico tampoco arrojé diferencias significativas entre
los grupos, pudiéndose observar en promedio un dafio moderado a severo entre los animales
de cada uno de los grupos del ensayo. La heterogeneidad en los niveles de las lesiones pudo
deberse a la baja viabilidad in vitro del material infeccioso, uno de los aspectos limitantes al
momento del estudio de la infeccidén con F. hepatica en el modelo de ratén, debido a la escasa
cantidad de metacercarias administradas por dosis y al hecho de que el ratén no es un
hospedero natural de F. hepatica, y donde la relacidon entre tamafo del parasito invasor y el

higado se incrementa significativamente.

Tal como fuera demostrado a partir de los resultados obtenidos por nuestro grupo en los
ensayos de vacunacién con FhTGR, los hallazgos presentados en esta tesis sobre la capacidad
protectora de la proteina quimérica FheCL3-LAP no pueden ser extrapolados a las especies

productivas, y deben ser interpretados en forma cuidadosa como un aporte al tema.
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Este trabajo se planté como objetivo determinar la contribucion en la inmunogenicidad de las
formas hexdmero y mondmero de la FhLAPr con la finalidad de evaluar su potencial como
transportador de pequefios péptidos inmunogénicos. Si bien se observaron diferencias en
cuanto a la inmunogenicidad entre ambas formas a nivel tanto sistémico como de mucosas, no
se pudo confirmar el potencial de hFhLAPr como transportador de péptidos en el modelo de
ratdn utilizando una secuencia inmunogénica de FheCL3. A modo de establecer esta funcién de
manera mas precisa, es necesario por un lado validar de forma experimental los epitopes By T
y evaluar la inmunogencidad y potencial inmunoprofilactico del antigeno quimérico en un

modelo de infeccidn en el hospedero natural de F. hepatica.

Busqueda de epitopes By T

Si bien los métodos inmunoinformaticos de predicciéon de epitopes B y T son herramientas
utiles y de bajo costo para la determinacion primaria las regiones inmunogénicas de una
proteina, los mismos son extremadamente variables, y deben ser usados en conjunto para
logran predicciones con cierto grado de confianza. Asimismo, deben ser validados mediante
aproximaciones experimentales como la Espectrometria de Masas (Kwabena et al., 2016) o por
medio del escaneo con anticuerpos especificos generados por medio de una libreria de fagos
conteniendo distintas combinaciones de péptidos de la FhCL3r (revisado en Rojas et al., 2014).
A su vez, se requieren de ensayos in vitro a modo de demostrar la capacidad de los anticuerpos
generados en el bloqueo de la funcidn colagenasa de la mFhCL3r, la cual pareceria tener un rol

de relevancia en la invasidn del hospedero.

El modelo murino de infeccidn contra F. hepatica

Como se indicé anteriormente, existen herramientas de prediccion de las respuestas T en
ratones, por lo que resultan de gran utilidad al momento de la eleccion del modelo a utilizarse

para la evaluacidon de la inmunogenicidad de los antigenos. Si bien en la actualidad, las
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especies que pueden ser evaluadas in silico son limitadas, el desarrollo de esta disciplina

permitird en poco tiempo elecciones mas acertadas de modelos experimentales.

En el caso particular del modelo murino de infeccidn con F. hepatica, la evaluacidn de la
sobrevida y del dafio tanto macroscdpico como microscépico de las lesiones hepdticas
generadas resulta una tarea laboriosa y que no permite discernir de manera precisa los
distintos grados de lesiones generadas por la infeccidn tanto en animales vacunados como no
vacunados. En un reciente estudio de Rojas-Caraballo et al. (2017) se compara el perfil
transcriptomico inducido en el higado en respuesta a la infeccidon con F. hepatica en distintos
tiempos, en comparacion con distintos grupos de animales inmunizados con una combinacién
de epitopes B y T, previamente caracterizados. Estos datos son correlacionados con los niveles
de sobrevida y el dafio hepatico macroscépico observado. Este abordaje resulta un punto de
partida interesante para el analisis de las formulaciones vacunales en el modelo de infeccidn

de ratén y podria aportar informacion adicional del impacto de las mismas.

Evaluacion de la respuesta celular frente a la vacunacién

Si bien es sabido que la FALAPr induce una respuesta mixta de 1gG:/1gG, en ovinos, poco se
sabe si este perfil es inducido exclusivamente por la exopeptidasa recombinante, ya que la
misma es producida en un vector procariota E. coli BL21 (DE3), el cual contribuye con una serie
de contaminantes en particular el LPS. En este sentido, seria interesante la evaluacion de la
respuesta de citoquinas inducidas y las poblaciones celulares reclutadas en respuesta a la
vacunacion con FhLAPr libre de LPS sobre macrdfagos o células dendriticas. Debido a que la
eliminacion del LPS por métodos cromatograficos o mediante el uso de Tritén X-114 no resulta

en la completa eliminacién del LPS, se propone la expresion de FhLAPr en una cepa de E. coli
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donde si bien el LPS se encuentra presente, el mismo presenta una modificacion que permite

eliminar la sefial activadora de TLR4 (Mamat et al., 2015).
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Datos Suplementarios

Datos suplementarios 1
Inmunoreactividad de los sueros de los grupos del ensayo de “Evaluacion de la respuesta

humoral inducida por FALAPr en su conformacion monémero y hexamero en ratones

BALB/c” y determinacién de la dilucion de trabajo".

Se determiné mediante la técnica de ELISA el nivel de inmunoreactividad de los pools de
sueros generados a partir de todos los grupos en la semana 6. En la Figura A, se observa la
dilucion de los pools de suero (1:2000 a 1:128000) de la semana 6 de todos los grupos del
ensayo. En la dilucién correspondiente a 1:10.000 de los sueros generados contra la forma
mFhLAPr son reconocidos de manera similar tanto cuando el antigeno sensibilizante es
mFhLAPr como hFhLAPr. Sin embargo, se observa menor reactividad de los sueros de los
grupos hFhLAPr cuando son evaluados contra la forma mFhLAPr como antigeno sensibilizante,
respecto de la forma hFhLAPr. Probablemente, los sueros generados con la forma hexamérica
presentan una variedad de anticuerpos generados tanto contra los epitopes lineales de la
proteina, como contra los conformacionales. En cambio, la inmunizacién con la forma mFhLAPr

generaria principalmente anticuerpos contra epitopes lineales de la FhLAPr. Es por esto que al

inmunogenicidad humoral de mFhLAPr vs hFhLAPr” inmunogenicidad humoral de mFhLAPr vs hFhLAPr”

1.04
0.8 -
=8~ HFAhLAPr + Adyuvac 50
-
- hFALAPr+ PBS .
—— mFhLAPr + Adyuvac 50 0.6
-
=¥~ mFhLAPr + PBS
Control Adyuvac 50 0.44 -
-@ Control PBS
0.2
m ' - e
140000 0000 40000 6
1/dilucién 1/dilucién
-0.2-

Figura A: Inmunoreactividad de la dilucién de los pools de sueros de semana 6 del ensayo
contra a) mFhLAPr y b) hFhLAPr. Se marca en gris la dilucién de trabajo utilizada (1:10.000)
para la evaluacidn de las muestras individuales.
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Datos suplementarios

momento de evaluar la serologia se utiliza la hFhLAPr como referencia.

Se tomd la dilucién 1:10.000 para la determinacion de los niveles de anticuerpos de las
muestras individuales, ya que se encuentra dentro del rango lineal de la dilucién de los sueros
y donde no se detecta inmunoreactividad de los controles. En esta dilucién se verificé la

reactividad de los pools de sueros frente a la forma monémero y hexdmero (Figura B).
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Figura B: Inmunoreactividad de los pools de sueros de semana 6 (1:10.000) del ensayo
contra a) El pool de sueros anti-hexamero es reconocido significativamente con mayor
intensidad respecto a la forma mondmero con la técnica ELISA y b) El pool de sueros anti-
mondmero es reconocido tanto por la forma mondmero como hexamero con la técnica
ELISA.
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Para la determinacion de la dilucion de trabajo para los niveles de 1gG; e 1gG2a, se tomaron los
pools de la semana 6 y se realizé la dilucion seriada de los mismos (1:100 hasta 1:25.600) y se
realizd la curva D.Oagznm = D.E en funcidn de la dilucién del suero. Para la determinacion de los
niveles de anticuerpos anti-FhLAPr de las muestras individuales de todas las semanas se utilizd

la dilucién 1: 4000, la cual se encuentra dentro del rango lineal (Figura C).

Determinacion de los niveles de anti-lgG, y anti-lgG, , de
un pool de sueros del ensayo hFhLAPr vs. mFhLAPr
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Figura C: Determinacion de la dilucién de trabajo para la evaluacion los niveles de
anticuerpos 1gG; e 1gG,, del ensayo “Evaluacién de la inmunogenicidad sistémica inducida
por FhLAPr en su conformacién mondmero y hexamero en ratones Balb/c” Se marca en gris
la dilucién de trabajo utilizada (1:4.000) para la evaluacion de las muestras individuales.
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D.Q 492 nm

Datos suplementarios

Datos suplementarios 2

Determinacion de la dilucion de trabajo de IgG total para las muestras del 1¢" Ensayo de

Inmunogenicidad a nivel de mucosas de las formas mFhLAPr y hFhLAPr en ratones de la cepa

C57CL/6.

Se realizaron diluciones seriadas (1:500 a 1:16000) de un pool de sueros correspondientes a la

semana 6 del ensayo y se procedid a determinar la D.O 192nm a través de la técnica de ELISA

descrita en Materiales y Métodos tanto contra hFhLAPr como mFhLAPr. Se tomd como

referencia la forma hFhLAPr para la evaluacidn de las muestras individuales y se selecciond la

dilucién de trabajo 1:800 (Figura D).
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Figura D: Determinacién de la dilucién de trabajo de IgG total para el ler ensayo de
inmunogenicidad de mFALAPr y hFhLAPr a nivel de mucosas en ratones de la cepa C57BL/6.
Se determind la inmunoreactividad del pool de sueros frente a la forma mondmero y

hexamero de FhLAPr.
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Determinacién de la dilucién de trabajo de IgG total para las muestras del 2%° Ensayo de

Inmunogenicidad a nivel de mucosas de hFhLAPr en ratones de la cepa C57BL/6.

Se realizé la dilucién seriada (1:500 a 1:4.000) (Figura E) del pool de sueros correspondiente a
la semana 10 del ensayo y se selecciond la dilucidon correspondiente a 1:4.000 para evaluar las
muestras individualmente contra la forma de referencia hFhLAPr segun los métodos descritos

en Materiales y Métodos.

Inmunoreactividad anti-hFhLAPr de un pool de sueros de la semana 10
del 2do ensayo de Inmunogenicidad a través de las mucosas con hFhLAPr
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Figura E: Determinacion de la dilucidn de trabajo para la deteccién de IgG total a través de
la técnica de ELISA de las muestras de sueros del 2% ensayo de Evaluacién de la
Inmunogenicidad de las formas mFhLAPr y hFhLAPr a nivel de mucosas en ratones hembra
de la cepa C57BL/6. Se marca en gris la diluciéon de trabajo utilizada (1:4.000) para la
evaluacion de las muestras individuales.
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Datos suplementarios 3

Se realizd la busqueda de epitopes de mFhCL1 y mFhCL2 utilizando el mismo abordaje de
prediccién inmunoinformatica utilizada para mFhCL3. La zona consenso generada se ubica en
la misma zona que la identificada para mFhCL3, lo que podria indicar una zona de conservacion

de reconocimiento (Figura F).
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Figura F: Comparacion de las RPIs de mFhCL1, mFhCL2 y mFhCL3. Tanto mFhCL1,
como mFhCL2 presentan una zona consenso en la misma regién que mFhCL3.
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Proteina FheCL3-LAP producida por E. coli en el plasmido pET28a (+)
Potenciales sitios de clivaje de la Trombina:
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http://web.expasy.org/cgi-bin/peptide_cutter/peptidecutter.pl?enzyme=Throm;protein=FCLTLRRRYTMGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSGLETASDYPYQGWEYQCQYRKELGVMAALAVGVSDLSDKRFDVVIFINDDADEGCAKDAAVYEALKSFSKINPNLGSELSIVPFPAHPSGRLIYSPTGALNTDTADIRNVYDAACAGVKRALSMGCHAPLLYLGSLRSASFGFEWMQRKHLLLNALLGAYHALYLPLEVREMRPTTGLKAQHLGVKEDTKGSDELVLRLAMALEEGRWLARDIGGSDPERMAAPRIVDYLKTSLGGMKGITMSVEKVDIQKYPLMAAVNRAASVVARHDGRVVHLKYEPPNPTEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIKANGVMAGMHRDKCGAAAIAGLFKTLGELQPPGLSVSAALAFVRNSVGADSYVADEILVARSGQRIRVGNTDAEGRMVMTDLLCEAKEKAINATNPFLFTIATLTGHVVRAYKHYTAVMDNGPPRIHRVSQSLQEAGDRISDMAEISTVRKEDYEFNRGKTEYEDTLQCNNLPSSATPRGHQIPAAFMALASGLDKHGLGSAKPIPYTHVDVAGSATEIHVLPTAAPLLMFASRYVLPRLGFK;cleave_number=all;cleave_exactly=;cleave_range_min=0;cleave_range_max=580;block_size=60;alphtable=alphtable;seq_table=;cleavage_map=cleavage_map
http://web.expasy.org/cgi-bin/peptide_cutter/peptidecutter.pl?enzyme=Throm;protein=FCLTLRRRYTMGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSGLETASDYPYQGWEYQCQYRKELGVMAALAVGVSDLSDKRFDVVIFINDDADEGCAKDAAVYEALKSFSKINPNLGSELSIVPFPAHPSGRLIYSPTGALNTDTADIRNVYDAACAGVKRALSMGCHAPLLYLGSLRSASFGFEWMQRKHLLLNALLGAYHALYLPLEVREMRPTTGLKAQHLGVKEDTKGSDELVLRLAMALEEGRWLARDIGGSDPERMAAPRIVDYLKTSLGGMKGITMSVEKVDIQKYPLMAAVNRAASVVARHDGRVVHLKYEPPNPTEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIKANGVMAGMHRDKCGAAAIAGLFKTLGELQPPGLSVSAALAFVRNSVGADSYVADEILVARSGQRIRVGNTDAEGRMVMTDLLCEAKEKAINATNPFLFTIATLTGHVVRAYKHYTAVMDNGPPRIHRVSQSLQEAGDRISDMAEISTVRKEDYEFNRGKTEYEDTLQCNNLPSSATPRGHQIPAAFMALASGLDKHGLGSAKPIPYTHVDVAGSATEIHVLPTAAPLLMFASRYVLPRLGFK;cleave_number=all;cleave_exactly=;cleave_range_min=0;cleave_range_max=580;block_size=60;alphtable=alphtable;seq_table=;cleavage_map=cleavage_map
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4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>MC[EP=1034.5,3384]
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Mass (miz)

Nominal mass (M;): 63013; Calculated pI value: 7.77

NCBI BLAST search of GabrielaMaggioli quimera against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Variable modifications: Oxidation (M),Propionamide (C)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 71%

Matched peptides shown in Bold Red

1 FCLTLRRRYT MGSSHHHHHH $SGLVPRGSH MSGLETASDY PYOGWEYOQCO

51 YREELGVIAR LAVGVSDLSD KRFDVVIFIN DDADEGCAKD AAVYEALKSF
101 SKINPHLGSE LSIVPFPAHP SGRLIYSPTG ALNTDTADIR HVYDRACAGY
151 KRALSMGCHR PLLYLGSLRS ASFGFEWMOR KHLLLNALLG AYHALYLPLE
201 VREMRPTTGL KRQHLGVKED TKGSDELVLR LAMALEEGRW LARDIGGSDP
251 ERMAAPRIVD YLKTSLGGMK GITMSVEKVD IQKYPLMARY HRAASVVARH
301 DGRVVHLEYE PPHPTEVDTT LYLIGKGITY DTGGADIKAN GVIAGMHRDK
351 CGAAAIAGLF KTLGELQPPG LSVSRAALAFV RNSVGADSYV ADEILVARSG
401 QRIRVGNTDA EGRMVMTDLL CERKEKATMA THPFLETIAT LTGHVVRAYK
451 HYTAVMDNGP PRIHRVSQSL QEAGDRISDM AEISTVRKED YEFHRGKTEY
501 EDTLOQCHNLP SSATPRGHQI PRAFMALASG LDKHGLGSAK PIPYTHVDVA
551 GSATEIHVLP TAAPLLMFAS RYVLPRLGFK

Figura G: Resultado de Espectrometria de Masas (MS/MS) realizado sobre una muestra de
FheCL3-LAP. En amarillo se marca el peso molecular nominal de la proteina (63013 Da) y su
punto isoeléctrico (pl 7.77). En rojo los péptidos analizados. En verde se muestra que uno
de los péptidos registrados corresponde con la porcion FheCL3 de la FheCL3-LAP. La
secuencia restante se corresponde a la de FhLAP.
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