UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
FACULTAD DE CIENCIAS
LICENCIATURA EN BIOQUIMICA

TESINA DE GRADO

Estudios bioquimicos y moleculares
sobre la leucina aminopeptidasa de
Fasciola hepatica

Sheila Giacaman Salvo

Orientador: Dr. Carlos Carmona

Unidad de Biologia Parasitaria, Instituto de Biologia,
Departamento de Biologia Molecular, Facultad de
Ciencias, Instituto de Higiene




AGRADECIMIENTOS

Finalmente esta etapa ha culminado. Sin la ayuda de todas y de cada una de
las personas que he tenido la suerte de conocer a lo largo de mi vida no
hubiera sido posible.

Primero, agradecer de todo corazén a mi familia...a mi madre y a mi hermana
gue me acompanaron en esta aventura que significd mi carrera y que, de
forma incondicional, me apoyaron y entendieron mis ausencias y mis malos
momentos. A mi padre, que a pesar de la distancia siempre estuvo presente. A
Gallli, gue ha confiado en mi y me ha dado dnimo para seguir; y a mi abuelita
gue a pesar que de ya no estd junto a nosotros se que nos estd cuidando.

Gracias también a mis companeros de la UBP: Tatiana, Gabriela, Flaco,
Patricia, Mono, Rodolfo, Pepe, por brindarme su valiosisima ayuda y amistad
desde el primer momento y siempre.

A mis queridos companeros del Departamento de Ciencia y Tecnologia de la
Leche, qgue me acompanaron dando dnimo en los momentos de crisis y en los
momentos de felicidad.

A mis amigos de hoy y de siempre, con los que he compartido gran parte de
mi vida, los que me acompanaron durante la carrera, los que me acompanan
desde la distancia...les agradezco el haberme brindado todo el apoyo,
colaboracion, carino, amistad y la fortaleza necesaria para seguir adelante.

Finalmente, agradezco a mi tutor, Dr. Carlos Carmona, por la paciencia y por
haber hecho posible este trabajo.



RESUMEN

Fasciola hepatica causa considerables pérdidas monetarias en la produccidén
agropecuaria a nivel mundial, principalmente a través de la infeccién del
ganado ovino y bovino; mientras que el parasitisimo de humanos es una
enfermedad emergente con focos de hiperendemia en varios continentes. A
pesar de que el fratamiento antihelmintico es efectivo, a corto plazo, la
emergente resistencia a estas drogas ha llevado a la necesidad del desarrollo
de una vacuna contra F. hepatica. Varias décadas de investigacion se han
invertido, sin embargo aldn no existe una vacuna comercial en el mercado.
Diferentes antfigenos vaccinales han sido aislados del pardsito vy
caracterizados. Las proteinas son probablemente la primera opcidn elegida
por la mayoria de los investigadores cuando se estd buscando candidatos
vaccinales, debido a que son relativamente fdciles de identificar. Ademds,
muchas de ellas juegan un rol clave en el metabolismo del pardsito, en la
interaccion con el huésped y en la modulacién de la respuesta inmune de
éste. Mediante la utilizacién de herramientas de la biologia molecular se
pueden producir proteinas en grandes cantidades de forma econdmica.
Nuestro laboratorio ha venido investigando a las proteasas como potenciales
candidatos vacunales contra la fascioliasis. La leucin aminopeptidasa (LAP),
exopepfidasa perteneciente a la familia MI17 aislada de los extractos
somdticos del pardsito adulto ha sido el candidato que ha mostrado mayor
potencial inmunoprotector. Esta proteina nativa (FhLAPN) se mostré capaz de
generar buenos niveles de proteccién en ovejas. Posteriormente, se logrd
clonar, expresar funcionalmente, como proteina de fusidn con tiorredoxina de
E. coli que contiene una cola de histidinas, y purificar una leucin
aminopeptidasa recombinante de adultos de F. hepatica (FhLAPr) que se
demostrd idéntica a la proteina nativa inicialmente estudiada. Ensayos de
vacunacién en conejos y ovejas confirmaron el gran potencial que tiene esta
proteina recombinante como candidato vaccinal, ya que se obtuvieron los
mayores niveles de proteccidn contra F. hepatica reportados hasta el presente
en ovinos empleando proteinas recombinantes. El inconveniente que surgid de
estos ensayos fue que la proteina se expresaba a bajos niveles, lo que
comprometié su potencial produccién nivel industrial.

El principal objetivo de este trabajo es investigar nuevas formas de expresar la
FhLAPr como forma de optimizar los niveles de expresion de la proteina de
forma que en un futuro pueda ser producido a nivel industrial a un costo
rentable. Para ellos se probd la modificacién del vector de expresidon
pThioHisC, por pET50b(+) que permite la autoinduccion, pero el gran tamano
de la proteina de fusion que expresaba este vector provocd la precipitacion
de la proteina recombinante por mal plegamiento. Ademds, se analizé el
efecto del tiempo de induccidon con IPTG y exiraccidn de la proteina
recombinante del paquete celular. Al analizar estas dos variables en conjunto,
se vio que el mejor tiempo de induccidn son 4 hs, donde se obtiene mayores
niveles de la proteina recombinante. Por otra parte, se probd realizar
modificaciones en el medio de cultivo, con el agregado de dlicerol y lactosa,
y la forma de produccidn, por sustitucion del matraz de vidrio por botellas de



polietileno tereftalato (PET), pero no se observd ningun efecto.

El segundo objetivo consistid en buscar nuevos candidatos aminopeptidasas
como potenciales candidatos vaccinales contra este patdégeno. Para ello se
realizaron ensayos de fluorimetria utilizando el extracto somdtico (SOM) vy el
extracto soluble al deoxicolato (DOC). Los niveles de actividad obtenidos
confirmaron la presencia de la FhLAPn y ademds se observd un
comportamiento de la tirosin-7-amino-4-metilcumarin (Tyr-AMC), el cual halbria
que investigar mds profundamente para confirmar su capacidad
inmunogénica.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La fascioliasis hepdtica es considerada una de las patologias que afecta a los
rumiantes domésticos con mayor incidencia econdmica en el mundo. Su
importancia radica en el impacto econdmico que ocasiona en productores
debido no solo a la muerte de animales, sino también a los decomisos de
higado, y la disminucién de pardmetros productivos como leche, carne, lana y
ganancia diaria de peso. Otras pérdidas ocasionadas por esta parasitosis
tienen relacién con la reduccidon en la fertilidad y los costos generados por la
compra de fasciolicidas.

Asimismo, la incidencia de esta enfermedad en humanos cada vez se estd
haciendo mds notoria; se estima que entre 2.4 millones y 17 millones de
personas, a nivel mundial, estdn infectadas (WHO, 2007) por lo que
actualmente se la considera como una zoonosis emergente (Mas-Coma et al.,
1999b; Parkinson et al., 2007; WHO, 2007).

1.1 Fasciola hepatica

1.1.1 Generalidades

La Fasciola hepatica es un frematodo perteneciente a la subclase Digenea,
que en su estadio adulto tiene forma de hoja, mide entre 20 y 30 mm de largo

por 6 a 13 mm de ancho. Es un organismo hermafrodita que reside en las vias
biliares del huésped definitivo (Figura 1.1).

I

METRIC 1] SYSTEM 21 3
Figura 1.1. Fasciola hepatica adulto. Tomado de la biblioteca de imdgenes de pardsitos
“Centers for Disease Control & Prevention”

(www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Imagelibrary/body_Imagelibrary.htm)
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1.1.2 Ciclo biolégico e infeccion

El ciclo de vida de F. hepatica es complejo, consiste en 5 etapas, como se
puede apreciar en la figura 1.2. Se caracteriza por ser heteroxeno,
presentando dos tipos de huéspedes para poder llevar a cabo su desarrollo
completo, un caracol del género Lymnaea como huésped intermediario y un
mamifero como definitivo (Andrews, 1999).

Los huevos quedan
depositados en el pasto y el
miracidio se incuba

Los rumiantes se infectan
al ingerir metacercarias
durante el pastoreo

Tierra /

Metacercaria

s r};t;ée}c'a}i;;s;"'f """""" &_iél_c_)_l;i_(;l_égi;;)_;j; """""""""" El miracidio encuentra
enquistan en el pasto . . al molusco
Fasciola hepatica

Agua

Multiplicacién en el
caracol (6-8 semanas)

Gran nimero de
cercarias emergen del
caracol

Lymnaea truncatula

El ciclo bioldgico se completa en 4-5 meses

Figura 1.2. Ciclo bioldgico de F. hepatica. Modificado de Mitchell (2003)

En el huésped definitivo, cada pardsito adulto puede llegar a producir entre
20.000 a 50.000 huevos por dia (Boray, 1969). Estos son arrastrados por la bilis
hasta el infestino y son eliminados con la materia fecal. El huevo consiste en un
6vulo fertilizado, rodeado de grédnulos que contienen nutrientes vy lipidos.

El desarrollo embrionario ocurre en el agua, y es regulado por la temperatura,
dos factores importantes que influyen en el éxito de la maduracién. El huevo
indiferenciado se fransforma en miracidio, una larva ciliada de vida libre, en 9
a 15 dias; de todas formas, el huevo puede permanecer viable en las heces de
fres semanas a varios meses. El miracidio, que posee movilidad en un ambiente
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acudtico, debe locdlizar y penetrar un molusco gasterépodo, en general del
género Lymnaea, dentro de las primeras 24 horas para que continle su
desarrollo. Cuando el miracidio entra en contacto con el caracol atraviesa la
epidermis del molusco, utilizando un proceso retractil papiliforme que
posiblemente estd facilitado por la secreciéon de enzimas proteoliticas (Smyth &
Halton, 1983), y migra por los canales linfdticos alcanzando la gldndula
digestiva. En esta localizacion se multiplica mediante ciclos de reproduccion
asexual en forma de esporocitos y posteriormente en redias, las cuales
culminan en la forma cercaria, que emerge luego de 40-60 dias. La cercaria es
una forma de vida libre que se enquista en la vegetacién (en general pasto
humedo) dando origen a la metacercaria, forma quistica, que puede
sobrevivir alrededor de un ano en pasturas (Andrews, 1999).

Cuando los quistes son ingeridos, por el huésped definitivo, la larva se
transporta hasta el intestino delgado, donde sufre el desenquiste del cual surge
la forma juvenil, lamada JRD (juvenil recientemente desenquistado). Existen
bdsicamente dos fases de desenquiste: una de activacion pasiva seguida de
una fase de emergencia activa. El proceso es complejo y probablemente
involucra factores extrinsecos como altas temperaturas, condiciones
reductoras, altas concentraciones de anhidrido carbdnico y la presencia de
sales biliares, ademds de factores infrinsecos como secreciones del propio
pardsito. La fase de emergencia es probablemente disparada por la bilis, la
cual puede activar una enzima secretada por la larva, induciendo
movimientos musculares de éste (Andrews, 1999; Mulcahy et al., 1999).

Luego del desenquiste, el JRD migra rdpidamente, traspasando la mucosa
intestinal, por la serosa peritoneal hasta atravesar la cdpsula de Glisson e
ingresar al higado. A las 7 u 8 semanas post infeccidon alcanza los canaliculos
biliares donde completa la madurez, después de 12 semanas de la infeccidn
inicial (Boray, 1969). La madurez sexual se caracteriza por la deposicion de
huevos. La forma adulta madura puede llegar a vivir entre 5-12 anos.
(Andrews, 1999).

1.2 Fascioliasis
1.2.1. Introduccién

La infeccidn por el pardsito F. hepatica causa la enfermedad conocida como
fascioliasis que se caracteriza por provocar un gran dano hepdtico.
Tradicionalmente ha sido considerada una enfermedad veterinaria importante
debido a las grandes pérdidas econdmicas y productivas causadas en el
ganado, particularmente ovinos y bovinos (Mas-Coma et al, 1999a; Mas-
Coma et al., 1999b).

Confrariamente, la fascioliasis humana siempre ha sido considerada como una
enfermedad secundaria (Mas-Coma et al., 1999a; Mas-Coma et al., 1999b). Sin
embargo, en los Ultimos anos el numero de personas infectadas y de casos
reportados se han incrementado significativamente, por lo cual actualmente
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puede ser considerada una zoonosis emergente (Mas-Coma et al., 1999b;
Parkinson et al., 2007).

1.2.2 Distribucion

Desde hace muchos anos se sabe que la probabilidad de que un huevo se
tfransforme en F. hepatica adulta es aproximadamente de 1 en 1x10¢ (Taylor,
1965). Esto se debe al enorme nuUmero de variables que intervienen en cada
una de las fases del desarrollo o de la fransmision que componen su ciclo. En
un drea determinada, lo esencial para que se establezca la enfermedad es la
presencia del huésped definitivo e intermediario, humedad y temperatura
(mdas de 10°C) suficientes para que evolucionen los huevos, las poblaciones de
caracoles y las formas parasitarias que alberga. La compleja
interdependencia de cada una de ellas va a determinar en Ultima instancia el
nivel de infeccion y la prevalencia de la enfermedad (Acosta, 1991).

F. hepatica tiene una distribucién cosmopolita, la cual se puede apreciar en la
figura 1.3. El pardsito se encuentra ampliamente distribuido en Europa,
América del Sur, América del Norte, Asia, Australia, Nueva Zelanda y algunos
paises de Africa del Norte, asi como zonas frias y altas en Pakistdn, Kenia y
Suddfrica (Torgerson & Claxton, 1999).
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Il Ambas especies presentes

Figura 1.3. Distribucién mundial del género Fasciola (modificado de Torgerson & Claxton, 1999)

La fascioliasis en Uruguay es una zoonosis de alta prevalencia en el ganado
ovino y bovino en los 18 departamentos del interior del pais, con una
distribucién  focalizada en dreas reducidas de los establecimientos
agropecuarios. En éstos la prevalencia de F. hepatica es siempre superior en
bovinos que en ovinos (Nari & Cardozo, 1976).
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Los cambios que se han producido actualmente en las prdcticas agricolas, el
aumento del transporte de animales y el calentamiento global han creado
ambientes que facilitan la diseminacién rdpida y generalizada de los pardsitos
que se fransmiten por alimentos y agua (Gajadhar et al., 2006). Es por esto que
se prevé que F. hepatica aumente su drea de distribucidén debido a los
cambios climdticos. Recientemente, un grupo de investigadores analizd,
mediante un modelo de prediccién a largo plazo, el efecto del cambio
climdatico respecto a la diseminacion de este pardsito en el Reino Unido.
Demostraron que el cambio climdtico estd intimamente ligado con los
cambios en la distribucién de la fascioliasis, o que predicen provocard un
aumento en la distribuciéon geogrdfica y la severidad de los casos (Fox et al.,
2011).

De acuerdo con el reporte de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en
2007, en el pasado la fascioliasis humana estaba limitada a regiones
especificas y definidas, pero actualmente, debido a cambios en el
comportamiento del humano y a la capacidad de adaptacion del pardsito, se
encuentra extendido alrededor del mundo; con cada vez mds casos
reportados en Europa, América, Africa, Asia y Oceania. En la actualidad, la
fascioliasis humana es un problema relevante de salud pUblica en varias zonas
del mundo, incluyendo las regiones altas de Bolivia, y Pery, el Delta del Nilo en
Egipto e Irdn. Se estima que, globalmente, el nUmero de humanos infectados
va desde 2.4 millones a 17 millones; y mds de 180 millones estdn en riesgo de
infeccién. Como consecuencia, la fascioliasis humana deberia ser
considerada como una zoonosis de gran importancia a nivel global y regional
(WHO, 2007).

1.2.3 Transmision

En muchas dreas del mundo se producen ciclos de infeccidn del ganado, con
brotes de la enfermedad usualmente relacionadas a picos en la
contaminacién de las pasturas con metacercarias. Sin embargo, en Uruguay el
ciclo no se interrumpe en ninguna época del ano, aungue en invierno se
enlentece considerablemente (Lopez Lemes et al., 1996).

Tanto los animales domésticos como los salvajes actian como huéspedes de
reserva, con un rango de huéspedes infectados que difiere considerablemente
segun la regién. Ovejas, vacas y cabras son los predominantes. Los humanos
también pueden jugar un papel importante en la transmisién del pardsito, por
lo menos en dreas hiperendémicas (Mas-Coma, 2005a).

La fascioliasis en humanos puede darse por ingerir verduras crudas, como
berro silvestre. El agua contaminada con metacercarias también puede ser
una fuente de infeccidn, tanto al beberla como al utilizarla para cocinar o
lavar (Mas-Coma, 2005a).

1.2.4 Desarrollo de la enfermedad
La Fascioliasis en animales ocurre en dos etapas conocidas como

parenquimatosa y biliar (Behm & Sangster, 1999; Nithiuthai et al., 2004). En la
primera fase, la patologia es causada por dano en los tejidos durante la
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migracién, y puede incluir dano hepdtico severo el cual puede llevar a la
muerte. La etapa biliar coincide con la instalacidn del helminto en los
canaliculos biliares, con sintomas que resultan de la alimentacién por parte del
pardsito o debido a la obstruccion e inflamacién biliar (Behm & Sangster, 1999).

La severidad de la enfermedad puede ser clasificada como aguda o crénica.
La patologia de la fascioliasis aguda sucede cuando un gran nimero de
metacercarias son ingeridas en un corto lapso de fiempo. Esto no sucede
normalmente, salvo en ovejas y cabras. La forma crénica de la enfermedad es
mds comun en todo tipo de huéspedes, a pesar de que existen considerables
variaciones entre animales. Aunque esta patologia raramente es fatal, es de
una considerable importancia econdmica.

La complejidad de la fascioliasis surge de diferentes fuentes. La maduracién
del helminto involucra el desarrollo y crecimiento durante 12-16 semanas en las
cuales la F. hepatica vigja entre, y a través, de dérganos. A medida que el
gusano en crecimiento migra, el tamano de su camino a fravés del higado
aumenta y con ello también lo hacen el dano vy la respuesta inflamatoria. El
nivel de infeccidn es otfro factor afecta la patologia. Grandes gusanos causan
una patologia mds severa y la posibilidad de la muerte del animal. Sin
embargo, la mayoria de las infecciones fienen un curso crénico una vez que
los gusanos adultos se establecen en los canaliculos biliares (Behm & Sangster,
1999). La severidad de la patologia también se ve afectada por el estado
nutricional del animal. Asimismo existen variaciones en la susceptibilidad a la
infeccion y en la respuesta inmune contra F. hepatica (Mulcahy et al., 1999),
con ciertos huéspedes que poseen resistencia innata contra la especie.

1.2.5 Impacto econémico

La fascioliasis hepdtica, es una parasitosis mundialmente distribuida que afecta
a los rumiantes de importancia econdmica. El ganado infectado con F.
hepatica raramente demuestra sintomas clinicos, pero si se observan efectos
subclinicos en la eficiencia en la alimentacién, crecimiento y fertilidad, los
cuales pueden tener un gran impacto en la productividad (Kaplan, 2001). La
fascioliasis humana también conduce a pérdidas econdmicas que pueden ser
estimadas en términos de ausentismo, hospitalizacién, fratamientos vy
discapacidad (Rim et al., 1994).

A nivel agricola, las pérdidas incluyen costos de tratamiento, trabajo, requisa
de los higados y pérdidas en la produccidn. Estas, junto con el impacto en la
salud puUblica de la fascioliasis humana, generan una pérdida econdmica a
nivel mundial, calculada en mds de 3.000 millones de ddlares anuales, los
cuales incluyen también a la fascioliasis causada por F. gigantica (Torgerson &
Claxton, 1999; Saba et al., 2004).
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1.3 Control

El control mds efectivo estd basado en medidas complementarias destinadas
a prever o limitar el contacto entre el pardsito y el huésped definitivo o
infermediario. Una estrategia integral de control debe tender a reducir el
nimero de F. hepatica en el huésped definitivo, para disminuir la
contaminacién de los caracoles; a reducir las poblaciones de Limnaea spp
para impedir la dispersion del pardsito por su huésped intermediario y evitar la
coincidencia huésped-pardsito, utilizando medidas de manejo (Acosta, 1991;
Vercruysse &  Claerebout, 2003; Copland &  Skerraft,  2008).
Complementariamente, el conocimiento del ciclo bioldgico del pardsito y sus
huéspedes son de vital importancia para aplicar eficientemente esta
estrategia integral de confrol (Roberts & Suhardono, 1996), ya que estos, junto
con los cambios climdticos, son capaces de afectar la prevalencia, intensidad
y distribucion geogrdfica (Mas-Coma et al., 2008).

ADULTO en los ductos
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Figura 1.4. Ciclo biolégico de Fasciola hepatica mostrando las medidas de control.
Modificado de (Copland & Skerratt, 2008).

Los métodos convencionales para el control de F. hepatica incluyen la
erradicacién del caracol con moluscicidas, el mejoramiento de los sistemas de
drenaje para limitar el hdbitat de este huésped intermediario y el uso de
fasciolicidas para reducir la contaminacién (Armour, 1975) (Figura 1.4). La sola
utilizacién de antinelminticos como forma de combatir a este pardsito suele ser
costosa para los productores debido al precio de las mismas y a la mano de
obra necesaria.

A confinuacion se hard un resumen de las principales drogas utilizadas en la
actualidad, el problema de la resistencia de F. hepatica hacia éstas y por
Ultimo los ensayos realizados en la bUsqueda una nueva alternativa para el
control de este pardsito.
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1.3.1 Drogas antihelminticas

El fratamiento con fasciolicidas es el principal método de control de fascioliasis
debido a que aun es una herramienta eficaz y de gran flexibilidad en su
aplicacién (Acosta, 1991; Fairweather & Boray, 1999a; Fairweather & Boray,
1999b). La mayoria de estas drogas son efectivas contra los gusanos adultos,
pero su actividad frente a los estadios inmaduros es variable (Mitchell, 2003).
Los fasciolicidas que actualmente son de uso comun se presentan en la Tabla .

Tabla I. Comparacidon de las eficacias de los antfihelminticos presentes en el mercado y su
aplicacién. Modificado de (Mitchell, 2003; Boray, 2007; Campbell et al., 2007).

Compuesto Mecanismo de Nombre Especies Eficacia contra F.
Activo accion Comercial hepatica
Triclabendazol Inhibe la Fasinex Bovinos,  Todos los estadios
(Benzimidazol) polimerizaciéon Tremacide  ovinos (juvenil, inmaduro y
de la tubulina Tricla adulto)
para formar Flukare
microtUbulos
Closantel Desacopla la Closantel Ovinos inmaduro y adulto
(Sdlicilanilidos)  fosforilacién Closicare
oxidativa Closamax
mitocondrial Flukiver
Nitroxynil Desacoplante Trodax Bovinos, inmaduro y adulto
(fenoles de la ovinos

halogenados) fosforilacion

oxidativa en las

mitocondrias
Albendazol Inhibe la Valbazen Bovinos, Adulto
(Benzimidazol) polimerizacion ovinos

de la tubulina

para formar

microtUbulos

Triclabendazol Combinex  Bovinos, inmaduro y adulto

+ Levamisol oVvinos

Tricabendazol + Fasimec Bovinos, Todos los estadios

Ivermectin Triclamec ovinos (juvenil, inmaduro y
adulto)

Triclabendazol Flukazole Bovinos, Todos los estadios

+ Oxfendazol oVvinos (juvenil, inmaduro y
adulto)

Levamisol + Nilzan Bovinos, Adulto

Oxyclozanida ovinos

Ivermectina + lvomec Bovinos Adulto

Clorsulon plus

Closantel + Closicomb  Ovinos inmaduro y adulto

oxfendazol

Closantel + Closal Ovinos inmaduro y adulto

albendazol

El triclabendazol (TCBZ) ha sido la droga preferida para el tratamiento de
infecciones de F. hepatica en ganado por mds de veinte anos (Overend &
Bowen, 1995). El TCBZ es un derivado bencimidazdélico que actia uniéndose a
las moléculas de B-tubulina del pardsito interrumpiendo funciones vitales de
motilidad y reproduccién, ya que la droga desestabiliza el equilibrio tubulina-
microtUbulo originando en el pardsito una pérdida de la homeostasis celular,
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con el consecuente desprendimiento y muerte. A diferencia de oftros
benzimidazoles, los cuales muestran solamente actividad parcial contra el
género Fasciola, la eficacia de esta droga parece estar restringida a F.
hepatica, F. gigantica y Fascioloides magna (Fairweather & Boray, 1999q;
Brennan et al., 2007). Es un fasciolicida extremadamente efectivo, siendo la
Unica droga que tiene eficacia en los fres estadios de F. hepatica, juvenil,
inmaduro y adulto (Mitchell et al., 1998).

1.3.2 Resistencia a los antihelminticos

Se considera que hay resistencia cuando la efectividad de un fadrmaco
disminuye o cesa. Esto ocurre debido a que, luego de cada tratamiento
sobrevive un pequeno nUmero de individuos que son resistentes al fdrmaco
utilizado, y éstos son los Unicos que se reproducirdn y contaminardn las
pasturas con sus huevos (Jackson, 1993).

La resistencia frente al TCBZ aparecid por primera vez en Australia a mediados
de la década de los 90 (Overend & Bowen, 1995) y a partir de ahi se han
reportado casos alrededor del mundo (Coles et al., 2006; Fairweather, 2009),
incluyendo una cantidad de paises europeos, (revisado en Mitchell et al., 1998;
Moll et al., 2000; Alvarez-Sanchez et al., 2006; Brennan et al., 2007), y también
algunos paises de Sudamérica (Olivera et al., 2008; Mamani & Condori, 2009)

Existen varios mecanismos moleculares por los cuales se presenta resistencia de
F. hepatica al TCBZ. Entre ellos se encuentran:

a) la lenta reduccién de la oxidacion del TCBZ a triclabendazol sulféxido
(TCBZSQO) que es el metabolito activo,

b) la unién del TCBZ a proteinas no especificas restringe la habilidad del
farmaco a unirse al sitio de accién,

c) el eflujo mediado por fransportadores donde se sobre-expresa la accién de
la glicoproteina-P (Pgp). lo que permite la eliminacién del fdrmaco desde las
células (Alvarez et al., 2007).

La resistencia a los antinelminticos se ha transformado en un serio problema en
la medicina veterinaria, y amenaza tanto los ingresos agricolas como el
bienestar animal (Wolstenholme et al., 2004). Estrategias para retrasar el
comienzo de la resistencia y su control generalmente incorporan
guimioprofilaxis minima, bUsqueda de maximizar la eficacia de la droga vy, si es
posible, incluir una lenta rotacién de drogas e intentar limitar el contacto
huésped-pardsito mediante la manipulacion del ambiente de pastoreo
(Jackson, 1993).

Oftfro método para prevenir la expansion de la resistencia es la utilizacion de
combinaciones de fasciolicidas (Fairweather & Boray, 1999a). Actualmente
ninguna nueva droga ha salido al mercado, sin embargo combinaciones de
algunas drogas antiguas parecen tener alta eficacia contra F. hepatica
madura e inmadura. La utilizacidn de estos productos debe hacerse con
mucha precaucion (Boray, 2007). También se estd estudiando la combinacién
del TCBZ junto con inhibidores de la gliproteina-G como forma de aumentar la
eficacia de esta droga (Virkel et al., 2009).

10
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Los antihelminticos, utilizados habituaimente en zonas endémicas, no evitan
gue los animales se puedan reinfectar, lo que explica el fracaso de esta
estrategia a largo plazo y el no descenso de las cifras de prevalencia. A pesar
de que nuevas drogas y combinaciones de drogas, ya conocidas, estdn
siendo desarrolladas, una vacuna comercial contra la fascioliasis ofreceria una
mejor estrategia para controlar la infeccién.

1.4 Vacunas

La aparicidon de resistencia hacia las drogas existentes en el mercado hace
gue el desarrollo de una vacuna sea una aspiraciéon con amplio consenso en
la comunidad cientifica. Las vacunas fienen a su favor el hecho de que no
dejan residuos quimicos, eliminando asi el periodo de retencion del animal, no
danan el medioambiente y serian aceptadas por los consumidores quienes ya
estan familiarizados con el concepto de vacunaciéon en la medicina humana
(Dalton & Mulcahy, 2001).

La idea de formular y administrar vacunas, que aumenten los niveles de
inmunidad del huésped y con ello controlar al pardsito, ha sido el objetivo de
investigacion por mds de 50 anos (Hein & Harrison, 2005). La vacunacion
contra infecciones parasitarias sigue siendo relativamente poco exitosa a
pesar de las décadas de investigacién y los millones de ddlares invertidos.
Varios son los factores que han contribuido a este lento progreso, entre ellos,
los mds relevantes son: (1) la falta de una respuesta inmune altamente
efectiva, por parte del huésped, luego de la infeccidon inicial; (2) los
mecanismos inmunes efectores que no estdn claramente definidos; (3) la
variacion de la respuesta inmune del huésped a los distintos pardsitos y a sus
diferentes estadios; (4) el hecho de que tienden a ser infecciones de
naturaleza crénica, lo que en general se da debido a que los pardsitos
usualmente inducen respuestas inmunes, en el huésped, inapropiadas o
inefectivas, previniendo de esa manera una respuesta inmune efectiva por
parte del huésped; (5) a diferencia con los patdgenos bacterianos o virales, el
grado de dificultad asociado con el cultivo in vitro de los organismos; (6) la
complejidad gendmica y estructural de los helmintos que son metazoarios; (7)
la diversidad de genes expresados en los diferentes estadios de ciclo bioldgico
de los pardsitos; (8) la dificultad de explorar en buUsqueda de potenciales
antigenos vacunales debido a la disponibilidad limitada de material para su
caracterizacién y aislamiento (Lightowlers, 1994; Vercruysse et al., 2004; Hein &
Harrison, 2005)

Las vacunas contra F. hepatica han sido desarrolladas utilizando un rango de
estrategias que incluyen desde extractos crudos de todo el organismo hasta
antigenos peptidicos sintéticos. Estos esfuerzos encuentran resumidos en varias
revisiones (Haroun & Hillyer, 1986; Spithill et al., 1997; Spithill & Dalton, 1998;
Smith, 1999; Spithill et al., 1999; McManus & Dalton, 2006). Actualmente, nuevas
estrategias basadas en la biologia molecular, en las que se incluyen las
vacunas de ADN, han sido experimentadas (lvory & Chadee, 2004).

Antes de 1987, en los intentos de vacunar rumiantes contra F. hepatica

generalmente se utilizaron extractos somdticos crudos del pardsito, mezcla de
proteinas secretadas por el pardsito o pardsitos atenuados por irradiacion

11



Introduccion

(Haroun & Hillyer, 1986). Posteriormente, han surgido varios reportes de la
identificacion y caracterizacion de proteinas de F. hepatica, algunas de los
cuales han sido empleadas en ensayos de vacunacién, que han obtenido
resultados positivos alentadores. Estas estrategias vaccinales y candidatos
antigénicos que han surgido durante esta buUsqueda serdn resumidos a
continuacién.

1.4.1 Los primeros ensayos en busca de una vacuna efectiva

En general, los diferentes abordajes para el desarrollo de vacunas contra la
infeccién de F. hepatica en sus comienzos examinaron el uso de cuatro tipos
de antigenos: trematodos vivos, atenuados por irradiacién, extractos somdticos
del pardsito y antigenos metabdlicos ¢ de excrecidn/secrecion. Aspectos
adicionales que hay que considerar a la hora de generar una vacuna incluyen
el uso de varios adyuvantes como potenciadores de la respuesta inmune vy los
efectos de diferentes rutas de inmunizacion en el desarrollo de inmunidad
protectora. Asimismo debe considerarse la efectividad de antigenos
heterélogos como inmundgenos para poder reemplazar a aquellos antigenos
homologos inefectivos o dificiles de obtener (Lloyd, 1981).

El comienzo de las investigaciones en este campo se remonta a fines de la
década de los 60 cuando Lang y cols. comenzaron a sensibilizar ratones
infectdndolos con el propio helminto. Los ensayos consistieron en exponer all
animal, con una o dos infecciones primarias, y luego de un lapso de tiempo
postinfeccién se los desafiaba con F. hepatica con el fin de evaluar la
capacidad del huésped de generar resistencia. Para este fipo de ensayo se
utilizaron diferentes especies de hospederos mamiferos, debido a que éstos
varian su habilidad de adquirir resistencia frente reinfecciones. Vacas, ratones
y ratas (en general) claramente desarrollan niveles significativos de resistencia;
mientras que en el caso de ovejas y conejos, que son huéspedes susceptibles,
desarrollan poca resistencia (Haroun & Hillyer, 1986). Los resultados estdn
listados en la tabla Il

12
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Tabla Il. Resultados de los ensayos de sensibilizacién experimental con F. hepatica en la
proteccion de los animales

Huésped Reducciéon max. Referencias
Ratén 66,7% Lang, 1967
33.3% Lang et al., 1967
0% Chapman & Mitchell, 1982
Rata 76% Hayes et al., 1973
66% Hayes ef al., 1974a
77% Cerviet al., 2004
Conejo n.s. Ross, 1966
56% Kendall et al., 1967
sig. Kendall & Sinclair, 1971
45% Bolbol et al., 1978
33% n.s. Haroun et al., 1980a
Oveja 0% Sinclair, 1962
n.s. Boray, 1967
n.s. Sinclair, 1971a
n.s. Sinclair, 1973
0% Rushton, 1977
32% Knight, 1980
n.s. Chauvin et al., 1995
Vaca 56% Doy & Hughes, 1984
Cabra 0% Pérez et al., 2006

n.s.= no significativa; sig.= significativa

La participacion de factores inmunoldgicos en el desarrollo de resistencia a
reinfecciones con F. hepatica fue indicada por experimentos en los cuales la
migracién hepdtica de una infeccidon primaria, sensibilizadora, es evitada
mediante la implantacion de diferentes estadios del pardsito antes del desafio.
Este fipo de ensayo también se utilizd para estudiar la capacidad de estos
diferentes estadios de generar proteccién (Haroun & Hillyer, 1986).

Los animales ufilizados en estas pruebas fueron ratas y ratones a los cuales se
les implantaba el gusano vivo, inmaduro o adulto generalmente de forma
infraperitoneal o subcutdnea, y que luego se los infectaba oralmente. Los
resultados demostraron, en su mayoria, el desarrollo de resistencia al desafio.
Estos estudios también se aplicaron en ovejas y los resultados fueron positivos
Sin embargo, en los casos en que se infectd al animal por vias diferentes a la
subcutdnea, o infraperitoneal, o en los que se implantaba el pardsito muerto
no se estimuld la resistencia (Tabla lll).

13
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Tabla lll. Efectos de la implantacidon de diferentes estadios de F. hepatica en la proteccién de
animales

Huésped Implantacién Reduccién max. Referencias

Ratén Intraperitoneal- NEJ Sig. Lang & Dronen, 1972
Intraperitoneal- NEJ 64% Lang, 1974

Rata Intraperitoneal- adulto 56% Eriksen & Flagstad, 1974
Adulto sig. Anderson et al., 1975
Huevo no embrionado n.s Burden & Hammet, 1980
Adulto sig. Haroun et al., 1980
Metacercaria sig. Rajasekariah & Howell, 1978
Huevo sig. Rajasekariah & Howell, 1978
Estadio inmaduro sig. Rajasekariah & Howell, 1978
Adulto n.s. Rajasekariah & Howell, 1978
Subcutanea- gusano 0% Hughes ef al., 1976
maduro
Intraperitoneal- NEJ sig. Hughes et al., 1981b

Oveja  linframuscular- adulto sig. Ross, 1967

n.s.= no significativa; sig.= significativa

En un intento de inmunizacién activa para estimular la resistencia frente a F.
hepatica se probd la sensibilizacion del huésped utilizando extractos somdaticos
del pardsito. Los resultados obtenidos mediante esta técnica fueron muy
variables. La inmunizacion mediante la utilizacidn de antigenos somdaticos
generalmente falld en estimular la resistencia frente a F. hepatica en conejos,
ovejas y a veces también en ratones y ratas. Sin embargo, ofros grupos de
investigacion lograron inducir una resistencia significativa al desafio tanto en
ratas, ratones y vacas (Haroun & Hillyer, 1986). Los resultados estdn listados en
la tabla IV.

El hecho de que los ensayos experimentales fueran diferentes, tfanto a nivel del
antigeno (dosis y preparacion del extracto del gusano, adyuvante empleado)
como la ruta de sensibilizacion generaron resultados contradictorios para el
mismo modelo animal utilizado (Haroun & Hillyer, 1986).
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Tabla IV. Resultados de la vacunacion con extractos somdaticos de F. hepatica

Huésped Reduccidon max. Referencias
Conejos 37% (n.s.) Urquhart ef al., 1954
0% Healy, 1955
n.s. Ross, 1967
54-75% Sinclair & Joyner, 1974
Oveja n.s. Ross, 1967
Ratén 86% Lang & Hall, 1977
10% (n.s.) Chapman & Mitchell, 1982
Rata n.s. Hughes et al., 1981a
80% Oldham & Hughes, 1982
13% Burden et al., 1982
50% Chapman & Mitchell, 1982
86% Oldham, 1983
Vaca n.s. Ross, 1967
99,6% Hall & Lang, 1978
96.8% Guasconi et al., 2011

Nn.s.= no significativa

Se basa en la transferencia de suero y/o células linfoides de animales
expuestos al pardsito a animales sanos. Evidencia de la participacion de
componentes humorales en la resistencia a la fascioliasis han sido obtenidos en
ratas, ratones, y vacas.

Tabla V. Proteccion frente a F. hepatica mediante inmunizacion pasiva

Huésped Detalle Reduccidon max. Referencias
Rata Linfocito donantes con sig. Corbaet al., 1971
infeccién desarrollada
Linfocito donantes con sig. Amour & Dargie, 1974
infeccién desarrollada
Suero inmune 70% Hayes et al., 1974b
sig. Rajasekariah & Howell, 1979
Suero inmune de rata 47% Chapman & Mitchell, 1982
Ratoén Anticuerpo monoclonal 75% Marcet et al., 2002
ES-78 MoADb
Vaca Linfocito donantes con sig. Corba et al., 1971

infeccién desarrollada

sig.= significativa
La estrategia consiste en transferir células, que pueden provenir del peritoneo u

homogeneizados de ndédulos linfaticos y bazo de animales donadores
infectadas con F. hepatica (Sinclair, 1971); en el caso de linfocitos, los
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donantes no necesariamente deben tener una infeccién desarrollada para
obtener una fransferencia de resistencia exitosa (Haroun & Hillyer, 1986).

La inmunizacidén pasiva estd directamente relacionada con grandes
voluUmenes de suero inmune. La resistencia pasiva también parece ser
expresada contra juveniles durante su migraciéon en el peritoneo, ademds de
qgue puede estar influenciada tanto por la especie donadora y receptora
(Haroun & Hillyer, 1986).

Se ha demostrado que la radiacién ionizante reduce la patogenicidad de las
larvas parasitarias sin afectar su potencial antigénico (Dawes, 1964). La
utilizacién de metacercarias atenuadas por irradiacion como forma de
inmunizar contra la infeccién de F. hepatica fue una de las primeras estrategias
realizadas en buUsqueda de antigenos protectores. Los resultados obtenidos
mediante este tipo de ensayos han sido variados. La proteccién con estas
vacunas ha sido exitosamente inducida en vacas y ratas, pero generalmente
no se obtuvieron resultados alentadores en ratones, conejos u ovejas (Acosta
et al., 1989). Se ha sugerido que la inmunidad generada por estas vacunas
imita la proteccion generada por una infeccidon natural (Boray, 1969).

Estas formas iradiadas fueron sustituidas, en gran parte, por el uso
experimental de los anfigenos de excrecion/ secreciobn como forma de
identificar antigenos candidatos.

Tabla VI. Estimulacién de resistencia mediante la utilizacidn de metacercarias imradiadas de F.
hepatica.

Huésped Dosis(krad) Tipo Reduccién max Referencias
Rata 2.5 Rayos X 50% Thorpe & Broome, 1962
3 Rayos y 56% Armour & Dargie, 1974
3.8 Rayos y 0 Hughes et al., 1981a
Raton 2-4 Rayos X n.s. Hughes, 1962
3 Rayos X n.s. Dawes, 1964
P P n.s. Sokolic, 1968
3.8 Rayos y 39% Harness et al., 1976
3.8 Rayos y 38% Harness et al., 1977
Conejo 2-4 Rayos X n.s. Hughes, 1962
3 Rayos X 100% Movsesijan et al., 1969
Vaca 20 Rayos X n.s. Boray, 1967
3.5 Rayos y 70% Dargie et al., 1974
3.5 P 70% Armour et al., 1974
3 Rayos y 71% Nansen, 1975
3 Rayos y 72,5% Acosta et al., 1989
Oveja 20 Rayos X n.s. Boray, 1967
3 Rayos vy 64% (n.s.) Dargie et al., 1974
2.5 Rayos vy n.s. Campbell et al., 1978
3-40 Rayos y n.s. Creaney et al., 1995

n.s.= no significativa; sig.=significativa

16



Introduccion

Los intentos de estimular la resistencia contra F. hepafica mediante
sensibilizacién con productos excrecidon/secrecion (PES) del gusano maduro no
resultaron exitosos en conejos, ovejas, ratones y ratas. Sin embargo, la
estimulacion de resistencia con PES de gusanos inmaduros, en algunos ensayos
de ratones y ratas indujo proteccién significativa (Haroun & Hillyer, 1986).

Tabla VII. Estimulacién de resistencia mediante la utilizacion del producto excrecién/secrecién
de F. hepatica.

Huésped Reduccién Referencias
Conejo PES n.s. Healy, 1955
PES n.s. Lalic et al., 1976
PES n.s. Lehner & Sewell, 1979
PES n.s. Sandeman et al., 1980
Oveja PES n.s. Healy, 1955
PES n.s. Lalicet al., 1976
PES n.s. Lehner & Sewell, 1979
Complejo Ag-Ac n.s. Sandeman ef al., 1980
Ratoén PES adulto/ gusano n.s. Raojasekariah et al., 1979
inmaduro
PES gusano inmaduro sig. Lang, 1976
PES gusano inmaduro sig. Lang & Hall, 1977
PES gusano inmaduro n.s. Lehner & Sewell, 1979
Antigeno cultivado 0% Burden et al., 1982
PES gusano inmaduro n.s. Chapman & Mitchell, 1982
Rata PES gusano inmaduro sig. Rajasekariah et al., 1979
PES gusano inmaduro n.s. Lehner & Sewell, 1979
PES gusano inmaduro n.s. Davies et al., 1979
Complejo Ag-Ac 87% Howell, 1979
Complejo Ag-Ac 44% Howell & Sandeman, 1979
PES adulto n.s. Burden & Hammet, 1980
PES gusano inmaduro 51% Burden et al., 1982
PES gusano inmaduro 54% Chapman & Mitchell, 1982

n.s.= no significativa; sig.= significativa

La inmunizacién frente a enfermedades parasitarias ha sido estudiada en
principio con anfigenos homodlogos de pardsitos, sin embargo se ha
demostrado que la proteccidn cruzada es importante en muchas infecciones
de helmintos (Lloyd, 1981). La evidencia mds clara de resistencia cruzada
surgid de una serie de ensayos hace 30 anos realizados por George Hillyer y sus
cols., en los que un conjunto de antigenos de Fasciola podian ser purificados,
en virtud a su reactividad cruzada con anticuerpos generados contra el
tfrematodo Schistosoma mansoni, que tienen la capacidad de generar niveles
de proteccidén contra infecciones frente a este Ultimo (Hillyer, 1987). Esta
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reduccidn en la infeccidon puede manifestarse mediante una disminucion en la
cantidad de gusanos, la deposicidn de huevos (infertilidad), la disminucién en
la patologia, o una combinacion de éstas (Hillyer, 1995).

Los antigenos protectores de F. hepatica fueron aquellos que se unian a los
anticuerpos de S. mansoni y su purificacién, mediante cromatografia de
afinidad, resultaba en un complejo antigénico al cual se lo denomind
FhSmIII(M). Este complejo compuesto por multiples polipéptidos antigénicos
tienen pesos moleculares que rondan entre los 66 y los 12 kDa (Hillyer, 1987);
siendo el de 12 kDa y el de 14 kDa los dos complejos mds prominentes, que
serdn descritos mds adelante. Las fracciones subcelulares de F. hepatica han
mostrado inducir altos niveles de resistencia frente a infecciones con S.
mansoni o con F. hepatica en ratones (Hillyer & Sagramoso de Ateca, 1979).

El desarrollo de inmunidad protectora mediante antigenos heterélogos como
inmundgenos podrian ser de gran importancia para reemplazar anfigenos
homologos ineficaces o dificiles de obtener (Lloyd, 1981).

1.4.2 Inmunizacion empleando antigenos definidos

Las vacunas a partir de antigenos definidos consisten en copias del polipéptido
completo o incompleto de los antigenos proteicos, expresadas mediante la
utilizacion de métodos de ADN recombinante o epitopes antigénicos
producidos de forma sintética (Lightowlers, 1994). La estrategia actual utilizada
para la busqueda de este tipo de candidatos vaccinales que estd obteniendo
mds resultados ignora, en gran parte, los mecanismos de inmunidad
involucrados en la proteccidn, pero intenta ir contra blancos secretados por el
pardsito, como lo son las proteasas (Smith, 1999; Smith & Zarlenga, 2006).

Una de las maneras para buscar blancos con fines terapéuticos contra F.
hepatica consiste en examinar aquellos antigenos criticos de la sobrevida del
pardsitos, como lo son las proteasas, los cuales son expresados por los estadios
infectivos del pardsito. En esta fase los pardsitos inmaduros son mds vulnerables
al atague inmunoldgico y mds pequenos en tamano que los adultos, y pueden
no haber desarrollado los mecanismos de evasion que les permiten a estos
Ultimos persistir en el huésped por periodos de fiempo prolongados. Una
desventaja de esta aproximacion es la disponibilidad limitada de material para
su caracterizaciéon y aislamiento (Meeusen & Piedrafita, 2003).

Otro enfoque a la hora de buscar candidatos consiste, primero, en probar
fracciones protectoras, enriquecidas con el candidato, en ensayos de
proteccién preliminares; luego purificar los componentes tanto como sea
posible y finalmente aislar y expresar los genes que los codifican de manera
gue, una proteina recombinante efectiva pueda llegar a ser producida como
una vacuna comercidlizable. Esta es la estrategia que ha tenido éxito en el
desarrollo de una de las pocas vacunas contra helmintos de rumiantes que ha
alcanzado comercializacién: la vacuna recombinante contra la hidatidosis
(Lightowlers, 1994; Smith, 1999; Smith & Zarlenga, 2006).

Las proteinas son probablemente la primera opcidn elegida por la mayoria de
los investigadores cuando se estd buscando candidatos vaccinales. Dos son
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los motivos principales: primero, son una clase de componentes relativamente
faciles de identificar, modificar y que se pueden producir en forma
recombinante en grandes cantidades de forma econdmicaq; y por ofro lado,
muchas proteinas juegan un rol clave en el metabolismo del pardsito y por ello
deberian ser buenos blancos para perturbar su biologia (Hein & Harrison, 2005).

Alrededor de media docena de antigenos purificados, nativos vy
recombinantes, han mostrado tener potencial inmunoprofildctico contra
fascioliasis (Spithill & Dalton, 1998; Spithill et al., 1999; Hillyer, 2005; McManus &
Dalton, 2006). Estos incluyen las proteinas de unidén a dcidos grasos (FABP),
glutatiéon-S-transferasas (GST), catepsinas L y B (Cat L, Cat B), hemoglobina
(Hb), leucina aminopeptidasa (LAP), y una proteina tipo saposina llamada SAP-
2.

Las proteinas de unidén a dcidos grasos pertenecen a una gran familia de
pequenas proteinas involucradas en la unién y transporte de una variedad de
ligandos hidrofébicos tales como oleato, palmitato y una variedad de dcidos
grasos (Hillyer, 2005). Debido a que Fasciola es incapaz de sintetizar sus propios
dcidos grasos utiliza las FABP para obtener d&cidos grasos de la sangre del
huésped, por lo que se cree gque la inmunizacién de alguna manera blogquea
este mecanismo con consecuencias fatales para el pardsito(Smith & Zarlenga,
2006). Este tipo de proteinas se encuentra en el tegumento de F. hepatica
funcionando como transportadores (Muro, 1997).

Una caracteristica de las FABP citoplasmdticas es la conservacion del tamano:
todos los miembros conocidos tienen un peso molecular de entre 14 kDa y 16
kDa y 127-133 aminodcidos de largo (Spithill et al., 1999; Hillyer, 2005). Las FABP
fueron las primeras fracciones antigénicas definidas y purificadas que fueron
testeadas como una vacuna contra fascioliasis. Este antigeno es el principal
componente del complejo FhSmilll{M) aislado de PES de F. hepatica adulta y
fue identificado como una proteina de 12KDa a la cual se la denomind Fh12
(Hillyer, 2005).

Utilizando un anticuerpo monoespecifico policlonal anti-Fh12 y un ADN copia
(ADNc) de una biblioteca de expresion de ADNc de F. hepatica adulta se
logré aislar una proteina recombinante de 14.7 KDa, denominada rFh15, que
tenia mucha similitud respecto a la familia de las FABP (Hillyer, 1995) y alta
homologia con la FABP 14.8 de S. mansoni (Moser et al., 1991).

En 2003, Timanova-Atasanova y cols. aislaron y caracterizaron una proteina de
unién a acidos grasos de 13 KDa, a la cual denominaron Fh13, del citosol de F.
hepatica adulta.

La FABP nativa, nFh12, purificada ha resultado ser una proteina compleja que
posee al menos ocho isoformas con igual peso molecular pero diferentes
puntos isoeléctricos. La proteina recombinante rFh15 parece ser una de las
isoformas de Fh12, pero una de las menos inmunogénicas e inmunoprotectoras
(Espino et al., 2001).
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Se han readlizado estudios donde se evalud la capacidad protectora de las
FABP, tanto nativa (nFh12) como con la recombinante (rFh15), frente a
infecciones experimentales con F. hepatica en conejos (Muro et al., 1997) y en
ovejas (Ramaijo et al., 2001). Estos estudios de inmunoprofilaxis han demostrado
gue nFh12 siempre induce niveles mayores de proteccion frente F. hepatica,
respecto a rFh15 (Muro et al., 1997; Lopez-Aban et al., 1999). Actualmente, se
han readlizado ensayos de inmunizaciéon utilizando rSm14 como
inmunoprotector en distintos animales huéspedes, en los cuales se obtuvieron
resultados alentadores (Tendler et al., 1996; Muro et al., 1997; Almeida et al.,
2003) (Tabla Viil).

Por todo lo anteriormente senalado se puede sugerir que tanto las FABP nativas
y recombinantes de F. hepatica, asi como la FABP recombinante de .
mansoni inducen niveles significativos de proteccién en diferentes modelos de
animales contra la infeccidon de F. hepatica (Hillyer, 2005).

Tabla VIII. Ensayos de vacunacion en los que se ha utilizado FABP como candidato vaccinal

Proteina  Naturaleza Huésped Proteccion Referencias

nFh12 N Vaca 55% Hillyer, 1987

N Ratén 69-78% Hillyer, 1985

N Conejo 93% Tendler et al., 1996

N Conejo 40% Muro et al., 1997

N Oveja 20%(n.s.) Ramaijo et al., 2001

N Oveja 24.5% Martinez-Fernandez et al., 2004

N Ratén 42% Lopez-Aban et al., 2008
rFh15 R Conejo 17% Muro et al., 1997

R Oveja 0% Ramajo et al., 2001

R Conejo 76% Casanueva et al., 2001

R Oveja 43% Lopez-Aban et al., 2007
rSm14 R Ratén 100% Tendler et al., 1995

R Ratén 66% Tendler et al., 1996

Conejo 89% Tendler et al., 1996
R Oveja 94% Almeida et al., 2003

N= nativa; R=recombinante

Las GST son una familia de isoenzimas involucradas en la detoxificacién de un
amplio espectro de xenobidticos y compuestos téxicos enddgenos. Fueron
elegidos como candidatos vaccinales contra Fasciola baséndose en el hecho
de que las GST de §. mansoni (Sm28) y de S. japonicum (Sj26) mostraron
proteccién en animales de laboratorio. Ademds, estdn ampliamente
distribuidas en los tejidos de F. hepatica: estdn presentes en la superficie del
intestino, parénquima y tegumento (Smith, 1999; Smith & Zarlenga, 2006). La
purificacion de las GST de F. hepatica adultas mostrd estar compuesta por una
mezcla de al menos cinco isoenzimas de tamano enfre 23-26,5 kDa que
muestran heterogeneidad en la secuencia N-terminal (Spithill et al., 1997;
Spithill & Dalton, 1998).
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Se han aislado los ADNc que codifican para cuatro de las isoformas de GST
(Panaccio et al., 1992). Todas mostraron una identidad aminoacidica del 71-
89% entre ellas. A pesar de tener altos niveles de identidad de secuencia, las
cuatro isoformas expresadas en E. coli, mostraron especificidades de sustrato e
inhibidores bastante diferentes, indicando diferencias en las funciones in vivo
(Salvatore et al., 1995). Sorprendentemente, no existen reportes de
evaluaciones del potencial protector de GST recombinante de Fasciola en
ovejas 0 Vacaos.

La vacunacién con GST nativa (Tabla IX) confiere resistencia frente a F.
hepatica tanto en ovejas como en vacas. Los niveles de proteccidén dependen
mucho del adyuvante utilizado. El grupo de Spithill en los anos 90 realizé
ensayos de vacunacién en ovejas, en los que se les administrd multiples dosis
de GST natfiva de F. hepatica con diferentes tipos de adyuvantes. Los
resultados obtenidos mostraron una reduccién en la cantidad de helmintos,
marcando asi, la primera demostracién de la capacidad inmunoprotectora de
un antigeno definido contra F. hepatica en ovejas. Posteriormente, utilizando
protocolos de vacunacién comparables, no se ha obtenido una induccion de
respuesta inmune consistente (Spithill et al., 1999).

Tabla IX. Ensayos de vacunacion en los que se ha utilizado GST como candidato vaccinal

Antigeno Naturaleza Huésped Proteccion Referencias
GST N Rata 0% Howell ef al., 1988
N Oveja 57% Sexton et al., 1990
N Vaca 19-69% Morrison et al., 1996
N Vaca 0% De Bont et al., 2003
N Conejo 64% Muro et al., 2007
N=nativa

Las SAPs son una familia de proteinas que participan en la interaccién con
lipidos de membrana y cuyas funciones celulares son esenciales para el
desarrollo del pardsito, pero que aun estdn parciaimente comprendidas. Se
cree que la SAP en los PES es responsable de la lisis de los eritrocitos en el
intestino del gusano, primer paso necesario para que las proteasas puedan
proceder a la degradacién de la Hb en su interior (Bruhn, 2005).

Reed y cols. (2000) describieron una proteing, tipo lisina-NK, perteneciente a la
familia de las SAPs, secretada por F. hepatica a la cual denominé FhSAP-1.
Posteriormente, se logré la clonacion del ADNc de F. hepatica que codifica
para un miembro de la familia de las SAPs, su expresion en E. coli y la
caracterizacion parcial y funcional de esta proteina recombinante, la cual se
la identific6 como FhSAP-2 (Espino & Hillyer, 2003).

La inoculaciéon (via) en conejos con FhSAP-2 indujo una reduccion del 81.2% en
la cantidad de gusanos presentes en el animal infectado. Ademds, se constatd
una disminucion de los niveles del pardsito en las heces y en la bilis, en relacién
con los conejos control. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que esta SAP
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recombinante tiene potencial inmunoprotector contra F. hepatica (Espino &
Hillyer, 2004).

Otro antigeno presente en los PES de F. hepatica adulta fue aislado por
McGonigle y Dalton (1995). La molécula de 200 kDa posee un color amarillento
debido a la presencia de grupos hemo. Se sugirid6 que esta proteina,
denominada hemoglobina (Hb) podia estar implicada en el transporte y/o
almacenamiento de oxigeno en los gusanos que migran, los cuales estdn
expuestos a un ambiente anaerobio. Se ha propuesto que la vacunaciéon con
Hb induce anticuerpos que interfieren con el rol de la molécula en el
metabolismo del oxigeno en el tegumento de los gusanos que migran, asi
como en los érganos reproductivos, afectando de esta manera el desarrollo y
la produccidn de huevos de F. hepatica (Spithill & Dalton, 1998).

Se realizd un ensayo de vacunacién en ganado vacuno con Hb purificada
generdndose una proteccién de 43,8%, respecto a los animales conftrol.
Ademds, la cantidad de huevos recogidos de aquellos animales vacunados
mostré una disminucién mayor al 60% en su viabilidad. Por otra parte, en el
mismo ensayo se realizaron pruebas de inmunizacidn con una vacuna que
consistia en mezclas de catepsinas y Hb, los cuales serdn detallados mds
adelante (Dalton et al., 1996).

En 2008, Dewilde y cols. caracterizaron una Hb recombinante, HbF2, vy
realizaron experimentos de vacunacién en terneros. Los resultados no fueron
exitosos, debido a que no se obtuvo proteccion frente a infecciones con F.
hepatica. Entre las causas que pudieron llevar a este resultado se encuentra la
eleccién del adyuvante y el hecho de que no se producen modificaciones
post-traduccionales en la proteina recombinante debido al vector de
expresion utilizado (Dewilde et al., 2008). La Hb clonada y expresada por
Dewilde no tiene vinculacién con la proteina aislada por Dalton y llamada Hb,
ya que los pesos moleculares obtenidos en las respectivas purificaciones fueron
muy diferentes y los resultados obtenidos en los ensayos también. Es mds, todas
las globinas de invertebrados fienen pesos moleculares bajos como la
obtenida por Dewilde; por lo que la proteccion obtenida por Dalton y cols.
probablemente se deba a otra(s) proteina(s) presentes en la fraccién de “Hb”

Las PGK parecen ser un potencial antigeno vaccinal. Son enzimas que estdn
involucradas en el metabolismo energético del pardsito, catalizando la
reaccion de ADP a ATP, y viceversa. Esta reaccidon ocurre tanto en el
metabolismo anaerobio como aerobio de F. hepatica, siendo ésta la
caracteristica mds importante de la PGK (Schulman & Valentino, 1981).
Ademds, se establecid que esta enzima estd presente en tegumento e
intestino del pardsito, lugares accesibles para el sistema inmune del huésped, y
también en el subtegumento (Jaros et al., 2010).
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El primer ensayo de vacunacién utilizando este nuevo candidato se efectud
inmunizando ratas con PGK nativa, recombinante y ADNc. Los resultados, de
proteccion obtenidos fueron variables, dependiendo de la forma en la que
administré la vacuna. La mejor proteccién se logré mediante la inmunizacion
con la proteina recombinante donde se obtuvo una reduccién promedio del
64%. No puede ignorarse que el huésped es crucial en los experimentos de
vacunacioén, por ello los experimentos en animales de laboratorio pequenos
solo pueden considerarse como estudios piloto (Jaros et al., 2010).

El descubrimiento de este sistema enzimdtico representa un gran avance para
entender como el pardsito maneja el stress oxidativo tanto interno como
externo (Dzik, 2006). Las peroxiredoxinas son una familia de proteinas
antioxidantes ubicuas que reducen el perdxido de hidrégeno vy
alquilhidroperoxidasa en agua y alcoholes (Hofmann et al., 2002). Las Prx
pueden ser divididas en tres grupos dependiendo del residuo de cisteina
alfamente conservado que contengan: 2-Cys Prx tipico, 2-Cys Prx afipico, y el
1-Cys Prx (Wood et al., 2003). En F. hepatica las Prx se encuentran en los PES y
juegan un rol importante en la supervivencia del pardsito, debido a la
carencia de catalasa, parficipando en la defensa frente a las especies
reactivas del oxigeno (ROS) generados por el huésped (McGonigle et al.,
1997).

En 2010, dos grupos publicaron resultados de evaluaciones del efecto
inmunogénico de Prx recombinantes, expresados y purificados tal como lo
describi6 McGonigle y cols. (1997) frente a un desafio con F. hepatica,
utilizando Quil A como adyuvante (Sekiya et al., 2006). Estos ensayos se
realizaron en vacas y en cabras. En el primero se observd una reducciéon no
significativa el nUmero de gusanos en higado respecto al grupo control (Mozos
Mora et al., 2010); y en el segundo se observd una modesta reduccién de la
carga parasitaria (Mendes et al., 2010).

1.4.3 Proteasas como candidatos vaccinales

Las proteasas son enzimas que clivan las proteinas mediante hidrdlisis de los
enlaces peptidicos. Se clasifican, en base al sitio de corte, en endopeptidasas
y exopeptidasas. Las primeras fragmentan enlaces peptidicos internos; y las
segundas cortan aquellos que se encuentran en los exiremos y se las
denominan aminopeptidasas o carboxipeptidasas dependiendo si fragmentan
el extremo N- o C-terminal, respectivamente (Barrett & McDonald, 1986). En la
actualidad la base de datos sobre peptidasas MEROPS cred una estructura
jerdrquica basada en la division de las peptidasas en familias y clanes; y
existen seis clases principales de proteasas en base al mecanismo catalitico y a
los residuos fundamentales que participan; estos son aspartil (carboxil), cistein
(tiol), glutamil, metalo-, serin y treonin proteasas (Rawlings et al., 2004).

Las proteasas parasitarias estdn implicadas en la invasidn, migracion vy
adquisicidon de alimentos, asi como también en la evasion del sistema inmune,
funciones que las hacen potenciales blancos para drogas y vacunas. Si bien
las endopeptidasas han sido muy estudiadas debido a su gran participacion
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en estos procesos, las exopeptidasas han sido postergadas en la mayoria de
los modelos estudiados (Tort et al., 1999; Williamson et al., 2003).

Desde la década de los setenta, se ha reportado la presencia de enzimas
proteoliticas a nivel del tubo digestivo de adultos de F. hepatica, (revisado en
Dalton y cols., 2003a). Las proteasas expresadas por este helminto incluyen una
variedad de catepsinas tfipo L y tipo B, asi como una serin proteasa de tipo
dipeptidil peptidasa (Carmona et al., 1994), una legumaina (Cancela et al.,
2010; Dalton et al., 2009), y leucin aminopeptidasa (Acosta et al., 1998); pero
solo las primeras y ésta Ultima se han utilizado en experimentos de vacunacion.

Dentro de este grupo se destacan en los trematodes, en general, y en F.
hepatica, en particular, las catepsinas secretadas. Son producidas en todos los
estadios del ciclo bioldgico de F. hepatica, facilitando funciones tales como
desenquiste, invasién de tejidos, evasidon del sistema inmune vy su alimentacion,
(revisado en Mulcahy et al., 1999; Spithill et al., 1999; Hillyer, 2005) siendo, estos
eventos, importantes facilitadores de la virulencia en F. hepatica (Dalton et al.,
2003b). Dos clases de cistein proteasa se encuentran en los PES de fasciola: las
catepsinas L (Cat L) y las catepsinas B (Cat B) (Harmsen et al., 2004; Cancela et
al., 2008).

Las catepsinas L fueron la primer clase de proteasas en ser descritas en F.
hepatica (Smith et al., 1993), donde son expresadas y en muchos casos
secretadas, y por lo tanto son fundamentales en la interaccidon huésped-
pardsito  (Dalton et al., 2003b). Esta clase de catepsinas parece ser
particularmente prominente en trematodos en comparacién con nematodos
donde las catepsinas tipo B tienden a ser expresadas en mayor cantidad (Tort
et al.,, 1999). En F. hepatica, las catepsinas L son expresadas tanto en JRDs
como en adultos, pero en forma diferencial (Cancela et al., 2008). Dalton y
cols. determinaron que las dos principales moléculas secretadas por el adulto
de F. hepatica son las catepsinas L1 y L2, diferenciadas en base a sus
propiedades fisicoquimicas (peso molecular, pH 6ptimo) y especificidad de
sustratos (Dowd et al., 1994). Mds adelante se determind que las principales
catepsinas secretadas en los estadios inmaduros, de metacercaria y el JRD,
son la B y dentro de las catepsinas L, la catepsina L3 (Cat L3) (Cancela ef al.,
2008; Robinson et al., 2008; Robinson et al., 2009) (Fig. 4.2).

Varios reportes han demostrado que este tipo de proteasas pueden ser Utiles
como vacunas protectoras. Experimentos de vacunaciéon utilizando FhCat L1
en vacas mostraron un descenso en la cantidad de gusanos en un rango de
42-69%, en comparacién con el grupo control no vacunado, ademds de
presentar una marcada reduccidn en la fecundidad y/o viabilidad de los
huevos (Dalton et al., 1996). Por ofro lado Piacenza y cols. (1999) testaron el
potencial de las proteasas Cat L1 y Cat L2, purificadas del gusano adulto,
como vacunas, en ovejas. Los niveles de protecciéon obtenidos fueron
modestos, de 33% y 34% respectivamente, observdndose una acentuada
disminucion de la viabilidad de los huevos. El aislamiento de ADNc de las Cat L
y su expresion funcional en levaduras se lograron en 1997 (Dowd et al., 1997;
Roche et al., 1997). Recientemente Golden y cols. realizaron ensayos utilizando
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la Cat L1 recombinante de F. hepatica (fFhCat L1) como vacuna en ganado
bovino, obteniendo resultados poco alentadores; no observdndose una
reduccién significativa en la cantidad de gusanos (Golden et al., 2010). En este
contexto, si bien la inmunizacién en cabras con rFhCat L1tampoco indujo un
descenso en la carga de gusanos ni en la viabilidad de los huevos, se
determind un reduccién en el dano hepdtico (Perez-Ecija et al., 2010).

(a) Larvainfectiva (b) Estadio inmadusro (c) Estadio maduro

diCpoiiid © LdiCpailid o ¥ DI oIid Ld

Catoncnal? Cotengna 12 ‘J/ Cotengna 12

Catepsina L1 Catepsina L5

TiBS

Figura 1.5. Regulacién de las catepsinas en el desarrollo de F. hepatica, trematodo que
atraviesa ciclos bioldgicos complejos que involucran transiciones entre tejidos y érganos del
huésped. Movimientos de un sitio al otro, durante la progresién del ciclo, estdn asociados con la
expresion diferencial de catepsinas. (a) La penetracién de la pared intestinal del huésped, por el
JRD, estd facilitada por la secrecidon de enzimas proteoliticas. Este proceso involucra a las
catepsinas B y catepsinas L3. (b) La migracién de los gusanos inmaduros a través del tejido
hepdtico corresponde a un periodo de rdpido crecimiento y desarrollo del pardsito. A esta
altura, la degradacién proteica de las proteinas del huésped se logra principalmente por las
catepsinas L1 y L2, a pesar de que algunas catepsinas B, L3 y L4 pueden mantener su actividad.
(c) F. hepatica adulta reside dentro de los ductos biliares donde se alimenta de la sangre del
huésped. Andlisis protedmicos mostraron que las catepsinas L1, L2 y L5 son las Unicas proteasas
secretadas por el gusano adulto, indicando, de esta forma, funciones cruciales de estas enzimas
en la penetraciéon de las paredes de los ductos biliares y en la digestion de la hemoglobina del
huésped de (Robinson et al., 2008)

Las catepsinas B en F. hepatica son expresadas predominantemente en los
JRDs, durante el estadio invasivo temprano (Law et al., 2003; Cancela et al.,
2008). Las funciones de esta clase de catepsinas son casi desconocidas pero
se presumen similares a las definidas para las FhCat L1 y L2 de adultos.
Beckham y cols., en 2009, demostraron la importancia de una de las Cat B,
FhCat B1, para la supervivencia y el adecuado funcionamiento del JRD. ADNc
que codifican para la Cat B han sido clonados y expresados (Cancela et al.,
2008; Beckham et al., 2009).

Se ha realizado una prueba de inmunizacién inoculando con una mezcla de
FhCat L1 y Hb. Esta preparacién indujo niveles de proteccién de 52%, lo cual
muestra una marcada diferencia con los valores obtenidos utilizando los
antigenos por separado. Ademds, se observé una reduccién de la viabilidad
de los huevos mayor al 55%. Los mayores niveles de proteccién se obtuvieron all
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vacunar con una mezcla de FhCat L2 y Hb, la cual indujo un 72.4% de
proteccioén (Dalton et al., 1996).

Recientemente, Jarayqj y cols. (2009) realizaron inmunizaciones con una
vacuna multivalente, en la que se expresaban una proteasa aislada de
metacercarias (Cat L1g), otra de JRDs (Cat B) y una de adultos (Cat L5). Los
resultados de los experimentos de vacunacién con catepsinas se detallan en
la tabla X.

Tabla X. Niveles de proteccion obtenidos, en relacidén al nUmero de gusanos recuperados,
utilizando catepsinas como inmundgeno

Antigeno Naturaleza Huésped Proteccion Referencias
Catl N Oveja 0% Wijffels et al., 1994
Cat L1 N Oveja 34% Piacenza et al., 1999

N Vaca 42-69% Dalton et al., 1996

N Vaca sig. Mozos Mora et al., 2010

R Vaca 48.2% Golden et al., 2010
Cat L2 N Oveja 33% Piacenza et al., 1999
CatB R Cabra n.s. Perez-Ecija et al., 2010
Cat L3 R Rata 52% Reszka et al., 2005
CatB R Rata 60% Jayaraj ef al., 2009
Cat L5 R Rata 51% Jayaragj et al., 2009
Catlig R Rata 43% Jayaraj et al., 2009
Cat B+ Cat L5 R Rata 83% Jayaragj et al., 2009
Cat B+ Cat L1g R Rata 66% Jayaragj et al., 2009
Catl5+ Catllg R Rata 60% Jayaragj et al., 2009
Cat L5+ R Rata 63% Jayaragj et al., 2009
Cat L1g+ Cat B
Cat L1 + Cat L2 N Oveja 60% Piacenza et al., 1999
Cat Ll + Hb N vaca 52% Dalton ef al., 1996
Catl2 + Hb N vaca 72% Dalton ef al., 1996

N= nativa; R= recombinante; n.s.= no significativa; sig.= significativa

Las aminopeptidasas constituyen un grupo de exopeptidasas muy diverso, con
una amplia distribucidon en los tres reinos. Su denominacidn se debe a que
catalizan la hidrdlisis de los residuos aminoacidicos del extremo amino terminall
de proteinas y péptidos. Juegan un rol importante en la homeostasis celular,
crecimiento y desarrollo, y defensa (Matsui et al., 2006).

La clasificaciéon de este grupo es bastante compleja debido a la gran
heterogeneidad de sus integrantes: se puede hacer en base al niUmero de
aminodcidos que eliminan; respecto a la especificidad con la cual remueven
los residuos aminoacidicos; segun la localizacion; por la susceptibilidad a la
inhibicién por la bestatina u otros inhibidores; por su pH éptimo y en base al
contenido del iobn metdlico (Taylor, 1993).
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Las LAPs pertenecientes a las familias M1 y MI17 constituyen un grupo de
metalopeptidasas ubicuas, dependientes del idn zinc, que catalizan la
remocion de residuos de leucina de proteinas y péptidos. Ademds, tienen
distintas especificidades de sustrato: son capaces de hidrolizar otros
aminodcidos como la arginina, alanina, fenilinina; la bestatina es su inhibidor
especifico (Taylor, 1993; McCarthy et al., 2004; Matsui et al., 2006). Los dominios
cataliticos de M1y M17 se diferencian por la presencia y ausencia del motivo
metalopeptidasa HEXXH, respectivamente (Rawlings et al., 2006). Asimismo,
mientras las LAPs de la familia M17 son hexaméricas y unen dos cationes, las
peptidasas M1 con actividad LAP no son hexaméricas y unen solo un catién.
(Matsui et al., 2006).

Se ha determinado la estructura tridimensional, mediante cristalografia de
rayos X, para la LAP de la familia M17 del cristalino del bovino (bLAP)(Burley et
al., 1990), Escherichia coli (pepA) (Strater et al., 1999) y Plasmodium falciparum
(PFA-M17) (McGowan et al., 2010). En todos los casos se observo la estructura
homohexamérica caracteristica de la enzima, organizadas en dos lineas de
trimeros, donde cada mondmero posee dos sitios de coordinacion de metal
localizados en el dominio carboxi terminal junto al sitio catalitico. Cada
subunidad tiene dos sitios de unién al idn metal no equivalentes. Ambos iones
participan en la unidn al sustrato y la catdlisis. Los iones magnesio o
manganeso parecen estar presentes en las LAPs activas, debido a que estos
iones son potentes activadores de las LAPs animales, vegetales y microbianas
(Matsui ef al., 2006).

En 1998, Acosta y cols., aislaron una exopeptidasa del extracto soluble en
detergente de F. hepatica, que de acuerdo a la caracterizacién ya descrita,
la enzima comparte algunos requerimientos de los miembros de la familia M17,
y la caracterizaron como leucin aminopeptidasa (LAP) debido a su
especificidad preferencial sobre el sustrato sintético fluorogénico luecina-7-
amino-4-metilcumarin (Leu-AMC). Métodos de histoquimica mostraron que la
actividad LAP en este trematodo estaba asociada con las células epiteliales
gue cubren el fracto digestivo del pardsito. Dada la muy baja actividad LAP
en los PES se propuso que esta enzima participaria en el catabolismo de
péptidos que son generados por la degradacidon de las proteinas sanguineas y
de los tejidos del hospedero dentro de la luz intestinal mediante
endoproteinasas, como las catepsinas L; y que luego son absorbidos por las
células epiteliales (Acosta et al., 1998).

El primer ensayo de vacunacion con LAP se realizd por nuestro laboratorio
utilizando la proteina nativa (FRLAPN). Se inmunizaron ovejas con LAP sola o en
combinacion con Cat L1 y Cat L2 usando el adyuvante de Freund. Los
resultados obtenidos fueron muy alentadores, ya que se logré una reducciéon
significativa en el nUmero de gusanos del 89.6% en el primero y 78% en el
segundo, respecto al grupo control (Tabla XI). Ademds, se observd que el dano
hepdtico de los animales inmunizados era minimo (Piacenza et al., 1999).

Por otra parte, a partir de una biblioteca de ADNc se logrd clonar y expresar
una leucin aminopeptidasa recombinante hexamérica, funcional de F.
hepatica (FhLAPr), con caracteristicas bioguimicas similares a la nativa.
Asimismo, cuando se analizan por medio de espectrometria de masa MALDI-
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TOF las distintas bandas en que se resuelve la proteina nativa inoculada
previamente se observa que todas ellas corresponden a secuencias de la
proteina recombinante expresada. Ademds, se determind la expresion de la
LAP no sélo en adultos sino también en huevos, metacercarias y JRDs; y por
medio de inmunomicroscopia electrénica se confimd su localizacién en el
citosol de las células epiteliales del intestino de los gusanos adultos con
especial predileccién por las microvellosidades apicales (Acosta et al., 2008).

Asimismo, se comprobd que la FhLAPr era reconocida por anticuerpos de
animales inmunizados con la enzima nativa, y también se estudié el potencial
inmunogénico de esta enzima recombinante en conejos en adyuvante de
Freund, mostrando una fuerte respuesta de anticuerpos y una proteccion
significativa del 78% frente al desafio con metacercarias (Tabla XI) (Acosta et
al., 2008).

Tabla XI. Reduccién del nUmero de gusanos en animales vacunados con FhLAP

Proteinas Naturaleza Huésped Proteccion Referencias
FhLAPnN N Oveja 89.6% Piacenza et al., 1999
FhCat L1 + N Oveja 78% Piacenza et al., 1999
FhCat L2 +
FhLAPNn
FhLAPr R Conejo 78% Acosta et al., 2008
FhLAPr R Oveja 86,9% Maggioli et al., 2011

N= nativa; R=recombinante

En funcién de los niveles de proteccion alcanzados por la LAP nativa en ovejas,
y la proteccidon inducida por la enzima recombinante en conejos,
recientemente se realizd un amplio ensayo de vacunacién en ovejas que
fueron inmunizadas con FhLAPr combinada con adyuvantes de distinto fipo,
algunos de uso comercial de forma subcutdnea, y luego desafiadas oralmente
con metacercarias (Maggioli et al., 2011). Los resultados obtenidos, a partir de
este ensayo, fueron prometedores y concordantes con los alcanzados en
ensayos anteriores. La inmunizacién con FhLAPr indujo una reduccion
significativa con todos los adyuvantes probados: La mayor proteccién lograda
(86,9%) se obtuvo al administrar la FhLAPr con adyuvante hidréxido de aluminio
(Alum). Con el adyuvante de Freund se obtuvo una reduccién del 83,8%; el
grupo Adyuvac 50 (adyuvante aprobado en nuestro pais para el uso en
rumiantes), 74,4%; en el grupo vacunado con Ribi, 49,.8%; y el que obtuvo
menor proteccion fue el grupo DEAE-D que presentd 49,5% de reduccion,
respecto al control. La reduccidén en el dano hepdtico y el nUmero de gusanos
no se vio acompanada con un cambio en el tamano de éstos. Esto hace que
FhLAPr sea, en la actualidad uno de los candidatos vaccinales contra F.
hepatica con mayor potencial comercial (Maggioli et al., 2011).

Uno de los cuellos de botella que presenta el actual sistema de expresidon vy
produccién de la enzima recombinante con vistas al escalado, es la baja
recuperacion a la que se suman los costos asociados al uso de IPTG como
inductor.

En vista del éxito obtenido en la inmunizacién de animales con la leucin
aminopepfidasa recombinante, consideramos importante optimizar los niveles
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de expresidn de la proteina de forma que permita el escalado productivo a
costos rentables pensando en su aplicacidn masiva por parte de los
productores.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos generales

- Mejorar la productividad del sistema de expresion bacteriano de la LAP.
- Modificar el vector de expresidon con vistas a desarrollar un protocolo de
autoinduccion.

- Profundizar en el conocimiento de ofras actividades aminopeptidasas
en F. hepatica.

2.2 Objetivos especificos
- Caracterizar actividades tipo aminopeptidasas de los extractos SOM vy
DOC de F. hepatica.

- Opftimizar el protocolo de produccion realizado por Acosta (2005) a
diferentes niveles: tiempo de induccidn, extraccidon de la proteina del
paguete celular y autoinduccion.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Reactivos

La colonias de E. coli One TOP 10 se adquirieron en Invitrogen, asi como la
resina quelante Sepharose Probond. El DTT fue comprado en Applichem, del
mismo modo que el metanol y el Tris. El kit BCA se obtuvo de Pierce Thermo
Scientific. El medio de cultivo Luria Bertani fue de BD. El detergente polisorbato
de Tween 20 procedié de Biobasic Inc.. La leche descremada en polvo era de
Molico. El el dcido acético, etanol y el cloruro de sodio se obtuvieron de Dorwil.
Los sustratos fluoréforos Met-AMC y Cys-AMC fueron adquiridos en Bachem. Los
otros procedieron de Sigma, USA, de donde también se obtuvieron el resto de
los reactivos.

3.2 Produccion de la proteina recombinante
3.2.1 Expresion de la FhLAPr

Se partié de una colonia de E. coli One hot TOP10 (Invitrogen) transformada
con el pldsmido recombinante pThio-FhLAP (Acosta et al., 2008). Se cultivd en 5
mL de medio Luria Bertani (LB) con ampicilina (Amp), 100 pg/mL, a 37 °C en
agitacién a 250 rom durante toda la noche. Luego el indculo se trasvasd a un
matraz de 250 mL conteniendo 50 mL de LB y se incubd en las mismas
condiciones hasta que la densidad éptica (DO) a 600 nm fuera 0,6 medido en
espectrofotébmetro. Posteriormente, se indujo la expresién con el agregado de
IPTG en una concentracién final (Cs) de 1T mM. El cultivo se incubd a 28 °C en
agitacién a 250 rpm por 2 hs.

3.2.2 Lisis celular

El cultivo se centrifugd a 4000 rom por 30 min a 4 °C, se descartd el
sobrenadante (SND) y el paquete celular se resuspendié en 25 mL de tampdn
de lisis (Tris 0,05 M, NaCl 0,1 M, Imidazol 0,005 mM, pH 8,5). La lisis celular se llevd
a cabo sonicando durante 1 min a intervalos de 30 seg, con pulsos de 40%
poder en un homogeneizador de ulfrasonido (Cole Parmer 4710).
Inmediatamente se congeld rdpidamente a -80 °C en bano de alcohol y se
descongeld en bano a 37 °C. Luego de 3 ciclos de sonicado/ congelado/
descongelado, se centrifugd a 14000 rpm por 20 min a 4 °C y se descartd la
fraccion insoluble.

3.2.3 Purificacion de la enzima recombinante

La proteina recombinante se purificd utilizando cromatografia de afinidad. El
sobrenadante obtenido de la centrifugacion se aplicd a una columna de
resina quelante Sepharose ProBond (Invitrogen) equiliorada con tampdn de
estabilizacién (Tris 0,05 M, NaCl 0,1 M, pH 8,7). Luego se eluyd con un gradiente
discontinuo de Imidazol a 20 mM y 50 mM, en tampdn de estabilizacién,
colectando fracciones de 1 mL. Previo a la aplicacion de la muestra, se lavé la
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columna con 10 mL de agua destilada, con el fin de eliminar el etanol; se
cargd la matriz con 3 mL de sulfato de niquel 0,4 M; se lavd la columna con
agua destilada y se la equilibré con tampdn de estabilizacion.

3.2.4 Determinacion de la concentracion proteica

La concentracion de proteina se midié por el método del dcido bicinconinico
(BCA) con el kit comercial BCA Protein Assay Kit (Pierce) adaptado para
microplaca segun especificaciones del fabricante. Se realizé una curva
Standard, con seroalbUmina bovina (BSA) en el rango 0,02-0,5 mg/ml.

3.2.5 Analisis de la purificacion de FALAP por SDS-PAGE

Con el fin de determinar la presencia y la pureza de las alicuotas obtenidas en
la purificacién de la FhLAP recombinante, se readlizaron separaciones
electroforéticas de proteinas en condiciones desnaturalizantes utilizando geles
al 12,5% de acrilamida (Laemmli, 1970). Las muestras se corrieron a intensidad
constante. Como marcador de peso molecular se utilizd uno de amplio rango
entre 205 KDa a 6,5 KDa (Sigma Marker Wide Range, Sigma). Las finciones se
realizaron con azul brilante Coomasie R 250 0,1% en solucién decolorante
(metanol: dcido acético: agua destilada (45:10:45 v/v)) & por tincién con
nitrato de plata al 0,1%, para el caso de muestras con menor concentraciéon
de proteinas.

3.2.6 Determinacion de actividad enzimatica de la FhLAPr

La actividad proteolitica de la FhLAPr se midié por fluorimetria utilizando amino-
metilcomarina (AMC), acoplado a su sustrato, en este caso la leucina (Leu-
AMC). En el ensayo lo que se determina es la cantidad de AMC liberada. Se
realizé una curva estdndar de AMC (0,1 uM-1 uM) que se corridé en paralelo
durante el ensayo. Las muestras fueron incubadas durante 1 h a 37 °C con
MnCl2 T mM (cofactor) en tampdn glicina 0,1 M pH 8,5, con el fin de activar la
enzima. Luego se agregd Leu-AMC 20 UM vy se incubd durante 1 h a 37 °C. Se
detuvo la reaccidén con el agregado de dcido acético 1,7M y se midid la
liberacién de AMC en un fluorimetro Sequoia-Turner M450 (Sequoia-Turner,
Tokyo, Japan) a Aexcitacion 360 NM Yy Aemision 430 nm. Una unidad enzimdtica se
define, en este caso, como la liberacién de Tmmol de AMC por minuto (1 U=1
mMmMolAMC/min).

3.2.7 Inmunoblot

Para la inmunodeteccién de FhLAP, las fracciones que contenian actividad
enzimdtica fueron sometidas a una electroforesis en gel de acrilamida 10%,
SDS-PAGE, tal como fue descrito. Las proteinas separadas en funcién de su
tamano, se electrotransfirieron en una unidad de electrotransferencia semi-
humeda (Atto, Japdn) (Towbin et al., 1979). Luego ésta se bloqued en solucién
de bloqueo (tampdn fosfato salino 1X (PBS) conteniendo detergente
polisorbato 20 (Tween 20) vy 5 % de leche descremada), durante 1 h a
temperatura ambiente. Para detectar la proteina de interés, se incubd durante
1 h con anticuerpo anti-FhLAPr producido en conejo 1:2000, en solucién de
blogueo. Posteriormente se lavd la membrana 3 veces con solucidn PBS-Tween
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20 por periodos de 5 min y se la incubd con anti-IgG de conejo conjugado a
fosfatasa alcalina 1:4000 en solucion de blogueo durante 1 h. La membrana
fue luego lavada como se describié anteriormente y luego se lavd 2 veces con
PBS. Por Ultimo, se reveld con una solucion que contenia azul de nitrotetrazoilo
(NBT) y 5-Bromo-4-cloro-3-indoil fosfato en tampdn carbonato (pH 9.87, MgClI 1
mM). Para detener la tincién se agregd agua destilada a la membrana.

3.3 Optimizacion de parametros para la obtencion de proteina
soluble

3.3.1 Variacion en el tiempo de induccion

Inicialmente, se evalud el efecto del tiempo de induccidn sobre la cantidad
de proteina soluble producida. Para ello se siguid el protocolo tal como se
describe en 3.1.1 con la diferencia de que se varid el tiempo de induccién,
luego del agregado de IPTG, de 2 hs a 6 hs, extrayendo 50 mL de cultivo cada
1 h. Una vez finalizada la etapa de induccidn se separd el paquete celular por
centrifugacién y se lo tfraté como en 3.1.2 (Fig. 3.1 (a)).

3.3.2 Extraccion de FhLAPr del paquete celular

Con el fin de determinar la cantidad de proteina recombinante que se puede
recuperar del material sedimentado se repitieron los pasos detallados en 3.1.2.
Se realizd este tratamiento a cada uno de los paquetes celulares obtenidos
para los diferentes tiempos de induccidon. Luego de realizada la lisis celular, el
sobrenadante obtenido de la centrifugaciéon fue purificado como se detalla
en 3.2.3 (Fig. 3.1 (b)).
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3.4 Cambio de vector de expresion para la autoinduccion
3.4.1 Amplificacion por PCR
El ADNc que codifica para la FhLAP fue amplificado por PCR utilizando como

molde el pldsmido recombinante pThio-FhLAP. La mezcla de reaccién y el
programa utilizado en la PCR fue:

Reaccion:
ADNC 1,0 L Programa:
Tampon 10X 2,54l Temp(°C) | tiempo Funcién
DNTPs (10mM) 2,5uL 94 5min | Desnaturalizaciéon
Oligo 1 (10 uM) 1,0 L > 94 30 seg | Desnaturalizacion
Oligo 2 (10 uM) 1,0 pL X 35 50 1 min Hibridacion
Taq (5U/ul) 0,25 L — 72 2 min Elongacién

' 72 10 min Elongacién

H20 estéril c.s.p. 25 uL
Como oligonucleotidos se incluyeron:

Kpnl (5" AATGGTACCITATGGCGGCGITGGCTIGTGGGC 37)
Sacl (5" TTIGAGCTCACTATITGAATCCCAGTCGTIGGTA 37)

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al
0,7% en buffer TAE 1X (Tris 40 mM, &cido acético 20 mM, EDTA 1 mM, pH8,0). En
cada gel se sembraron SuL de producto por pocillo con 1 uL de buffer de
carga 6X (0.25% xilencianol, 0.25% azul de bromofenol, 30% glicerol (v/v)). El gel
se mantuvo a una diferencia de potencial de 80 V por 2 hs y las bandas se
revelaron con bromuro de etidio (1 ug/mL). Dichas bandas se visualizaron
utilizando un fransiluminador UV. El fragmento amplificado tenia un peso
molecular esperado vy se purificd del gel utilizando kit QIAguick Gel Extraction
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.2 Clonacion y expresion de la FWLAPr en el vector pET50b(+)

Con el objetivo de lograr que la proteina recombinante se exprese por
autoinduccién se clondé la FhLAPr en el vector de expresion pET50b(+)
(Novagen) El fragmento amplificado digerido con las enzimas de restriccion
Kpnl y Sacl se clond en el vector previamente digerido con las mismas enzimas
de restriccion (Fig. 3.2). Posteriormente, se transformaron E. coli XL1-Blue
utilizando la mezcla de ligacion. Para ello, se realizd una transformacién por
choque térmico, brevemente, se incubd 30 min en hielo y luego se indujo la
entrada del producto de ligacién por choque térmico a 42 °C por 2 min. Las
células se recuperaron con la adicién de 850 mL de medio LB y se incubaron 1
h a 37 °C con agitacion a 250 rpm. Por Ultimo, se sembrd la suspensién en
medio LB agar suplementado con 50 ug/mL de kanamicina.

A partir de una colonia crecida en agar LB/Kan se realizé un cultivo de 2 mL en

medio LB/Kan durante 12 hs a 37 °C y agitacién a 250 rom. Se colectaron las
bacterias por centrifugacion a 15.000 rpm por 5 min y se exiragjo el ADN
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plasmidico usando el QIAGEN Pasmid Mini kit (Qiagen). Esta extraccidén se basa
en una lisis celular bajo condiciones bdsicas y posterior purificacion de acidos
nucleicos por cromatografia de intercambio ibnico. Para confimar la
presencia del pldsmido recombinante de interés (pET-FhLAP) se realizd una
digestidn con las enzimas de restriccidon Kpnl y Sacl durante toda la noche a
temperatura ambiente. Luego se realizd una electroforesis en gel de agarosa
0,7% para verificar la presencia del fragmento esperado (alrededor de 1500

pb).

Para expresar la FhLAP se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) utilizando
el pladsmido recombinante pET-FhLAP.
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Figura 3.2. Estrategia de clonado y mapa del vector de expresion. La regidén codificante FhLAP
fue amplificada por PCR con cebadores especificos y clonada en marco en el vector pET50b(+).

3.5 Ensayos autoinduccion
3.5.1 Agregado de lactosa y glicerol

Con el fin de conocer el efecto del agregado de lactosa y dglicerol en la
cantidad de FhLAPr producida, se readlizaron ensayos de produccion de la
proteina (3.2), pero agregdndole lactosa, 0,1 mM y 0,5 mM, o glicerol como
detalla anteriormente Studier (2005). Posteriormente los extractos crudos fueron
separados electroforéticamente por medio de electroforesis en gel de
acrilamida al 12,5% de modo de observar, cualitativamente, diferencias en |os
niveles de expresion.
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3.5.2 Fermentacion en botellas de polietileno tereftalato (PET)

Se realizd la produccién de FhLAPr en iguales condiciones que en 3.1.2, con la
diferencia que el cultivo se realizd en botellas de PET de 500 mL de uso
comercial, previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio. Como control
se utilizaron matraces tipo Erlenmeyer de 500 mL (Millard et al., 2003). Para
andlizar la incidencia de este factor en la produccidn de proteina
recombinante se realizaron electroforesis en gel de acrilamida al 12,5%.

3.6 Busqueda de otras aminopeptidasas en extractos de F.
hepatica

3.6.1 Extractos somaticos

Para la obtencidn del extracto somdtico (SOM), los gusanos adultos
provenientes de higados bovinos obtenidos en frigorificos locales, fueron
lavados varias veces con PBS y luego fueron homogenizados con PBS en un
homogeneizador de vidrio. Posteriormente, el homogeneizado fue
ulfrasonicado en un bano de hielo por 30 min, con pulsos de 60 seg (20%
poder) y pausas de 30 seg, utilizando un homogeneizador de ultrasonido (Cole
Parmer 4710); luego se centrifugd a 21.000 g por 30 min a 4 °C, y el
sobrenadante se conservd a -80 °C hasta su uso (Acosta et al., 1998).

Para la obtencién del extracto soluble en DOC se trataron los gusanos vivos y
limpios con una solucién de deoxicolato de sodio al 1% en dglicina 0,15 M, NaCl
0.5 M, pH 9.0 a temperatura ambiente por 1 h bajo agitacién suave;
posteriormente se incubaron a 37 °C. y luego a 4 °C por 30 min, siempre
manteniendo la agitacién suave. Por Ultimo se retiraron los gusanos y el
decantado se centrifugd 10.000 x g a 4 °C por 30 min. El DOC asi obtenido se
alicuotd y se guardd a -80 °C hasta su utilizacién. (Acosta et al., 1998).

3.6.2 Sustratos y condiciones de ensayo

La presencia de actividades aminopeptidasas de los extractos SOM y DOC de
F. hepatica fue analizada por fluorimetria utilizando sustratos comerciales
compuestos por distinfos aminodcidos acoplados a AMC. Los sustratos
utilizados fueron Leu-AMC, Cys-AMC, Arg-AMC, Met-AMC, Tyr-AMC, Ala-AMC,
lle-AMC, Ser-AMC, Val-AMC, Pro-AMC y Asp-AMC. Los sustratos se mantuvieron
en soluciones stock a 10 mM o 100 mM en dimetilformamida o agua destilada
segun corresponda, a -20 °C hasta su uso. Los ensayos se realizaron a una
concentracion final de sustrato de 20 uM utilizando 100 ug de proteinas del
extracto, en tres tampones diferentes, tampdn glicina 0,1 M pH 8,0, 1,0 mM
MnClz; tampon Tris-HCI 0,1 M pH 7,0; y 1,0 mM MnClz, tampon fosfato 0,1 M pH
5,5, 1,0 mM MnClz, en un volumen final de reacciéon de 1 mL. Las muestras
fueron incubadas en un bano a 37 °C por 60 min en agitacién vy luego la
reaccién se detuvo con el agregado de 200 uL de d&cido acético 1,7 M. Para
cada ensayo se prepard una curva de calibracion con el fluoréforo AMC en el
rango de concentracién de 0,1 uM a 1,0 uM. La cantidad de AMC liberada en
la hidrdlisis enzimdtica se midid en un fluorimetro (Sequoia-Turner, Tokyo, Japan)
con longitudes de onda de excitacion y emision de 360 nm y 430 nm,
respectivamente. Arbitrariamente, se definidé que una unidad de actividad
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enzimdtica como la cantidad que cataliza la liberacién de 1 mmol de AMC
por minuto a 37 °C.

3.6.3 Efecto de inhibidores sobre la actividad enzimatica

Se determind el efecto de los inhibidores de proteasa sobre la FNLAPr con el fin
de diferenciar las eventuales inhibiciones en la actividad amidolitica
observada sobre diferentes aminodcidos en los extractos DOC y somdtico.
Para ello, se realizaron ensayos fluorimétricos a partir de una concentracion de
enzima de 0,0029 mM. Los inhibidores utilizados fueron bestatina 10 uM vy
cisteina 10 uM y 100 uM. Los ensayos se realizaron en tampdn glicina 0,1 M pH
8,0. La enzima fue pre-incubada a 37 °C por 10 min con el inhibidor y
seguidamente se le agregé el sustrato y se lo dejd incubar por 60 min en bano
a 37 °C en agitacién. Posteriormente se procedié como en 3.6.2.
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4. RESULTADOS
4.1 Produccion y purificacion de la proteina recombinante

El andlisis por SDS-PAGE en geles al 12,5% de los extractos celulares totales de
los cultivos inducidos con TMm IPTG revelaron una banda de peso molecular
aparente de 67 kDa que corresponde a la FhLAP (56,4 kDa) conteniendo la
tiorredoxina de E. coli (11.7 kDa) que contiene un cola de histidinas (Acosta et
al., 2008). La banda se puede observar en la figura 4.1.

MW _ Extracto
165 kD4 ———
-— S [ APr
S5kDa —
45kUa w
36kDa  —

Figura 4.1.Andlisis por SDS-PAGE 12,5% de la purificacion de FhLAPr a partir del extracto libre de
celulas por cromatografia de afinidad (Extracto). MWM: Marcador de peso molecular.

4.2 Optimizacion de parametros para la obtencion de proteina
soluble

Para lograr el mejor aprovechamiento de la expresién de la FhLAPr se analizé
la incidencia del tiempo de induccidén, con IPTG T mM, en los niveles de
expresion, y la capacidad de recuperar proteina del paquete celular obtenido
luego de la lisis celular del cultivo. De los ensayos realizados se obtuvieron 10
muestras, las cuales pasaron, posteriormente, por un paso de purificacion. De
las 10 muestras, 5 corresponden a los sobrenadantes (S) obtenidos luego de la
lisis celular de los cultivos de E. coli BL21 que expresan la FhLAPr, inducidos por
IPTG 1 mM, a diferentes tiempos (2, 3, 4, 5 y 6 hs). A los paquetes celulares
obtenidos luego del tratamiento de lisis se les realizé una nueva lisis celular con
posterior centrifugacién, constituyendo con los sobrenadantes obtenidos las
otras 5 muestras (P). (Fig. 4.2(f)).

Luego de la aplicacién por cromatografia de afinidad con Nzt de los
sobrenadantes de los cultivos y los sobrenadantes de los paquetes celulares se
midié la actividad enzimdtica de una alicuota eluida luego del agregado de
imidazol 20 mM, para cada una de las muestras (Tabla Xll). Al analizar los
valores obtenidos se observa que en las primeras horas de inducciéon la
actividad es mayor en el sobrenadante que en el paquete celular, y que a
medida que se aumenta el tiempo de induccidn esta tendencia se revierte y
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se observa mayor actividad en el paquete celular. La induccién con IPTG por 6
hs genera un efecto negativo en la producciéon de FhLAP, ya que la actividad
se ve notablemente disminuida en ambos exfractos. A las 4 hs de induccion, si
se suman las actividades obtenidas de los sobrenadantes de los cultivos y de
los paguetes celulares se obtiene el valor mds alto.

Tabla Xll. Actividad enzimdtica (U/mg proteina) de la FhLAPr

Muestra Horas de induccion Actividad especifica
(U/mg)
S2 2 1170 £ 496
P2 670+ 31
S3 3 1322 +71
P3 406+ 18
S4 4 1178 £ 84
P4 1305 £ 66
S5 5 445 + 26
P5 1466 £ 36
S6 6 243 £ 29
P6 127 £ 36

Al analizar la banda de 67 kDa, que corresponde a FhLAPr en los geles
obtenidos luego del SDS-PAGE 12,5% (Fig. 4.2), se observa que en las primeras
horas de induccidn las bandas proteicas que corresponden al sobrenadante
del cultivo son nitidas, mientras que aquellas que corresponden al paguete
celular son borrosas. Sin embargo, a las 4 y 5 hs de induccién las bandas son
similares tanto para el sobrenadante como para el paquete celular; y alas 6 hs
de expresion las bandas proteicas se observan nitidas en el paguete celular y
no tanto en el sobrenadante.

Si comparamos los valores de actividad enzimdtica obtenidos y la bandas
proteicas observadas en el SDS-PAGE, salvo para la muestras de 6 hs, hay una
concordancia enfre la actividad vy la nitidez de la banda proteica, por lo que
la presencia de la proteina recombinante en los paqguetes celulares de las
muestras analizadas es activa.
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Figura 4.2. Andlisis de la purificacién de FhLAPr por SDS-PAGE 12,5%. Optimizacion del tiempo de
induccidén con IPTG 1 mM y extraccién de proteina recombinante del paquete celular obtenido
luego de la lisis celular. (a) Esquema del proceso de extraccidn de la FhLAPr.Las muestras
recuadradas fueron aquellas que fueron sometidas al andlisis de concentracién de proteinas,
actividad enzimdtica y SDS-PAGE 12,5%. (b) Ensayo de 2 hs de induccidn; (c) Ensayo de 3 hs de
induccién; (d) Ensayo de 4 hs de induccién; (e) Ensayo de 5 hs de induccién; (f) Ensayo de é hs
de induccién.
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4.3 Modificacion del vector de expresion

Con el objetivo de producir la proteina de forma autoinducible para mejorar el
rendimiento de produccién de la proteina y reducir los costos mediante la
eliminacién del uso de IPTG se clond en forma exitosa la regidon codificante
para la FhLAP en el vector de expresidn pET50b(+) (Fig. 4.3(a)).La proteina fue
expresada a 28 °C, en presencia y ausencia de IPTG, pero al medir la actividad
enzimdtica por fluorimetria del sobrenadante obtenido luego de la lisis celular,
ésta fue menor a la esperada (Tabla Xlll). Ademds se observd una mayor
actividad en los cultivos en los cuales la expresidn de la proteina recombinante
fue inducida sin IPTG. Al visuadlizar los extractos (sobrenadante y paquete
celular) en un SDS-PAGE 12,5% en condiciones reductoras se observd que la
proteina se encontraba presente en el paquete celular totalmente precipitada
(Fig. 4.3 (b)).

Tabla Xlll. Actividad enzimdtica (U/mg proteina) de la FhLAPr

Muestra Actividad especifica
(U/mg)
FhLAP-pET50 c/IPTG 66,0 £ 33,5
FhLAP-pET50 s/IPTG 122+12,4

MW SND  Pellet
T L
(a) (b)
200kDa [N
165 kD = 5 e & FLAPT -ET50
97kba | »
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Figura 4.3. (a)Electroforesis en gel de agarosa al 0,7%, linea 1) ADNc de la FhLAPr
amplificado por PCR. (b) Andlisis de la expresion de la FhLAPr por SDS-PAGE 12,5%.
(SND) Extracto libre de células obtenido a partir de E. coli BL21 (D3) transformadas con
el pladsmido recombinante pETS0-FhLAP; (Pellet) paquete celular obtenido por
centrifugacion luego de la lisis celular.
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4.4 Ensayos autoinduccion

Con el propdsito de reducir los costos de produccion de la FhLAPr pensando
en una posible produccidn a gran escala, se intentd expresar la proteina
modificando el medio de cultivo, por el agregado de lactosa y/o gliceroal, sin la
adicion de IPTG. Los ensayos de agregado de lactosa y glicerol, en cualquiera
de sus concentraciones, no indujo la produccién de la proteina recombinante
obtenida; y en el caso de agregarla junto al IPTG, no se obtuvo un aumento en
la cantidad de proteina obtenida, respecto al control en el que solo se indujo
por el agregado de IPTG 1 mM (resultados no mostrados).

Millard y cols. (2003) demostraron que la expresion de proteinas en botellas de
PET comerciales aumentaba significativamente, debido a que se produce un
aumento en la aireaciéon del cultivo durante la incubacion. En nuestro caso la
fermentacion en botellas de PET de 500 mL no provocd un incremento en
produccién de FhLAPr obtenida, respecto al cultivo control realizado en
matraz tipo erlenmeyer de vidrio.

4.5 Ensayos fluorogénicos de actividad enzimatica

Con el fin de detectar la presencia de otras aminopeptidasas en F. hepatica,
se estudiaron los exfractos SOM y DOC. La hidrdélisis comparativa de los
aminodcidos sintéticos acoplados a AMC a diferentes pH, para estos extractos,
se muestran en las tablas XIV y XV, respectivamente.

Tabla XIV. Actividad (U/mg) especifica del extracto SOM en tampones con diferentes pH
utilizando diferentes sustratos fluorogénicos.*

Glicina Tris-HCI Fosfato

pH 8,5 pH7,0 pH 5.5
L-Leu-AMC 1904,6 £ 83,2 160,9 + 4,9 6,4%0,1
L-Cys-AMC 678,1 £59,7 2454+ 1,4 8,6+0,6
L-Arg-AMC 547,0£ 25,7 114,328 53%0,1
L-Met-AMC 448,9 £ 88,1 76,352 73+0,3
L-Ala-AMC 37,637 21,7+0,5 0
L-lle-AMC 24,7+3,4 159+0,5 55+0,3
L-Tyr-AMC 67,412 26,4+1,3 60+0,1
L-Pro-AMC 98+24 23,715 57%0.3
L-Ser-AMC 240+1,3 143+0,5 0
L-Val-AMC 179+£0,2 14,3+0,1 7,6+0,3
L-Asp-AMC 0 11,3+0,3 0

*Cada sustrato fue probado a una concentraciéon de 20 uM vy se utilizaron 100 ug de proteina
para cada ensayo. Cada valor representa el promedio de muestras por duplicado incubadas
en forma separada, Los valores estdn expresados en U/mg proteina.
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Tabla XV. Actividad especifica (U/mg) del extracto soluble al deoxicolato (DOC) de F. hepatica
en tampones con diferentes pH utilizando diferentes sustratos fluorogénicos.*

Glicina Tris-HCI Fosfato

pH 8,5 pH7,0 pH 5,5
L-Leu-AMC 1401,0 £ 428,3 300,7 1,4 6,7%0,6
L-Cys-AMC 637,2+59 328,7+0,5 10,3+£0,3
L-Arg-AMC 1226,2 £107,7 283,4+2,4 6,5%0,1
L-Met-AMC 510,4£1,5 1493+ 6,0 92+0,3
L-Ala-AMC 499+0,5 179+£0,2 55+0,3
L-lle-AMC 36,4+26 192+0,5 71+£06
L-Tyr-AMC 94,1+0,2 37011 9.2+0,6
L-Pro-AMC 13,6 £3,9 13,7 +0,1 62%0,7
L-Ser-AMC 28,6 1,2 18,4+0,6 6,7%0,6
L-Val-AMC 24,1+£90 16,6 £0,6 82+0,3
L-Asp-AMC 0 150+1,7 20,7 £ 8,8

*Cada sustrato fue probado a una concenfracién de 20 uM y se utilizaron 100 ug de proteina
para cada ensayo. Cada valor representa el promedio de muestras por duplicado incubadas
en forma separada, Los valores estdn expresados en U/mg proteina.

En general, las actividades enzimdticas disminuyen a medida que disminuye el
pH, con excepcidén de las Asp-AMC gue tiende a aumentar al disminuir el pH.
Ademds, a pH dcido las actividades de las amidoliticas estudiadas tienden a
disminuir drdsticamente. Los sustratos que mayor actividad mostraron son Leu,
Cys, Arg y Met en tampdn apH 8,5y 7,0.

La actividad sobre Tyr reveld mayor actividad que la esperada, para todos los
tampones, sobre todo para el extracto DOC. Debido a que el clivaje de la Tyr-
AMC por el extracto se aleja lo suficiente del perfil de hidrdlisis de la FhLAP se
considerd analizar la existencia de una sensibilidad diferencial a la bestatina y
a la cisteina, dos compuestos que actuan como inhibidores, que pudiera
confirmar la presuncidén de que exista una aminopeptidasa diferente a la
FhLAP en este extracto. La inhibicién provocada para ambos sustratos sigue un
comportamiento similar. La actividad enzimdtica se ve inhibida casi
completamente por la bestatina 10 mM. Respecto a la cisteina, a medida que
se aumentd la concentraciéon se observd un mayor efecto inhibitorio, pero el
efecto que se obtuvo no fue significativo para ninguno de los dos casos. En la
tabla XVI se resumen los resultados, expresados como unidades de actividad
remanente frente a un control sin inhibidor.

Por Ultimo, la Cys-AMC, mostré mayor actividad que la Leu en los tampones
TrissHCI 0,1 M, pH 7,0 y tampdn fosfato 0,1 M, pH 5,5, para ambos extractos.

44



Resultados

Tabla XVI. Efecto de diferentes inhibidores en la actividad enzimdtica (U/ mg proteina)

Leu-AMC Tyr-AMC

Act. Enz Rez::ethte Act. Enz Rez:ncethte
s/inhibidor 505.2 + 85,2 100 370,2 + 44,0 100
Bestatina 10mM 10,8+ 2,0 2,1 8,9+3,7 2,4
Cys 10mM 415,9 + 85,2 82,3 378,5+2,9 102,2
Cys 100mM 382,6 £108,7 75,7 314,1£29 84.9
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5. DISCUSION

La fascioliasis, enfermedad provocada por el frematodo Fasciola hepatica,
causa pérdidas econdmicas millonarias a nivel mundial y en las Ultimas
décadas el aumento de casos en humanos ha ocasionado que esta patologia
sea considerada como una zoonosis emergente por la OMS (Mas-Coma,
2005a; Mas-Coma et al., 2005b). Actualmente, la fascioliasis en rumiantes se
conftrola principalmente mediante la administracién de drogas antihelminticas
y el manejo del pastoreo. La aparicidon de resistencia al TCBZ y la rdpida
propagacion de esta inefectividad (Fairweather & Boray, 1999a) hacen que la
bUsqueda de una vacuna contra este pardsito sea prioritaria.

A pesar de muchos anos de investigacién, aln no existe una vacuna
comercial. Los intentos para crear un candidato alternativo comenzaron en los
anos 50, mediante ensayos que consistian en administrarles a modelos
animales, varios extractos del gusano como el extracto somdtico crudo vy
antigenos del producto excrecién/secrecidn (revisado en Haroun & Hillyer,
1986). Posteriormente, las investigaciones se enfocaron especialmente hacia
ensayos donde se administraban vacunas atenuadas por iradiacién. En la
actualidad la busqueda se centra en antigenos definidos de tipo proteico,
(revisado por Spithill et al., 1999). Dentro de estos candidatos se encuentran las
proteasas de los pardsitos, que juegan un rol principal en el desarrollo, ya que
facilitan la invasion de los tejidos del huésped, colaboran en la digestion de las
proteinas del huésped, ayudan al pardsito a evadir la respuesta inmune del
huésped, entre otros (Tort et al., 1999; Dalton et al., 2003a)

Los estudios de vacunas con proteasas nativas y recombinantes de varias de
estas enzimas (Cat L1, L2 y L5, Cat B) estudiadas solas o en combinacion, en
distintos modelos, han demostrado niveles significativos de proteccidén en
algun momento. (Golden et al., 2010; Mozos Mora et al., 2010; Jayaragj et al.,
2009; Reszka et al., 2005; Piacenza et al., 1999; Dalton et al., 1996; Wijffels et al.,
1994) (Spithill & Dalton, 1998). Entre estos candidatos se encuentra la LAP que
induce niveles significativos de resistencia a infecciones de F. hepatfica en
oveja (nativa) y conejo (recombinante) (Piacenza et al., 1999; Acosta et al.,
2008; Maggioli et al., 2011). Su efectividad protectora involucra la reduccién
del dano hepdtico y el nUmero de gusanos. El mecanismo de accidén que
protege aun no estd claro, pero probablemente se relacione con el bloqueo
en los Ultimos pasos de la degradacién de péptidos que impedirian la
generacién de aminodcidos libres que el gusano emplea con fines anabdlicos.

Los estudios de caracterizacion de las LAPs en helmintos han aumentado en la
Ultima década, debido a potencial efectividad como candidato vaccinal. En
el frematodo Schisfosoma mansoni se han identificado dos leucin
aminopeptidasas, SmLAP1 y SmLAP2; la primera fue caracterizada y clonada
por el McCarthy y cols. (2004) que identificaron su participacion en la
emergencia del miracidio, ya que era inhibido en presencia de bestating;
ademds de estar involucrado en las etapas finales del catabolismo de la
hemoglobina del huésped. Asimismo, SmMLAP2 fue clonada por Rinaldi y cols.
(2009), quienes, mediante técnicas de ARN interferencia (ARNi), detectaron
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qgue ambas LAPS exhiben perfiles de expresion temporal diferentes durante el
ciclo biolégico de S. mansoni; ambas se expresan en el proceso de eclosidén de
los huevos, sin embargo SmLAP2 también se expresa en miracidio y en
esporocito. Por ofra parte, se purificd y caracterizé la LAP de Fasciola gigantica
(Mohamed et al., 2009). En el caso de Paragonimus westermani, ensayos
revelaron caracteristicas similares a S. mansoni tanto en su localizacién como
en la funcidén que cumple (Song et al., 2008).

En los intentos de definir la presencia de exopeptidasas de tipo amino vy
dipeptidil peptidasas en los extractos de F. hepatica fue que se identificd la
LAP, y desde fines de los anos 90 nuestro laboratorio ha realizado estudios
sobre la LAP como candidato vaccinal. Acosta y cols. (1998) lograron aislar y
caracterizar el perfil amidolitico de la FhLAP a partir del extracto soluble en
deoxicolato de gusanos adultos. Posteriormente, Piacenza y cols. (1999)
realizaron un ensayo de vacunaciéon en ovejas Corriedale empleando la FhLAP
nativa sola o en combinacién con las catepsinas L1 y L2. Los resultados
obtenidos en esa oportunidad fueron muy alentadores, ya que se obfuvo un
89% de proteccidn, respecto al control, en un modelo de animal que carece o
posee muy poca resistencia natural al pardsito. Posteriormente, Acosta y cols.
(2008), comunicaron el clonado y expresion funcional de una leucin
aminopeptidasa de F. hepatica y demostraron la identidad de la proteina
recombinante con la FhLAP nativa empleada inicialmente como antigeno.
Asimismo la inoculacion subcutdnea en conejos de la FhLAPr en combinacion
con adyuvante de Freund (completo mds incompleto) indujo una intensa
respuesta de tipo IgG asociada con altos niveles de proteccién (78%).

Con estos antecedentes es que recientemente se readlizaron ensayos de
vacunacion en ovejas. Para evaluar el potencial protector de la FhLAPr frente
a F. hepatica, ovejas fueron inmunizadas con FhLAPr, de forma subcutdnea, y
luego se las desafio oralmente con metacercarias del pardsito.
Simultdneamente, diversos adyuvantes fueron probados con el fin de evaluar
cudl es el inmunopotenciador mds adecuado (Maggioli et al, 2011). Los
resultfados obtenidos, a partir de este ensayo, fueron prometedores vy
concordantes con los alcanzados en ensayos anteriores. La inmunizacién con
FhLAPr indujo una reduccién significativa con todos los adyuvantes probados:
La mayor proteccidén lograda (86,9%) se obtuvo al administrar la FALAPr con
hidroxido de aluminio (Alum). Con el adyuvante de Freund se obtuvo una
reduccién del 83,8%; el grupo Adyuvac 50, 74,4%; en el grupo Ribi, 49,8%; vy el
gue obtuvo menor inmunoproteccion fue el grupo DEAE que presentd 49,5%
de reduccidn, respecto al control. Esto hace que la vacuna basada en FhLAPr
seq, en la actualidad uno de los candidatos con mayor potencial (Maggioli et
al., 2011).

Por la efectividad comprobada de la FhLAPr como candidato vaccinal, el
trabajo se orientd en optimizar los niveles de expresion de la proteina
recombinante como forma de mejorar la productividad y por tanto disminuir
los costos pensando en el posible escalado. En el protocolo original se indujo la
expresion de la proteina recombinante con una concentracion final de IPTG
de 1,0 mM por 2 hs en agitacion a 250 rom vy la FhLAPr se obtenia realizando
solo un ciclo de lisis celular (ver 3.1.2 en materiales y métodos), alcanzdndose
asi 3,5 mg/L de proteina (Acosta et al., 2008). Es por ello que los factores
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evaluados fueron el aumento en el tiempo de induccidn con IPTG vy la
recuperacion de la FhLAPr del material sedimentado en el paquete celular.

Al evaluar el efecto del aumento del tiempo de induccién se observd que
enfre las 2 y las 3 hs se obtiene la mayor actividad en el sobrenadante.
Asimismo, a las 4 hs de incubacidon, tiempo mdximo en que se favorece la
expresion de la proteina, fue el tiempo en el que se generd la mayor actividad
enzimdtica si se recupera la proteina del paquete celular. El agregado de una
etapa de lisis del paqguete celular permitid obtener buenos niveles de la enzima
activa y reduciria los costos de produccion.

Optimizar el tiempo de induccién con IPTG es un factor de vital importancia a
la hora de mantener la solubilidad de la proteina recombinante. Una limitacién
frecuente de la produccion de proteina recombinante en bacterias es la
formacién de agregados proteicos insolubles conocidos como cuerpos de
inclusion que habitualmente se forman durante la sobreexpresion de genes
clonados. Desde el punto de vista molecular, estos cuerpos se forman debido
a interacciones hidrofébicas inespecificas entre los polipéptidos (Ventura &
Villaverde, 2006). El resultado de este fendbmeno es una reduccion dramdtica
en la recuperaciéon de la proteina. El nivel de agregacién proteica estd
determinado por una combinacién de pardmetros que incluyen la
composicidon del medio de cultivo, la temperatura de crecimiento, la
velocidad de producciéon y el tiempo de induccion con IPTG (Strandberg &
Enfors, 1991). En nuestro caso, el efecto del aumento en el tiempo de
induccién, hasta 6 hs, con IPTG pudo haber provocado un incremento en |os
niveles de expresion proteica, lo que a su vez pudo haber ocasionado la
precipitacién de la proteina recombinante. Esto se vio reflejado en una
marcada disminucién en los valores de actividad enzimdtica.

Otra de las posibilidades para disminuir costos es lograr que la proteina
recombinante se exprese por autoinduccidn, ya que de esa manera se evita el
uso de IPTG, un inductor de alto costo. La clonacién de genes que codifican
para proteinas en vectores pET (Novagen), permite la autoinduccion, debido a
que la regidn que codifica para la proteina se encuentra bajo control de un
promotor T7, el cual es reconocido especificamente por T7 ARN polimerasa. La
secuencia que codifica para la T7 ARN polimerasa estd presente en el
cromosoma bajo el control del promotor inducible lacUV5, en huéspedes
como BL21 (Studier, 2005). El vector pET50b(+) estd disenado para clonar y
expresar a altos niveles proteinas fusionadas con la proteina NusA (NuseTag™),
compuesta por 495 aminodcidos. El hecho de que la proteina expresada por
el gen en el vector pET50b(+) estuviera precipitada pudo deberse al hecho de
gue la proteina fusionada es muy grande y se podria estar favoreciendo un
plegamiento incorrecto de la FhLAPr. Por otra parte, el agregado de proteinas
de fusidn a la proteina blanco también puede afectar la solubilidad de la
proteina recombinante y el plegamiento de la construccidn resultante
(Neubauer et al., 2006). Para solucionar este problema se podria, en un futuro,
realizar una nueva construccion utilizando un vector de expresion pET que
incorpore en uno de los extremos de la FhLAPr una cola de histidinas para
facilitar su purificacion.
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Debido a que la clonacién del gen FhLAP en los vectores pET no ocurrié de
acuerdo a lo esperado, se estudid el efecto del agregado de glicerol y lactosa
en los niveles de expresidon de proteina recombinante en el vector pThio-HisC.
La composicidn nutricional del ambiente es una de los principales
determinantes del tipo de enzimas catabdlicas que van a ser sintetizadas por
E. coli. Studier (2005) demostrd la autoinduccidén de proteinas en sistemas de
expresion T7 inducibles por IPTG mediante la modificacién del medio de
cultivo. La lactosa a concentfraciones de alrededor del 0,002% genera un
aumento en la induccién sin modificar la densidad del cultivo. Por otro lado, los
medios de cultivo suplementados con glicerol crecen a mayores densidades
antes y después de la induccidn, respecto a aquellos con lactosa como fuente
de carbono y energia (Studier, 2005). En nuestro caso, el hecho de que no
utiliz&ramos un vector de expresidon adecuado pudo afectar la obtencidén de
la FhLAPr por autoinduccion. Tampoco se observd un aumento en los niveles
de induccién, al incorporar IPTG, en medios de cultivo que contuvieran
glicerol. Ensayos posteriores utilizando vectores de expresidn tipo pET, deberian
ser evaluados en un futuro. El hecho de lograr inducir la proteina sin el uso de
IPTG seria un gran avance a la hora de producirla a gran escala.

Asimismo, Millard y colaboradores (2003) comprobaron que el uso de botellas
de PET de tipo comercial empleadas como frascos para cultivo generaban un
aumento en la densidad celular debido a que estos envases tienen en el
fondo irregularidades que provocan un aumento en la aireacidon de los
cultivos. A diferencia de los ensayos realizados por estos autores, donde se
utilizaron botellas de 2 L, se utilizaron recipientes de 500 mL. La disminucidon del
didmetro del envase pudo haber afectado los niveles de aireacidén, ya que el
control (matraz) de igual volumen era mds ancho, lo que pudo haber dejado
sin efecto el cambio.

5.1 Busqueda de nuevas aminopeptidasas

La protedlisis infracelular es responsable del eficiente recambio proteico y la
remocion de aquellas proteinas danadas. Ademds, la via de degradacién de
las proteinas citosdlicas regula varios procesos celulares (Nandi et al., 2006).
Uno de los principales actores durante la degradacion proteica infracelular son
las aminopeptidasas, proteinas que se encuentran ampliamente distribuidas en
los 3 reinos. Las aminopeptidasas catalizan la hidrdlisis de aminodcidos del
extremo amino terminal de proteinas y péptidos (Taylor, 1993).

Debido al hecho de que la FhLAP ha demostrado tener gran potencial como
antigeno vaccinal en F. hepatica es que se redlizaron ensayos en busqueda
de nuevos candidatos aminopeptidicos. Los resultados demuestran que el
SOM vy el DOC de F. hepatica contienen hidrolasas con diferentes
especificidades que pueden jugar un rol importante en la relacidon huésped
pardsito. A pesar de que se observd actividad endopeptidasa en los fres
rangos de pH, la actividad fue éptima a pH bdsico. De los 11 sustratos
probados, Leu, Cys, Arg y Met fueron los que obtuvieron mayores valores de
actividad, en ambos extractos. Acosta y cols. (2008) demostraron que la
enzima purificada, tanto nativa como recombinante, mostrd la éptima
actividad frente a Leu y ademds tiene un amplio espectro de especificidades,
hidrolizando ofros aminodcidos alifdticos no polares (Thr), que contienen sulfuro
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(Met), polares (Cys) y bdsicos (Arg), con una afinidad de la enzima por el
sustrato (Km) muy baja y una alta eficiencia catalitica. El hecho de que se diera
un comportamiento similar en ambas actividades no descarta que se trate de
dos aminopeptidasas diferentes, ya que podrian tener similar perfil y no ser la
misma FhLAP.

A diferencia con los resultados obtenidos para la FhLAP, el extracto DOC
reveld mayor actividad Tyr por lo que podriamos tener en ese extracto una
aminopeptidasa que libera residuos tirosina. Debido a que el clivaje de Tyr por
el extracto se aleja lo suficiente del perfil de hidrdlisis de la FhLAP fue que se
analizé si existia una sensibilidad diferencial a la bestatina y la cisteina que
pudiera confirmar esta presuncion. La inhibicién provocada para ambos
sustratos sigue un comportamiento similar. La actividad enzimdtica se ve
inhibida casi completamente por la bestatina 10 mM. Respecto a la cisteina, a
medida que se aumentd la concentracidn se observdé un mayor efecto
inhibitorio, pero el efecto que se obtuvo no fue significativo para ninguno de
los dos casos, lo cual se aparta del comportamiento observado previomente.
Una ftirosin aminopeptidasa de osteoclastomas humanos fue purificada vy
caracterizada, demostrando que es una metalopeptidasa compuesta por dos
subunidades y que es inhibida por agentes quelantes y bestatina (Page &
Warburton, 1994). Futuras investigaciones son necesarias para confirmar la
presencia de esta aminopeptidasa, su participacion en la interaccién
huésped-pardsito y su efectividad como candidato vaccinal.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La proteina recombinante FhLAP fue expresada y purificada, mostrando altos
niveles de actividad.

La recuperacion de proteina del paguete celular y la induccién de la leucin
aminopeptidasa con IPTG por 4 hs incrementd la cantidad de proteina
obtenida.

Se logrd expresar la proteina recombinante en un sistema de expresion
bacteriano autoinducible, pero sin tener éxito a la hora de obtenerla activa. El
cambio de vector de expresion a uno autoinducible permitird la obtencién de
inmunoprotector a bajo costo, facilitando asi su potencial comercializacién.

La lactosa y el glicerol no provocaron efecto alguno en la expresion de la
proteina recombinante en el vector de expresidon pThio-HisC.

Por otra parte, la induccidén de la FhLAPr en botella de PET de 500 mL no
favorecio la expresion.

Los ensayos de fluorimetria de los extractos SOM y el DOC del gusano adulto
mostraron altos niveles de actividad para Leu, Cys, Arg y Met, lo que
confimaron la presencia de la FhLAPn y ademds se observd un
comportamiento de la Tyr-AMC, el cual habria que investigar en detalle para
confirmar su capacidad inmunogénica.
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