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1. Resumen.

La fasciolosis, causada por los parasitos trematodos Fasciola hepatica'y Fasciola gigantica,
es una enfermedad que afecta a diversos mamiferos incluyendo al hombre. En nuestro pais
sOlo existe la primera especie. Dicha afeccion en animales ganaderos conlleva a
alteraciones en su normal desarrollo repercutiendo negativamente en la produccion de
carne, leche, lana y otros, acarreando asi importantes pérdidas a nivel econdémico. Existen
tratamientos con antihelminticos, sin embargo estos son costosos, existe el riesgo de
reinfeccién y de generar resistencia al mismo. Por lo tanto el control inmunoprofilactico seria
mas efectivo y de menor costo. Al dia de hoy se han estudiado diversas proteinas del
parasito como blanco de vacuna pero ninguno ha mostrado una eficacia absoluta. Por ende
este trabajo tiene como finalidad la busqueda de posibles nuevos blancos moleculares que
posean interaccidén con la heparina, ya que este glucosaminoglucano altamente sulfatado,
presente en el plasma y en varios tejidos, y con un rol modulador, podria ser capaz de
interaccionar con proteinas del parasito cuyo resultado seria beneficioso para la sobrevida
del mismo. A partir de la microscopia de fluorescencia en tejidos de F. hepatica, con
heparina conjugada a fluoresceina, se observé reactividad en células del parénquima, en
las espinas del tegumento y en algunas células que componen las glandulas vitelinas.

La cromatografia de afinidad, de los extractos de trabajo, con una matriz de heparina-
sefarosa mostré proteinas con diversa afinidad, las cuales eluyeron a concentraciones 0.1,
0.2, 0.3, y 0.8 M de NaCl para el extracto somatico, y 0.1, 0.5 y 0.8 M de NaCl para los
productos de excrecion/secrecién. Por espectrometria de masas se identificaron algunos
compuestos de estos eluidos. En el extracto somatico se identific6 la glutamato
deshidrogenasa, la gliceraldehido deshidrogenasa y glutation S-transferasa clase sigma. En
cuanto que para los eluidos del extracto productos de excrecion/secrecion se identificod la
glutation S-transferasa clase sigma, una proteina de unién a calcio, un inhibidor de proteasas
monomeérico tipo Kunitz y una molécula vinculada a la defensa en helmintos. En el marco de
este proyecto se plantea como objetivo a futuro el completar la caracterizacién del contenido
proteico de los eluidos y seleccionar las proteinas adecuadas con las cuales, a partir de
ensayos de inmunoproteccion, poder desarrollar vacunas mas eficientes que las actuales.

Palabras claves: Fasciola hepatica, heparina-sefarosa, microscopia de fluorescencia,
cromatografia de afinidad, proteinas de unién a heparina.



2. Introduccion.

La Fasciola hepatica es el agente etiologico de la fasciolosis, una enfermedad infecciosa de
importancia mundial. Afecta diversos mamiferos y es considerada una zoonosis parasitaria
en algunas regiones. A nivel animal, esta parasitosis afecta rumiantes de importancia
economica, como lo son el ganado ovino y bovino, afectando el desarrollo normal del animal
lo cual repercute negativamente en la produccién de carne, leche y lana, ademas de incidir
en su fertilidad, acarreando asi importantes pérdidas a nivel econémico (Mas-Coma et al,
2005).

Hasta el momento, el tratamiento con antihelminticos constituye la alternativa para controlar
la fasciolosis. Sin embargo este tratamiento se realizan muchas veces cuando ya se ha
producido la infeccion, es costoso, existe el riesgo de la reinfeccién y de la generacion de
resistencia a los mismos (Overend et al, 1995). Por lo tanto existe la necesidad de
desarrollar estrategias alternativas de control, mas efectivas y de menor costo, como lo son

las inmunoprofilacticas.

2.1. Ciclo bioldgico de F. hepatica.

La F. hepatica es un platelminto trematodo de la subclase Dignea, que posee un ciclo
biolégico heteroxeno ya que necesita un hospedador intermedio: un molusco gasteropodo
anfibio del género Lymnaea, donde ocurre la multiplicacién larvaria, y un huésped definitivo:
un mamifero (oveja, vaca, humano, etc), donde ocurre la reproduccion de los parasitos
adultos de manera sexuada o la autofecundacién ya que son hermafroditas.

Los parasitos adultos se encuentran en las vias biliares proximales (preferentemente en la
luz de los canaliculos biliares) y la vesicula biliar del mamifero infectado, nutriéndose de la
bilis y de los tejidos parietales (Berenguer, 2006). En dicho lugar el adulto libera huevos ya
fecundados, los cuales son arrastrados por el liquido biliar hacia el duodeno y al intestino
delgado y siendo finalmente expulsados al medio exterior con las heces. Dichos huevos
deben encontrarse en presencia de un acumulo de agua fresca para conformar el medio
adecuado en cuanto a la temperatura, humedad, diéxido de carbono y oxigeno que asegure
su supervivencia, dando paso a la maduracion (ente 10 y 15 dias a 15-25°C) y la eclosion
del huevo liberando un embrién ciliado, el miracidio. Este nada hasta encontrar el huésped
intermedio, un caracol pulmonado de la familia Lymnaeidae. En Uruguay la Unica especie
con relevancia epidemiolégica es Lymnaea viatrix (Nari et al, 1983). El miracidio penetra por
la piel del caracol y migra hacia la cdmara pulmonar mientras pierde sus cilias. Alli se



transforma en un esporocisto, dentro del cual se forman varios embriones de manera
asexual (fenbmeno de poliembrionia) dando origen a las redias madres, las que migran al
hepatopancreas del molusco y desarrollan masas germinales transformandose en redias
hijas. Estas tienen un movimiento activo y se localizan en la parte distal del caracol, en la
glandula digestiva y la cavidad corporal. Las redias se transforman en cercarias, las cuales
abandonan los tejidos del caracol al captar los estimulos exteriores adecuados. Esta etapa
en el huésped intermedio dura de 5 a 7 semanas. Una vez que las cercarias estan libres en
el agua nadan ayudadas por su cola, hasta adherirse a plantas acuaticas, pastos, etc, donde

se enquistan transformandose en metacercarias (estadio infectivo). Poseen forma

Figura 1. Ciclo biolégico de F. hepatica. Los huevos inmaduros abandonan el huésped definitivo
con las heces (1). En presencia de agua los huevos maduran (2) y eclosionan liberando el
miracidio (3), que invade al huésped intermediario, un gasterépodo del género Lymnaea (4),
donde las larvas del miracidio se transforman en esporocitos (4a), redias (4b) y finalmente en
cercarias (4c). Las cercarias abandonan el caracol (5) y tras un periodo de vida libre en el agua se
enquistan sobre plantas acuaticas como metacercarias (6). El huésped definitivo se infecta al
ingerir estas plantas acuéticas con las metacercarias, las cuales se desenquistan en el duodeno
(7) y luego de migrar a través de la pared intestinal, la cavidad peritoneal, y el parénquima
hepatico llegan a los conductos biliares (8) en donde crecen hasta ser adultos y producir huevos.
(Tomado de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Fascioliasis.htm)

redondeada (perdiendo la cola) y forman una cubierta con material adherente secretado por
sus células. La metacercaria en este estado enquistado tiene la capacidad sobrevivir
expuesta al medio de 6 a 10 meses dependiendo de la humedad, hasta que sea ingerida por



el huésped definitivo. A partir de la ingesta, la metacercaria alcanza el tubo digestivo y en el
duodeno, en presencia de los jugos gastricos y enzimas, se produce el desenquiste
liberandose la forma juvenil del parasito (NEJ). Estos atraviesan la pared intestinal de lado a
lado por medio de la liberacion y accién de varias proteasas, llegando a la cavidad
peritoneal, donde se orientan hacia la localizacion del higado. Al llegar a la capsula de
Glisson la perforan, atraviesan el parénquima hepético y ganan acceso a los conductos
biliares donde produciran huevos una vez que se vuelvan parasitos adultos, en un periodo
de ente 3 y 4 meses a partir de la infeccién inicial (Saba, 2005; Romero, 2007; Berenguer,
2006; Llop, 2001).

2.2. La fasciolosis.

La fasciolosis es una importante enfermedad causada por F. hepatica 'y Fasciola gigantica.
F. hepatica se distribuye en zonas templadas de todos los continentes, mientras que en
zonas tropicales de Africa y Asia se puede encontrar también F. gigantica. Si bien
recientemente el nimero de humanos afectados por fasciolosis se ha incrementado y
algunas zonas geogréficas han sido consideradas endémicas para dicha enfermedad, es
igualmente preocupante como ésta afecta rumiantes de interés econémico como el ganado
ovino y bovino, pudiendo también afectar a suinos, caprinos, equinos y otros, generando
pérdidas econémicas de 3.2 billones de dolares anuales (Mas-Coma et al, 2005; Saba, 2005;
Mas-Coma et al, 1999; Spithill et al, 1998; Nari, 1991).

Los perjuicios generados por el parasito se observan, tanto para el ganado ovino como
bovino, en la merma de produccién de carne, leche y lana, la reduccion de la fertilidad, el
decomiso de los érganos infectados faenados y posibles infecciones bacteriales
secundarias. En ovinos la enfermedad puede presentarse en forma aguda y en algunos
casos ser letal (Hatschbach et al, 1995).

2.3. Control y prevencion de la fasciolosis.

El control y tratamiento de la infeccion en rumiantes se basa en el uso de antihelminticos,
como el triclabendazol, aunque estos poseen varias desventajas como lo son el alto costo
del producto, la ausencia de proteccién post tratamiento lo cual posibilita una reinfeccién, y la
generacién de resistencia a dichos productos, por parte del parasito, debido a largos
periodos de empleo (Overend et al, 1995; Mas-Coma et al, 2005).



Una forma racional de encarar el control de la fasciolosis es a través del desarrollo de
vacunas, las cuales permitan ser eficaces en cuanto a la eliminacién del parasito y generar
inmunidad ante futuras infecciones, ademas de disminuir costos econdmicos. Dichas
vacunas tiene como fin identificar blancos moleculares en el parasito cuya inactivacion
comprometa la viabilidad del mismo. Dentro de los procesos fisioldgicos vitales para el
parasito se identifican como posibles vias de intervencién las enzimas proteoliticas
destinadas a la nutricion, el sistema muscular implicado en la movilidad y locomocion, el
aparato reproductor encargado de la formacion y diseminacion de huevos, moléculas
vinculadas a sistemas de comunicacién e interaccién entre el huésped y el parasito,
sistemas de detoxificacion y de evasion de la respuesta inmunolégica, entre otros.

También se ha estudiado la posibilidad de utilizar técnicas nucleares para desarrollar
vacunas radioatenuadas, que consisten en la exposicion del estadio infeccioso del parasito,
la metacercaria, a radiacion ionizante la cual tiene el efecto de hacer no patogénico al
parasito, por lo cual son incapaces de desarrollarse, y aun asi conservar la propiedad de
estimular el sistema inmunoldgico del huésped. Se utiliza contra la estrongilosis pulmonar del
ganado lanar y otras enfermedades, pero existen dificultades para crear una vacuna contra
la fasciolosis debido en parte a las variaciones antigénicas del parasito (Vercoe, 1974). Se
ha ensayado, en ovejas, el potencial de una vacuna con metacercarias de F. hepatica
irradiadas con radiacién gama, en el cual no se observé disminucién en el numero de huevos
ni de parasitos con que se desafio, pero si se aprecid un efecto sobre el desarrollo de la
poblacién de dichos parasitos ya que se causé un dafno hepatico menor avalado por los
bajos niveles en sangre de la glutamato deshidrogenasa del huésped (Creaney et al, 1995a).

2.4. Ensayos inmunogénicos con proteinas de F. hepatica.

Hasta el momento se han caracterizado diversas moléculas biolégicas de F. hepatica'y se ha
evaluado su capacidad inmunogénica por medio de ensayos de vacunacion.

Se evalu6 la capacidad inmunogénica de las proteinas de unién a acidos grasos (FABP) a
partir de un ensayo de vacunacion en bovinos utilizando el complejo FhSmllI(M) de F.
hepatica (la cual es reconocida por anticuerpos del trematodo Schistosoma mansoni y se
observd una reduccion del 55% en la carga parasitaria. Dicho complejo posee
mayoritariamente FABP, y fue a partir del mismo que se identifico la proteina Fh12, un FABP
que esta vinculado al transporte de de los acidos grasos de cadena larga y sus esteres de
acetil.CoA (Hillyer et al, 1987).



En cuanto a las proteasas parasitarias, las catepsinas L1 y L2 (CL1 y CL2) son las
principales endopetidasas secretadas en el intestino de la F. hepatica y presentes los
productos de excrecion/secrecion (PES), a las cuales se les atribuye un rol preponderante
vinculado a facilitar la migracién del parasito a través de los tejidos del huésped al digerir las
proteinas de la matriz extracelular (Howell et al, 1966; Berasain et al, 1997), a la adquisicién
de nutrientes (Halton et al, 1967)) y a la inactivacién de la respuesta inmune directa del
huésped (Carmona et al, 1983; Berasain et al, 2000). La leucinaminopeptidasa (LAP) es una
exopeptidasa también secretada en el intestino y de importancia para la nutricion del parasito
(Acosta et al, 1998). Ensayos de vacunacion en ovinos mostraron que CL1 y CL2 generan
niveles de proteccion contra la infeccién de 33% y 34% respectivamente, ademas de mostrar
una importante reduccion en el nimero de huevos, del 71% para CL1 y 81% para CL2. La
combinacion de ambas catepsinas contribuye con un nivel de proteccion del 60%, por
encima de los niveles observados cuando las mismas se administran separadas. Al acoplar
LAP a las catepsinas antes mencionadas se obtuvo un nivel de proteccion del 78%, un valor
levemente inferior respecto al 89% de proteccion obtenido al inmunizar Unicamente con LAP
(Piacenza et al, 1999). La alta proteccion observada al inmunizar solo con LAP se corrobora
al inmunizar conejos y posteriormente desafiarlos con metacercarias, obteniendo un alto
titulo de anticuerpos IgG al poco tiempo de la primer inmunizacién y una reduccion de la
carga parasitaria del 78% respecto al grupo control (Acosta et al, 2008).

Otras enzimas evaluadas fueron las GSTs de F. hepatica la cuales comprenden una familia
de isoenzimas cuyas funciones incluyen los pasos iniciales de la detoxificacion de
xenobidticos y compuestos enddégenos. Dicha familia proteica fue considerada como
candidato de vacunacién a partir de la homologia que presenta con las GST de S. mansoni'y
Schistosoma japonicum, las cuales demostraron conferir resistencia contra estos parasitos
(Brophy et al, 1994). Se han realizado ensayos de vacunacion en bovinos con GSTs de F.
hepatica que mostraron una proteccion entre el 49-69% (Morrison et al, 1996).

La hemoglobina (Hb) de F. hepatica es otro compuesto secretado de suma importancia ya
que el ambiente anaerobico al cual los parasitos se encuentran expuestos indica la extrema
necesidad de un transportador de oxigeno activo para su sobrevida (McGonigle et al, 1995).
Ensayos de vacunacion en bovinos mostraron un 44% de proteccién contra el parasito.
También se ensay6é con Hb acoplada independientemente a CL1 y CL2, mostrando una
reduccion en el nimero de huevos del 55% y 72% respectivamente (Dalton et al, 1996).

De los resultados obtenidos se demostré que las proteinas ensayadas como
inmuoprotectores tienen procesos relevantes para la sobrevida del parasito en el huésped,
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con lo cual se concluyd que es de sumo interés el poder desarrollar una vacuna multivalente,
que cubra varios antigenos simultaneamente. Es por lo cual este trabajo se orienta hacia la
investigacion y caracterizacion de proteinas que sean posibles nuevos candidatos a
inmundgenos, especialmente en algunas vias fisiologicas aun no exploradas para este

trematodo.

2.5. Metodologias para evaluar interacciones moleculares.

Para llevar a cabo la biusqueda antes mencionada existen diversas técnicas a partir de las
cuales se pueden evaluar interacciones moleculares, obteniendo diversa informacion e
incluso aislando sus componentes.

El estudio de interacciones moleculares toma vital importancia ya que para muchos procesos
bioldgicos la interaccién proteica es fundamental. Para lograr su andlisis en profundidad se
emplean diversas técnicas y metodologias practicas, cada una con ventajas y desventajas,
ademas de utilizar programas bioinformaticos que, a partir de base de datos y diversos
parametros, permite predecir interacciones y crear modelados tridimensionales entre tantas
otras alternativas. El poder integrar la informacién, proveniente de distintos angulos, ayuda a
comprender en profundidad las interacciones moleculares.

A continuacion se describen algunas técnicas y metodologias comunmente utilizadas.

Una manera de evaluar las interacciones moleculares es la coinmunoprecipitacion. Es una
técnica que involucra el uso de un anticuerpo (Ac) para reconocer un antigeno (Ag) que
puede ser una proteina o biomolécula especifica, y con el uso de agentes unidos a una
matriz sélida con afinidad por dicho anticuerpo se logra la precipitacion del complejo Ac-Ag.
Si dicho antigeno (proteina/biomolécula) estaba interaccionando con alguna proteina, ésta
también precipitara (Lee, 2007; Weinkauf et al, 2009). La posterior purificacion de dichos
inmunocomplejos puede ser analizada por electroforesis en gel, por estudios enzimaticos o

por inmunoblot.

La complementacién bimolecular fluorescente (BiFC) es una técnica que permite investigar y
visualizar directamente la interaccion entre dos proteinas en células vivas. Se basa en la
formaciéon de un complejo fluorescente a partir de la asociacion de dos fragmentos de una
proteina fluorescente, que se asocian cuando las respectivas proteinas de interés, a las
cuales dichos fragmentos estan unidos, se encuentran interactuando (Shyu et al, 2007; Hiatt
et al, 2008).
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Otra posibilidad es la aplicacion de la técnica enzimoinmunoensayo conocido como ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), aunque esta técnica acotaria la busqueda solo a
las proteinas para las cuales se posee el Ac especifico.

La calorimetria isotérmica de titulacién (ITC) se la considera una técnica cuantitativa para la
medicién de las propiedades termodinamicas relevantes como lo son la entalpia, entropia y
constantes cinéticas, que tienen lugar durante la interacciéon de biomoléculas, ademas de ser
una herramienta importante al momento de dilucidar la compleja estructura resultante de esa
interaccién (Choma et al, 2000; Liu et al, 2009). Esta técnica se basa en la medicién de las
variaciones de calor que ocurren durante la interaccién entre las biomoléculas en solucion,
evitando la necesidad de un marcado o inmovilizacion. Si bien es una técnica de gran
utilidad no podria ser utilizada en una identificacion primaria de interaccion ya que la misma

se emplea para evaluar la interaccion unicamente entre dos biomoléculas en solucién.

La técnica de transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET) es otra opcién
al momento de analizar interacciones biomoleculares. La misma se basa en la interaccion
existente entre dos croméforos situados a muy corta distancia (1-10nm) en la cual la longitud
de onda de emision de uno de ellos se solapa con la longitud de onda de excitacién del otro
(Truong et al, 2001; Topolska et al, 2004). Se utiliza la fluorescencia propia de algun
aminoacido presente o haciendo uso de marcadores especificos como la proteina verde

fluorescente u otros.

Otra técnica utilizada para el andlisis de interacciones moleculares es la resonancia de
plasmones de superficie (SPR) la cual estda basada en un fenémeno 6ptico. De la misma se
obtiene el registro de interacciones en tiempo real entre macromoléculas fijadas a la
superficie del biosensor y las moléculas que fluyen sobre el mismo. Este método permite
aplicar distintas técnicas quimicas sobre la macromolécula a ser adherida al biosensor lo
cual altera la capacidad de unién y afinidad de la misma por los distintos ligandos. De esta
manera se permite determinar las constantes de afinidad y cinética existente entre las
biomoléculas analizadas, e incluso se puede conocer la concentracién de las mismas en la

muestra (Osmond et al, 2002; Van Remoortere et al, 2001).

Varias de las técnicas tratadas previamente otorgan informacién variada sobre procesos de
interacciones puntuales y/o especificos. Este trabajo, por ser una linea de investigacion
ejecutada por primera vez, se orienté con el fin de realizar una amplia busqueda
subprotedmica en referencia a la interaccion entre las diversas proteinas presentes en los

extractos de trabajo y una biomolécula de interés utilizada como ligando. Por lo antes
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mencionado se procedidé a ejecutar una cromatografia de afinidad que, ademas de ser una
técnica de bajos costos y de accesible disponibilidad, posibilita aislar las proteinas

interactUantes.

En cuanto a la matriz de la columna cromatogréfica, se optd por la heparina ya que esta
relacionada a numerosos procesos fisiolégicos y presenta afinidad por una amplia gama de
moléculas biolégicamente activas. De esta manera se busca identificar el subproteoma de F.
hepatica con afinidad por heparina.

2.6. La Heparina.

La heparina es un glucosaminoglucano (GAG) altamente sulfatado, emparentado en cuanto
a su estructura con los heparan sulfatos (HS). Se compone a partir de la repeticién de un
disacarido, formado por N-acetil-D-glucosamina unida por un enlace a-glucosidico (a 1—4) a
un acido hexuronico, el cual puede ser acido D-glucorénico o acido L-idurénico. Los residuos
de D-glucosamina en su mayoria estan N-sulfatados (enlaces sulfamida) y solo unos pocos
estan N-acetilados. Si bien es variable el nimero de sulfatos que posee, tiene un promedio
de 2.5 residuos sulfatados por unidad de disacérido, lo que la convierte asi en el polimero
mas cargado en tejidos de mamiferos. La heparina se expresa exclusivamente en los
mastocitos y es almacenado en los granulos secretores como complejos con histamina y
varias proteasas. Los mastocitos estan presentes en la mucosa y el tejido conectivo a través

de todo el cuerpo, incluyendo el tracto gastrointestinal. (Varki, 1999; Voet, 2007)

H HNSO; i

Iduronic acid N-acetylglucosamine

Figura 2. Unidad repetitiva de la heparina. El nimero de repeticiones del disacarido (n) varia de
12 a 50. En rojo se indican los grupos anionicos. Se observan los sustituyentes cargados
negativamente. (Tomado de Devlin. Bioquimica, 42 ed, Pag.685)
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También se ha descrito la existencia de heparina en el plasma humano el cual interacciona
fuertemente con componentes proteicos alli presentes. (Volpi et al, 1995; Cavari et al, 1996).
Las principales funciones de la heparina estan vinculadas con el control de la actividad de
las proteasas de mastocitos y con la integridad secretoria de los granulos. Ademas de su
bien conocida actividad anticoagulante (Sobel et al, 1992), posee alta afinidad por distintas
moléculas de interés biotecnol6gico como las lipoproteinas de baja densidad (Olsson et al,
2001), lipoproteinlipasa (Schénherr et al, 2000), serinoproteasas circulantes e inhibidores de
proteasas, asi como a las proteinas asociadas a los vasos sanguineos como la fibronectina
(Kang W et al, 2008) y la laminina. También es ha descrito su unién al receptor de
inositol 1,4,5-trifosfato (ins 1,4,5-3P) inhibiendo las cascadas biolégicas en eventos
mediados por el mismo. (Favre et al, 1994).

Se conoce que diversos GAGs, entre ellos la heparina, son capaces de interactuar y modular
proteinas afectando de esta manera su funcién bioldgica, siendo de importancia la
localizacién del motivo de reconocimiento para que la relacion estructura-funcion sea estable
(Raman et al, 2005)

Al llevar adelante este trabajo se pensé en las moléculas para las cuales hay evidencia tanto
de su interaccion con heparina como de su existencia en pardsitos. La heparina modula la
estructura y funcién de varias proteinas (Sung et al, 2007). A partir de su capacidad de
interaccion posibilita la caracterizacion de enzimas proteoliticas (Nascimento et al, 2005),
inhibidores de proteasas (Patston et al, 2004), mucinas (Cordfield et al, 2001) y enzimas
antioxidantes como la superéxido dismutasa (Antonyuk et al, 2009; Piacenza et al, 1998).

Los factores de crecimiento con unién a heparina (HBGFs) son de importancia debido a su
accioén proliferativa y mitogénica sobre otras células (Sung et al, 2007). La existencia de
estos factores en los parasitos parece estar relacionada a la patogenia e incluso a la
modulacion de la respuesta inmunoldgica. Se ha descubierto la presencia, en el PES del
trematodo Opisthorchis viverrini, de un factor de crecimiento, el cual es secretado por el
parasito en los canaliculos biliares y se demostr6 que induce tumorogénesis en las células
del conducto, asociandose asi inequivocamente la parasitosis con el colangiocarcinoma
(Mout et al, 2009). La patogenia de F. hepatica esta caracterizada por la extensa fibrosis
generada en el tejido hepatico durante su proceso migratorio hacia los canaliculos biliares.
Este dafo hepatico, compromete parte del metabolismo del hospedero, y es el principal
responsable del deterioro generalizado que ocurre en los animales infectados. Seria factible
caracterizar factores de crecimiento de fibroblastos en los extractos de trabajo a los cuales
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atribuirle la fibrosis producida durante la migracién, siendo esta una interesante alternativa

para bloguear la migraciéon o al menos reducir el dafo hepatico.

La existencia de proteinas relacionadas con la espermatogénesis en el ciclo del parasito
puede convertirse en un blanco de ataque. Se han descrito fosfoproteinas de membrana que
generan un movimiento ameboide en las células de espermatozoides en Ascaris (LeClaire et
al, 2003) y fosfoproteinas de la membrana del espermatozoide de mamiferos que posee
afinidad por la heparina, cuya activacién son cruciales para el correcto desempefo de los
espermatozoides en el proceso reproductivo (Mor et al, 2007). El bloqueo de estas proteinas
en F. hepatica mediante la generacion de anticuerpos especificos podria interferir
seriamente con la produccién de huevos, con la consecuente interrupcion de su ciclo de

vida.

Por ultimo podran ser considerados nuevos factores de interferencia con la cascada de
coagulacion; la heparina no sélo se une a la trombina, sino también a la antitrombina Il
(Machovich et al, 1975) ejerciendo, segun las condiciones, accion anti-coagulante o
procoagulante de la sangre. Se describié que el factor de von Willebrand posee un dominio
que se une a heparina (Sobel et al, 1992). El trematodo en estudio posee cierta accion
procoagulante atribuida a la CL2 presente en el PES de los gusanos adultos, sin embargo se
desconoce hasta el momento la relacion de las nuevas proteasas descritas o de la existencia
de otros factores del parasito que interfieran inhibiendo los eventos de la coagulacion.

Con lo antes mencionado, y en base a la informaciéon acerca del rol modulador de la
heparina, se hipotetizd sobre la importancia y rol de las proteinas que conformarian este
subproteoma. La interaccién in vivo proteina-heparina podria generar una modulacion
positiva y beneficiosa para la sobrevida del parasito, tanto para su nutricibn como para evadir
la respuesta inmunolédgica. Esto magnifica el interés por caracterizar dicho subproteoma, ya
que de verificarse lo antes mencionado podria llegar a proveer efectivos blancos de vacuna
contra este parasito.

2.7. Estudios de proteémica en Helmintos.

El paso final de la metodologia de trabajo utilizada en este estudio involucra la identificacién
de proteinas por medio de espectrometria de masas, con la cual se busca comparar el
espectro de masas de fragmentos peptidicos desconocidos contra una base de datos de
secuencias conocidas conformada por estudios de protedmica previos y que es de acceso
publico. A pesar de tratarse de un parasito que causa un impacto socio-econémico y que
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afecta significativamente la salud del huésped, los estudios de investigacion molecular en
dicho parasito no se encuentran tan avanzados como en otros trematodos. En la base de
datos del GenBankTM hasta el momento (Julio del 2012) se cuenta con 1331 secuencias
nucleotidicas, 1011 secuencias aminoacidicas y 3055 ESTs. En la base de datos del
Wellcome Trust Sanger Institute se hace referencia a 14031 ESTs (febrero del 2011) los
cuales no poseen anotacién alguna. La uUnica secuencia nucleotidica completa de F.
hepatica corresponde a la de su ADN mitocondrial (Le et al, 2001).

La caracterizacion de muchas ESTs se logré en base a busquedas de homologia con
parasitos sanguineos de humanos como S. mansoni y S. japonicum, para los cuales los
estudios en protedbmica estan sumamente avanzados y cuyos genomas ya han sido
dilucidados y publicados. Recientemente se han realizado ensayos para dilucidar la
composicion proteica del PES, lo cual se denomina secretoma (Robinson et al, 2009),
ensayos para conocer la composicion del tegumento, el tegumentoma (Wilson et al, 2011) y
ensayos con el fin de identificar proteinas comunes entre F. hepaticay S. mansoni (Boukli et
al, 2011).
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3. Objetivos

Objetivo general:

e Caracterizar proteinas y estructuras celulares de F. hepatica con afinidad a heparina.

Objetivos especificos:

e Observar por microscopia de fluorescencia los tejidos reactivos a la heparina.

e Determinar la existencia de proteinas en el extracto somatico y el extracto PES que
interaccionen con la matriz de heparina-sefarosa.

e (Caracterizar los compuestos cuya interaccion con heparina sea positiva.
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4. Materiales y métodos.

4.1. Obtencion de parasitos adultos y tratamiento de limpieza.

Los parasitos adultos de F. hepatica fueron extraidos de los conductos biliares de vacunos
infectados, obtenidos en frigorificos nacionales. Se mantuvieron en bilis termostatizada a
37°C y una vez en el laboratorio se les realizaron sucesivos lavados con buffer fosfato salino
(PBS) (NaCl 136 mM, Na,HPO,.7H,O 8.1 mM, NaH,PO, anhidrido 1.7 mM) 10 mM pH 7.3 a
37°C con agitacion constante para eliminar los componentes el hospedero (sangre, bilis, etc)
del tubo digestivo y del tegumento. Los parasitos que mostraron movilidad e integridad
estructural se utilizaron para la produccion de los distintos extractos de trabajo y para los
ensayos de histologia.

4.2. Obtencion de los Extractos de trabajo.

4.2.1. Extracto somatico.

Se pesaron 4 gramos de parasitos hiumedos y se homogeneizaron durante 5 minutos en frio
con homogeneizador eléctrico, utilizando un volumen de 20 ml de buffer fosfato
(Na;HPO,4.7H,O 8.1 mM, NaH,PO, anhidrido 1.7 mM) 10 mM pH 7.3, el cual incluyé un
coctel de inhibidores de proteasas BS387 (Bio Basic Inc.) y EDTA (acorde a una
concentracion final de 1 uM de E-64 y de 5 mM respectivamente). El homogeneizado se
sonicd durante 4 minutos, al 20% de potencia (amplitud de 60) aplicando pulsos de 1 minuto
con pausas de 30 segundos. Posteriormente se centrifugé a 15000 rpm durante 20 minutos
a 4°C. El sobrenadante se alicuot6 y almacend6 a -20°C.

4.2.2. Extracto producto excrecion/secrecion (PES).
Se utilizd un medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma) con L-glutamina pH 7.3, 2% de glucosa,
25 mg/ml de gentamicina y 30 mM Hepes el cual se filtr6 por membrana de 0.22 ym
(Milipore) y se alicuotdé en falcons estériles de 50 ml en camara de flujo laminar.
Posteriormente se utiliz6 dicho medio para incubar los parasitos, en condiciones de
viabilidad, durante 16 horas a 37°C. Se consider6 una relacion de un parasito por mililitro de
medio de cultivo. Finalizada la incubacion, el medio de cultivo se filtr6 a través de una
membrana de 0,45 um (Milipore) y se centrifugé a 15000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante se dializé contra buffer fosfato 10 mM pH 7.3, durante 48 horas y concentrd 10
veces mediante ultrafiltracién Amicon 8400 (MA) usando una membrana YM3 de 3 kDa de
punto de corte (Amicon, MA). Se alicuot6 y almacen6 a -20°C.
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4.3 Histologia.

4.3.1. Preparados histoldgicos.

Los parasitos limpios y en condiciones de viabilidad, se fijaron en paraformaldehido al 4.5%
en PBS 10 mM pH 7.3 durante varios dias. Posteriormente se procedi6 a la inclusién del
tejido en parafina para lo cual se comenzé con la deshidratacién con sucesivos pasajes en
EtOH 70%, 80%, 85%, 90%, 95% y 100%; se extrajo el alcohol mediante sucesivos pasajes
por xilol I, II, Ill, y finalmente se incluy6 en parafina I, Il, lll. Se concluyé con la preparacion
del bloque de corte. Por medio de un micrétomo manual horizontal (Yamato-Japan) se
realizaron sucesivos cortes de 5 a 10 micras de grosor, se extendieron sobre agua tibia, se
adhirieron a portaobjetos previamente silanisados (Organosilano 2% en Acetona) y se
dejaron 16 horas sobre una plancha caliente a 37°C para su secado.

4.3.2. Tincion con hematoxilina-eosina.

Los cortes histologicos se desparafinaron (Xilol I, 1, EtOH 100%, 95%, 90% y lavados con
agua) y se sumergieron en hematoxilina durante 15 minutos, posteriormente se dejaron
inmersos en agua durante 20 minutos para luego sumergirlos en eosina durante 5 minutos.
Finalmente una serie de 5 lavados con agua antecedieron a los pasos de deshidratacion
(Etoh 100% y xilol | y 1l). Se concluyé con el montaje del cubreobjeto utilizando una gota del
aceite “balsamo de Canada”. Las imagenes se registraron en el microscopio (Eclipse 80i,
Nikon), usando el Software Nis-Elements BR 3.0 para las tomas de imagenes.

4.3.3. Microscopia de fluorescencia.
Los cortes histolégicos se desparafinaron (Xilol I, I, EtOH 100%, 95%, 90% y lavados con
agua) y se incubaron con heparina conjugada a fluoresceina (Hp-FITC) (Invitrogen) 20
pg/ml, en buffer Tris-HCI 50 mM pH 8.0, en camara humeda a oscuras por 18 horas a 37°C.
El control negativo consistié en un corte de tejido incubado con buffer Tris-HCI 50 mM pH
8.0, en camara humeda a oscuras por 18 horas a 37°C. Las imagenes se registraron en el
microscopio de fluorescencia (Eclipse 80i, Nikon) a Aex=493 nm y Aem=514 nm,
correspondiente a la deteccién de FITC, usando el Software Nis-Elements BR 3.0 para las

tomas de imagenes.

4.4. Cromatografia de afinidad.

Para este ensayo de utilizé el equipo de cromatografia AKTA (AKTA purifier UPC 100, GE)
por lo cual todos los buffers y las soluciones empleadas se prepararon 24 horas previas al
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ensayo con H.0 milig, se filtraron por vacio con membrana de 0.22 um (MF-Millipore) y se
desgasearon durante 30 minutos.

Se crearon las directivas metodoldgicas para que el equipo de cromatografia AKTA realizara
una ejecucion automatica, los parametros basicos se describen a continuacion (ver Anexo 1

para mayor informacion).

Se establecié una velocidad de flujo de 0.7 ml/min la cual se mantuvo durante todas las
etapas de técnica. Se procedié a equilibrar una columna de Heparina-Sefarosa de 1 ml
(Hitrap heparin HP, GE) con 10 volumenes de columna (VC) de buffer de equilibracién
(Buffer Fosfato 10 mM, pH 7.0).

Posteriormente se inyectaron 300 pl del extracto de trabajo a analizar, previamente
centrifugado a 15000 rpm durante 5 minutos, a lo cual siguié el pasaje de 6 a 8 VC de buffer
de equilibracién para remover la fraccion de proteinas no retenidas (NR) a la matriz de
heparina.

La elucién de las proteinas que interaccionaron con la matriz se realiz6 por medio de un
gradiente escalonado con el buffer de elucion (Buffer Fosfato 10 mM pH 7.0, con NaCl 0.1 M
a 2.0 M) pasando 4 VC por cada escalén de concentracion de NaCl. Para la cromatografia
del extracto somatico los valores de elucion utilizados fueron 0.1, 0.2, 0.3, 0.8, 2.0 M de NaCl
en buffer de elucion. Para la cromatografia del extracto PES los valores de elucién utilizados
fueron 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.8, 1.0, 2.0 M de NaCl en buffer de elucién.

Los valores antes mencionados y que componen el gradiente escalonado de elucién en los
cromatogramas, fueron elegidos a partir de una corrida cromatografica previa, para cada
extracto, con incrementos del buffer de elucion de a 0.1 M de NaCl, en un rango desde 0.1 M
a 2.0 M, y un posterior SDS-PAGE para observar el patrén proteico de dichos eluidos. Los
eluidos cuyos patrones proteicos presentaban similaridad fueron unificados.

El perfil cromatografico de los eluidos se monitoreé por absorbancia a 280 nm y dichos
eluidos fueron colectados automaticamente por el equipo de cromatografia una vez que el
pico de absorbancia superd el umbral establecido de 25 AU (unidades de absorbancia) para
el extracto somatico y de 15 AU para el extracto PES.

Para ambos extractos de trabajo se realizaron varias cromatografias en las condiciones
antes descritas a modo de obtener cantidades significativas de los picos eluidos,
conformando asi los distintos lotes que posteriormente fueron dializados contra buffer fosfato
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10 mM pH 7.3, durante 48 horas, con una membrana de 3.5 kDa (Spectra/Por, Spectrum
Medical Industries). A causa de la baja concentracion proteica del extracto PES, sus eluidos
fueron concentrados por liofilizacion 20 veces para facilitar los ensayos posteriores. Todos
los eluidos obtenidos se almacenaron a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

4.5. Patron proteico por electroforesis.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de Sodio Dodecil Sulfato (SDS-
PAGE) se realiz6 por el método previamente descrito por Laemmli, U. K. (Laemmli, 1970), en
una cuba de electroforesis vertical a temperatura ambiente. Se ensayaron geles chicos (8.0
cm por 9.0 cm) con concentraciones de poliacrilamida al 12.5% y al 15%. Las muestras se
incubaron durante 3 minutos a 95°C en presencia de buffer de muestra 4x (Tris-HCI 1.0 M
pH 6.8, SDS 20%, Azul de Bromofenol 0.2% y glicerol) y DTT 10 mM.

Se evalué el patron proteico de cada extracto de trabajo y sus respectivos eluidos. En
andlisis del extracto somatico se sembrd por pocillo: 1 pl del extracto soméatico, 10 pl de NR
y 15 pl de cada eluido (A-H). Para el analisis del extracto PES se sembré por pocillo: 5 ul del
extracto somatico, 15 pl de NR y 20 ul de cada eluido (A-C). Las corridas electroforéticas se
realizaron en buffer de electroforesis (Tris base 25 Mm, Glicina 192 mM, SDS 1%, pH 8.3) a
un amperaje de 30 mA por gel y las mismas se llevaron a cabo hasta que el frente de corrida
estuvo a 0.5 cm del borde inferior del gel. El revelado de los geles se realizd considerando la
concentracion proteica de las muestras ensayadas, siendo la tincion de plata (tincién neutra:
AgNO; 0.1%, posterior revelado con Carbonato de Sodio 2.5% y Formaldehido 0.02%)
adecuada para una concentracién de 1-10 ng de proteina por banda o la tincién con Azul de
Coomasie (0.05% Coomassie Brillant Blue R-250, Metanol 45%, Acido Acético 5%) para
revelar una concentracion de 0.1-0.5 ug por banda (Harlow, 1988). Los pesos moleculares
aparentes de las proteinas se calcularon por comparacion de las movilidades relativas de
cada proteina (avance de la banda/avance del frente de corrida) con respecto a la de un
mezcla estandar de peso molecular conocidos (M3913, Sigma) compuesta por: Suero
albumina bovina (66 kDa); ovalbumina de huevo de gallina (45 kDa); gliceroaldehido-3-
fosfato deshidrogenasa de musculo de conejo (36 kDa); anhidrasa carbonica de eritrocitos
bovinos (29 kDa); tripsin6geno de pancreas bovino (24 kDa); inhibidor de tripsina de soja (20
kDa); a-lactoalbumina de leche bovina (14,2 kDa) y aprotinina de pulmén bovino (6,5 kDa)
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4.6. Western blot.

Se realiz6 un SDS-PAGE, al 12,5% y 15%, en condiciones reductoras, para los extractos de
trabajo y sus respectivos eluidos, sembrando por pocillo 10 ul de cada extracto de trabajo y
25 pl de cada eluido. Posteriormente, se realizd una transferencia semiseca a una
membrana de nitrocelulosa de 0.2 um (NM, Bio Rad) usando buffer de transferencia (Tris
base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%v/v pH 8.3), durante 90 minutos a 1,2 mA/cm?
(Kyhse-Andersen et al, 1984). Se tin6 la membrana con colorante Fast Green a modo de
verificar la transferencia. Se destifio el colorante con agua y se bloquearon los sitios
inespecificos de la membrana con la solucién de bloqueo (PBS 10 mM pH 7.3, Tween-20
1%) durante 18 horas a 4°C. La membrana se lavo 3 veces durante 5 minutos con solucion
de lavado PBS-T (PBS 10 mM pH 7.3, Tween-20 0.1%) y se incubd con los anticuerpos
especificos diluidos en PBS-T (tabla 1) durante 1 hora a 25°C. Se utilizé suero de conejo
hiperinmune anti-catepsina de F. hepatica y suero de oveja inmunizada con LAP nativa de F.
hepatica (FhLAPnN). Se prosigui6 con otra serie de 3 lavados durante 5 minutos con PBS-T y
a continuacioén se incubo con el respectivo conjugado diluido en PBS-T (Tabla 1) durante 1
hora a 25°C. Una ultima serie de 3 lavados durante 5 minutos con PBS-T dio paso a la
incubacién con la solucién de revelado compuesta por 10ml de Buffer Trietanolamina 10 mM
pH 7.5 (NaCl 128 mM, HCI 17 mM, Trietanol 21 mM), 2 ml de 4-cloro-1-naftol en metanol 2.8
mM y 5 ul de perdxido de hidrégeno 30%).

Tabla 1. Esquema de anticuerpos y conjugados utilizados en el western blot.

Especificidad Anticuerpo Conjugado
Catepsina 1/500 Suero de conejo a-Catepsina L1 1/1000 Anti Rabbit IgG
LAP 1/300 Suero de oveja inmunizada con FhLAPn * | 1/3000 Anti Sheep IgG

* Correspondiente al ensayo 98-99 LAP 2, lote 336, semana 7.

4.7. Determinacion de la concentracion de proteinas.

La concentracion proteica de los extractos de trabajos y sus respectivos eluidos
cromatograficos se determind con el kit de &cido bicinconinico (BCA Pierce, Termo
Scientific), en microplacas de 96 pocillos (MaxiSorp, NUNC). A partir de una solucién 1
mg/ml de seroalbumina bovina (BSA), usando buffer fosfato 10 mM pH 7.3 como diluyente,
se prepararon los estandares de calibracion para el método normal (50-1000 pg/ml) y el
método potenciado (5-250 pg/ml). Para el método normal se sembré por pocillo 25 pl de
estandar o de muestra, y 200 ul de la mezcla del reactivo de trabajo (50 partes del reactivo A
y 1 parte del reactivo B). La incubacion de la placa tapada fue de 30 minutos a 37°C en total
oscuridad. Para el método potenciado se sembr6 por pocillo 10 pl de estandar o de muestra,

22



y 200 ul de la mezcla del reactivo de trabajo antes descrita. Cada muestra se analiz6 por
duplicado. La incubacién de la placa tapada fue de 30 minutos a 60°C en total oscuridad.
Para el ensayo del blanco se suplant6 la muestra por el diluyente y dependiendo del tipo de
método se siguieron las condiciones antes mencionadas. La placa se ley6 a 560 nm en un
lector de placas (MCC/340, MultiSkan)

4.8. Analisis enzimatico de actividad proteolitica.

Para los distintos extractos y sus respectivos eluidos cromatograficos se evalué la actividad
proteolitica de catepsina (cisteina proteasa), legumaina (asparaginil endopeptidasa) y LAP
(aminopeptidasa), en microplaca de fluorescencia de 96 pocillos (Nuclon, NUNC) digiriendo
sustratos sintéticos acoplados a 7-amido-4-methyl-coumarin (AMC) y cuantificando la
cantidad liberada de dicho fluor6foro. Para cada ensayo de actividad se realizé un estandar
de calibracion de AMC (concentraciones 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 pM) a partir de una
solucién stock (10 mM) usando como diluyente el buffer ensayado para cada andlisis. La
cantidad de AMC liberado se midi6 con un fluorimetro lector de mircroplacas (Fluostar
Galaxy) a Aex = 360nm y Aem = 430nm, y dichos valores fueron interpolados, previa
correccion por el blanco, en la recta obtenida a partir del estandar de calibracién

Se definié una unidad de actividad enzimatica (U) como la cantidad de enzima capaz de
liberar 1 umol de AMC por minuto a 37°C.

4.8.1. Actividad catepsina.

Cada muestra se analizdé por duplicado y se considerd un volumen total de reaccién por
pocillo de 200 pl, en el cual 176 pl buffer acetato de sodio 100 mM pH 5.0, mas 4 ul de DTT
100 mM (concentracion final 2 mM) y 10 pl de cada muestra (somatico 1/1000, NR 1/500,
eluidos somaticos sin diluir; PES 1/3000, NR 1/100, eluidos PES 1/250) se preincubaron a
placa tapada durante 10 minutos a 37°C en oscuridad.

Posteriormente se adicioné el sustrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC, del cual se parti6 de
una solucién stock de 100 mM, se diluy6é 1/100 y se agreg6 en la mezcla de reaccién 10 pl
para obtener una concentracion final de 50 uM. La incubaciéon se prolongo durante 60
minutos en las condiciones antes mencionadas. La lectura de la placa se realizo
inmediatamente al concluir la incubacién sin detener la reaccion.

El ensayo de inhibicién especifica se realizé6 en 174 ul del buffer acetato de sodio 100 mM
pH 5.0 en presencia de 1 ul de E-64 2.7 mM (concentracion final 10 uM), 4 ul de DTT 100
mM (concentracién final 2 mM) y 10 pl de cada muestra (en las mismas diluciones utilizadas
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para el ensayo convencional). El preincubado, el anadido del sustrato fluorogénico, la
incubacién y el registro de la placa se realizé como fue antes descrito.

4.8.2. Actividad LAP.
Cada muestra se analizdé por duplicado y se considerd un volumen total de reaccién por
pocillo de 200 pl, en el cual 178 pl buffer glicina 100 mM pH 8.5, mas 2 pl de MnCL, 100
mM (concentracién final 1 mM) y 10 ul de cada muestra (somatico 1/100, NR 1/25, eluidos
somaticos sin diluir; PES sin diluir, NR sin diluir, eluidos PES sin diluir) se preincubaron a
placa tapada durante 10 minutos a 37°C en oscuridad.
Posteriormente se adicion6 el sustrato fluorogénico L-Leu-AMC, del cual se partié6 de una
solucién stock de 10 mM, se diluy6é 1/10 y se agregaron en la mezcla de reaccién 10 pl para
obtener una concentracion final de 50 uM. La incubacién se prolongo durante 60 minutos en
las condiciones antes mencionadas. La lectura de la placa se realizo inmediatamente al
concluir la incubacion sin detener la reaccion.
El ensayo de inhibicién especifica se realizé en 176 pl del buffer glicina 100 mM pH 8.5 en
presencia de 2 ul de Bestatina 1 mM (concentracién final 10 uM), 2 pl de MnCL, 100 mM
(concentracién final 1 mM) y 10 pl de cada muestra (en las mismas diluciones utilizadas para
el ensayo convencional). El preincubado, el anadido del sustrato fluorogénico, la incubacion
y el registro de la placa se realiz6 como fue antes descrito

4.8.3. Actividad legumaina.

Cada muestra se analizd por duplicado y se considerd un volumen total de reaccién por
pocillo de 200 pl, en el cual 175 ul buffer fosfato citrato 100 mM pH 6.0, mas 4 pl de DTT
100 mM (concentracion final 2 mM), 1 ul de E-64 2.7 mM (concentracién final 10 uM) y 10 pl
de cada muestra (somatico 1/20, NR 1/2, eluidos somaticos sin diluir; PES 1/500, NR 1/50,
eluidos PES sin diluir) se preincubaron a placa tapada durante 10 minutos a 37°C en
oscuridad. Este ensayo realiz6 con la presencia de E-64 10 pM, que inhibe la posible
digestion del sustrato por parte del las catepsinas (L y B) lo cual evita interferencia en la
medida de actividad fluorogénica (Delcroix et al, 2006)

Posteriormente se adicion6 el sustrato fluorogénico Z-Ala-Ala-Asn-AMC, del cual se partié de
una solucién stock de 45 mM, se diluy6é 1/45 y se agreg6 en la mezcla de reaccion 10 pl para
obtener una concentracion final de 50 uM. La incubacién se prolongo durante 60 minutos en
las condiciones antes mencionadas. La lectura de la placa se realizo inmediatamente al
concluir la incubacion sin detener la reaccion.

El ensayo de inhibicion especifica se realizé en 155 pl del buffer fosfato citrato 100 mM pH
6.0 en presencia de 20 pl de lodoacetamida 100 uM (concentracién final 10 uM), 4 ul de DTT
100 mM (concentracion final 2 mM), 1 ul de E-64 2.7 mM (concentracién final 10 uM) y 10 pl
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de cada muestra (en las mismas diluciones utilizadas para el ensayo convencional). El
preincubado, el anadido del sustrato fluorogénico, la incubacién y el registro de la placa se

realizé6 como fue antes descrito.

4.9. Analisis enzimatico de actividad GST.

Se evalud la actividad enzimatica GST, segun el método de Habig y colaboradores (Habig et
al, 1974), en los extractos de trabajo, en las fracciones NR y en los algunos eluidos. El
fundamento de esta técnica se basa en medir, por absorbancia a 340 nm, la formacién de S-
2,4-dinitrofenil-glutation (DNPG) a partir de la reaccién de conjugacion entre el glutation
reducido (GSH) y el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) gracias a la accion de la GST. El
ensayo se llevé a cabo en una cubeta de cuarzo de 1 ml (Sigma-Aldrich), en la cual se
prepard la mezcla de reaccion conteniendo 1 ml de buffer fosfato de potasio 100 mM pH 6.5,
10 pl de muestra, 10 ul GSH 100 mM (concentracién final 1 mM) y 10 ul CDNB 100 mM
(concentracion final 1 mM). El ensayo del blanco se realiz6 en ausencia de la muestra. Se
cuantificé la absorbancia de dicha mezcla en el espectrofotometro (Ultraspec 1000,
Pharmacia Biotech) a intervalos de 1 segundo durante 1 minuto a una longitud de onda de
340 nm.

Se definié una unidad de actividad enzimatica (U) como la cantidad de enzima que cataliza
la formacién de 1 mmol de DNPG por minuto a 25°C.

4.10. Espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Se repitieron las electroforesis SDS-PAGE antes descritas y se utilizé tincion con Coomasie
Blue para los eluidos provenientes del extracto somatico, y tincién de plata para los eluidos
provenientes del extracto PES. Se consideraron todos los cuidados necesarios, durante el
preparado de todas las soluciones y la manipulacion de la técnica, para evitar contaminantes
como queratina u otros que puedan interferir en el andlisis. El ensayo de espectrometria de
masas se llevd a cabo por la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas (Instituto
Pasteur, Uruguay), donde el patrén de masas peptidicas de las proteinas seleccionadas se
realizd en un gel con tratamiento de tripsina (Sequencing-grade Promega) durante 18 horas
a 37°C. Los péptidos fueron extraidos del gel usando 60% acetonitrilo en 0.2% TFA, se
concentro por desecacion al vacio y se removieron las sales usando una micro-columna de
fase reversa C18 (OMIX Pippete tips, Varian). La elucion de los péptidos desde la micro-
columna se realiz6 directamente en el plato de muestras del espectrometro de masa con 3 pl
de la solucion matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico en 60% de acetonitrilo acuoso
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conteniendo 0.2% TFA). El espectro de masa de la mezcla de digestién se adquirié con el
instrumento 4800 MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems) en modo reflector y se calibré
externamente usando un mix de péptidos estandar (Applied Biosystems). Sobre los péptidos
seleccionados se realzé el experimento de disociacién inducida por colisiones MS/MS. Las
proteinas se identificaron en la base de datos NCBInr buscando péptidos respecto a valores
m/z usando el programa MASCOT y usando los siguientes parametros de busqueda:
tolerancia de masa monoisotépica, 0.05 Da; tolerancia de masa para fragmentos, 0.2 Da;
oxidacion de metioninas, se permitieron las maximas modificaciones posibles y la perdida de
un clivaje triptico. Posteriormente se realizaron busquedas en las bases de datos NCBInr y
en la base de datos EST-invertebrados.
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5. Resultados.

5.1. Estudio de interaccion de heparina-fluoresceina con tejidos de F. hepatica.

A partir de la microscopia de fluorescencia se observo notoria reactividad en varias células
parenquimaticas circundantes al intestino (Figura 3b, 3d y 3e), apreciandose por la gran
intensidad de fluorescencia la cual contrasté notablemente con respecto al control negativo
(Figura 3c). Se registr6 una fluorescencia considerable en las espinas del tegumento (Figura
3f y 3g) no asi para el ensayo de control negativo (Figura 3c). Con una intensidad de
fluorescencia menor se identificaron algunas células que componen las glandulas vitelinas
(Figura 3h). A modo de corroborar la identidad de dichas glandulas vitelinas las mismas
fueron visualizadas a Aex = 340-380 nm y Aem = 435-485 nm, con lo cual se obtiene la auto
fluorescencia de las mismas (Figura 3i). Se afadié una tincion con hematoxilina-eosina

(Figura 3a) a modo de tener una clara referencia sobre la organizacién interna del parasito.

Figura 3. Microscopia de fluorescencia con Hp-FITC. Tejidos de F. hepatica adulta ensayada

con 10 pg/ml de Hp-FITC en buffer tris-HCI 50 mM pH 8.0, incubada 18 hs a 37°C en total
oscuridad. (a) Tincion con hematoxilina-eosina; (b) Tejido reactivo a Hp-FITC; (c) Control
negativo sin Hp-FITC; (d)(e) Células del parénquima conjugadas; (f)(g) Espinas del tegumento
reactivas; (h) Glandulas vitelinas reactivas; (i) Glandulas vitelinas autofluorescentes. E: espina; I:
intestino; GV: glandula vitelina; P: parénquima; T: tegumento; Te: testes. Las flechas blancas
indican la reactividad.
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5.2. Aislamiento de proteinas de F. hepatica que interaccionan con una matriz de

heparina.

A partir de los cromatogramas obtenidos para la cromatografia del extracto somatico (Figura

4a) y del extracto PES (Figura 4b) se visualizaron las diferentes fracciones eluidas las cuales

fueron colectadas.
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Figura 4. Cromatografias de afinidad a Heparina-Sefarosa. (a) Cromatograma correspondiente al
andlisis de 300 pl del extracto somatico de F. hepatica adulta. (b) Cromatograma correspondiente
al andlisis de 300 pl del extracto PES de F. hepatica adulta. Los extractos parasitarios se aplicaron
a la columna equilibrada con buffer fosfato 10 mM pH 7.0, conectada al equipo AKTA (GE). Se
eluyé con buffer fosfato 10 mM pH 7.0, 0.1-2.0 M NaCl en gradiente escalonado (—) y se evalué la
presencia proteica mediante el monitoreo de la absorbancia a 280 nm (=). NR: fraccion no
retenida; A-H: fracciones eluidas.
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El pico al comienzo del cromatograma corresponde a la fraccion de proteinas no retenidas
(NR) por la columna. Con los posteriores pasajes del buffer de elucion con un gradiente
escalonado de NaCl se obtuvieron las fracciones cuyos picos de absorbancia fueron
colectados al sobrepasar el umbral de absorbancia previamente establecido. Dichas
fracciones colectadas fueron identificadas con letras segun se iban obteniendo. Para los
eluidos del extracto somatico (Figura 4a), se colectaron 8 fracciones eluidas, obteniéndose 2
fracciones para el gradiente escalonado de NaCl 0.1, 0.2 y 0.3 M, observandose un primer
pico bien definido seguido de otro no tan definido. En cuanto a los eluidos del extracto PES
(Figura 4b) solo se colectaron 3 fracciones eluidas, correspondientes a la concentracion de
0.1, 0.5y 0.8 M de NaCl del gradiente escalonado.
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5.3. Patron electroforético de proteinas de F. hepatica con interaccion a heparina.

A las fracciones colectadas previamente se realizd una electroforesis desnaturalizante (SDS-
PAGE) para visualizar el patron proteico en cada eluido. Se realizaron tinciones con AgNO;y
con Coomasie Blue, el primero para revelar la totalidad de proteinas existente y el segundo a
modo de visualizar de manera cuantitativa las concentraciones de dichas proteinas. Se
sembré el extracto de partida, la fraccidén no retenida y los distintos eluidos.

El patrén proteico de la cromatografia del extracto crudo (Figura 5a y 5b) se visualizé por
medio de las 2 tinciones antes mencionadas, en cambio el patron proteico de la
cromatografia del extracto PES (Figura 5c) solo se visualiz6 por medio de una tincién con
plata debido a la baja concentracién proteica en los eluidos.
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Figura 5. Analisis de las cromatografias por SDS-PAGE. Electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizante/reductoras. (a) Analisis del extracto somatico en gel al 12.5%
tefiido con AgNO3;. Volumenes sembrados: 1 pl del extracto somatico, 10 pl de NR y 15 pl de cada
eluido (A-H) (b) Analisis del extracto somético en gel 12.5% tenido con Coomasie Brilliant Blue. .
Volumenes sembrados: 1 pl del extracto somatico, 10 pl de NR y 15 pl de cada eluido (A-H) (c)
Analisis del extracto PES en gel al 15% tenido con AgNOj;. Volimenes sembrados: 5 pl del
extracto somatico, 15 pl de NR y 20 ul de cada eluido (A-C) ES: extracto somatico; PES: producto
excrecién/secrecion; NR: fraccion no retenida; A-H: fracciones eluidas. Las flechas negras indican
las bandas analizadas por mapeo peptidico - Maldi-Tof. Se us6é un marcador molecular de bajo
rango (M3913, Sigma).
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5.4. Analisis por Western Blot de proteinas de F. hepatica con interaccion a heparina.

El andlisis por western blot, usando suero a-CL1 y a-LAP, evalu6 la existencia de dichas
enzimas en los extractos de trabajo y en sus fracciones eluidas (Figura 6). El control
negativo (no mostrado) no presentd reactividad y los controles positivos (C+) se comportaron
como era de esperar, visualizdndose reactividad cercana a los 24 kDa para CL1
recombinante de F. hepatica (FhCL1r) (Figura 6a y 6b), y cercana a los 67 kDa para LAP
recombinante de F. hepatica (FhLAPr), compuesta por 55 kDa de la enzima mas 12 kDa de
la cola de tiorredoxina necesaria para su purificacion (Acosta et al, 2008) (Figura 6b y 6d).
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Figura 6. Andlisis de las cromatografias por Western Blot. Se realiz6 un SDS-PAGE vy la
posteriormente transferencia a una membrana de nitrocelulosa 0.2 um. (a) Western blot al 12.5%
a-catepsinas (dilucion 1/500) sobre extracto somatico y eluidos. C+: FhCL1r (b) Western blot al
12.5% a-LAP (dilucién 1/300) sobre extracto somatico y eluidos. C+: FhLAPr (c) Western blot al
15% a-catepsinas (dilucién 1/500) sobre extracto PES y eluidos. C+: FhCL1r (d) Western blot al
15% a-LAP (dilucién 1/300) sobre extracto PES y eluidos. C+: C+: FhLAPr. Se sembrd 10 pl de
cada extracto de trabajo y 25 ul de cada eluido. NR: fraccién no retenida; A-H: fracciones eluidas.
Se utilizé un marcador molecular de bajo rango (M3913, Sigma).
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Tabla 2. Analisis enzimatico del extracto somatico y sus fracciones eluidas.

Proteinas Actividad Catepsina Actividad LAP Actividad Legumaina
Actividad A.especifical Actividad A.especifica| Actividad A.especifica
Muestra mg/ml mg totales (U/mi) A. total (U) (U/mg) (U/ml) A. total (U) (U/mg) (U/mi) A. total (U) (U/mg)
Somatico 14,021 4,206 2,430 0,729 0,173 0,186 0,056 0,013 0,0425 0,0127 0,0030
NR 0,926 0,926 0,194 0,194 0,210 0,006 0,006 0,006 0,0075 0,0075 0,0081
A 0,096 0,058 0,004 0,002 0,039 - - - 0,0007 0,0004 0,0068
B 0,057 0,034 0,001 0,001 0,016 - - - 0,0005 0,0003 0,0081
C 0,091 0,055 0,002 0,001 0,025 - - - - - -
D 0,099 0,059 0,002 0,001 0,021 - - - - - -
E 0,062 0,037 0,002 0,001 0,038 - - - 0,0003 0,0002 0,0047
F 0,056 0,034 0,002 0,001 0,028 - - - - - -
G 0,209 0,126 0,012 0,007 0,058 - - - 0,0017 0,0010 0,0079
H 0,109 0,066 0,003 0,002 0,029 - - - - - -
U: unidad de actividad enzimatica = pmol de AMC/min a 37°C
Tabla 3. Andlisis enzimatico del extracto PES y sus fracciones eluidas.
Proteinas Actividad Catepsina Actividad LAP Actividad Legumaina
Actividad A.especifica| Actividad A.especifica| Actividad A.especifica
Muestra mg/ml mg totales (U/mi) A. total (U) (U/mg) (U/mi) A. total (U) (U/mg) (U/mi) A. total (U) (U/mg)
PES 2,765 0,830 6,067 1,820 2,194 1,80E-04 5,40E-05 6,51E-05 0,264 0,079 0,095
NR 0,185 0,185 1,470 1,470 7,960 - - - 0,063 0,063 0,344
A 0,016 0,010 0,454 0,272 28,182 - - - 0,002 0,001 0,116
B 0,007 0,004 - - - - - - 0,0003 0,0002 0,042
C 0,002 0,001 - - - - - - - - -

|U: unidad de actividad enzimatica = pmol de AMC/min a 37°C
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5.5. Analisis enzimatico de actividad proteolitica en extractos y eluidos de F. hepatica.

Las actividades enzimaticas proteoliticas (catepsinas, LAP y legumaina) se cuantificaron en
el extracto somatico (Tabla 2) y en el extracto PES (Tabla 3). Ambos extractos de trabajo
presentaron las 3 actividades ensayadas en mayor o menor medida. En las fracciones no
retenidas (NR) también se observé la actividad de las 3 enzimas evaluadas. En los eluidos
cromatograficos, dependiendo del tipo de extracto de trabajo y del tipo de ensayo
enzimatico, se obtuvieron diferentes resultados. Se destacan la ausencia de actividad LAP
para los eluidos de ambos extractos de trabajo, solo trazas de actividad legumaina para los
eluidos de ambos extractos de trabajo, y una alta actividad catepsina para el eluido a 0.1 M
de NaCl del extracto PES. Los correspondientes ensayos de inhibicion especifica (ver anexo
2) corroboraron que se tratase efectivamente de las actividades analizadas, ya que se
obtuvieron valores no interpolables, cercanos al blanco, e incluso valores que no fueron

detectables.

5.6. Espectrometria de masas de proteinas de F. hepatica que interaccionan con
heparina.

A partir del analisis del patrén proteico de los distintos eluidos se procedié a seleccionar
algunas bandas que fueron analizadas por de espectrometria de masa. El criterio utilizado
para la seleccion de dichas bandas se conformé teniendo en cuenta la concentracion
proteica, la pureza de la banda (evitando otras bandas cercanas) y en base a referencias
bibliograficas con la cual se pudiese inferir la identidad de alguna banda proteica.

A partir de los eluidos del extracto somatico fueron analizadas 4 bandas pertenecientes a la
fraccion obtenida con una concentraciéon NaCl 0.2 M (Figura 7a), las cuales fueron
identificadas como la glutamato deshidrogenasa (GLDH) (54 kDa), la gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) de F. hepatica (39 y 36 kDa) y la glutation S-transferasa clase
sigma (GSTsi) de F. hepatica (23 kDa).

En cuanto para los eluidos del extracto PES fueron seleccionadas 3 bandas pertenecientes
a la fraccion obtenida con una concentracion NaCl 0.1 M (Figura 7b). En este caso se
identificaron 4 proteinas: la GSTsi de F. hepatica (24 kDa), una proteina de unién a calcio
(CaBP) de F. hepatica (14 kDa), un inhibidor monomeérico tipo Kunitz (KTMI) de F. hepatica
y una molécula-1 de defensa de helmintos (HDM-1) de F. hepatica (ambas a 7 kDa).

Los pesos moleculares informados corresponden al peso molecular aparente calculado en

referencia a la movilidad de cada proteina.
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GRGAGONIIP ASTGAAKAVG KVIPELNGKL TGMAFRVPTA DVSVVDLTCR
LNKAAKYDEI KAAVKAAADG PMKGILDYTE ELLVSSDMLG THCSSVFDAQ
TGISLNDNFV KLISWYDNEF GYSCRVVDLI NHMFRVDHSE VLAISDWCYS

ROPAILAFFR

GLLVKY

Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase [Fasciola hepatica]
Sequence Coverage: 23%

1
51
101
151
201

NASCTTNCLA
GRGAGQONIIP
LNKAAKYDET
TGISLNDNEV
ROPAILAFFR

PLAKVINDKF
ASTGAAKAVG
KAAVKAAADG
KLISWYDNEF
GLLVKY

GIVEGLMTTV
KVIPELNGKL
PMKGILDYTE
GYSCRVVDLI

HSYTATQKVV
TGMAFRVPTA
ELLVSSDMLG
NHMFRVDHSE

DGPSSKAWRD
DVSVVDLTCR
THCSSVEDAQ
VLAISDWCYS

Sigma Class Gst [Fasciola hepatica]l
Sequence Coverage: 43%

1 MDKQHFKLWY FQFRGRAEPI RLLLTCAGVK FEDYQFTMDQ WPTIKPTLPG
51 GRVPLLDVTG PDGKLRRYQE SMAIARLLAR QFKMMGETDE EYYLIERIIG
101 ECEDLYREVY TIFRTPQGEK EAKIKEFKEN NGPTLLKLVS ESLESSGGKH
151 VAGNRITLGD LFLFTTLTHV METVPGFLEQ KFPKLHEFHK SLPTSCSRLS
201 EYLKKRAKTIP F

Calcium-binding protein [Fasciola hepatica]
Sequence Coverage: 35%

1 MTTAYKLHDV ESLIDWFMEL DKNNDEAVDK KELTAYYKSK GVSDSKINEW
51 MEHFDADSDG KITLMEFCRG LGLRIDEVRV EQKQPPLQRA GTAPALGTDI
101 EMIATTMSQP RQVEVTEKFK SLVTAHNGKD EEMKDVAHEL KTFLDDTYGR
151 VWQCVILTGS YWMQFSHEPF LSIQFRYGRY ICLAWRTPRG
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Sigma Class Gst [Fasciola
Sequence Coverage: 40%

1
51
101
151
201

MDKQHFKLWY
GRVPLLDVTG
ECEDLYREVY
VAGNRITLGD
EYLKKRAKTP

FQFRGRAEPI
PDGKLRRYQE
TIFRTPQGEK
LFLFTTLTHV
F

hepatical

RLLLTCAGVK
SMAIARLLAR
EAKIKEFKEN
METVPGFLEQ

FEDYQFTMDQ
QFKMMGETDE
NGPTLLKLVS
KFPKLHEFHK

WPTIKPTLPG
EYYLIERIIG
ESLESSGGKH
SLPTSCSRLS

Monomeric Kunitz-type proteinase inhibitor [Fasciola
hepatical
Sequence Coverage: 86%

1 IQKRCLLPVE PGPCLGGIRS WAWDSRRGEC VPFVYGGCEG NDNRFDSKSS
51 CEYNCEFR

Helminth defence molecule-1 [Fasciola hepatica]
Sequence Coverage: 15%

1 RPSEESREKL RESGRKMVKA LRDAVTKAYE KARDRAMAYL AKDNLGEKIT
51 EVITILLNRL TDRLEKYAGN

Figura 7. Resultados de la identificacién proteica a partir del andlisis por Maldi-Tof. (a) Resultados
correspondientes a los eluidos del extracto somatico. (b) Resultados correspondientes a los
eluidos del extracto PES. Se identificaron los péptidos en la base de datos MASCOT. En rojo se
sefalan los péptidos aue coincidieron con la secuencia de la base de datos.




5.7. Analisis enzimatico de actividad GST de F. hepatica en extractos y eluidos.

A partir de la identificacion de GST por medio de la espectrometria de masa se realizd un

ensayo de actividad enzimatica GST en los extractos de trabajo, en los eluidos NR y en las

respectivas fracciones donde se identifico dicha enzima, a modo de comprobar el estado de

la misma.
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Figura 8. Curvas de absorbancia en funcion de tiempo correspondientes al ensayo de actividad

GST. (a) Gréfico del extracto somatico y sus eluidos. (b) Gréfico del extracto PES y sus eluidos.
(A) Extracto de trabajo. (#)FhGST control 0.8 mg/ml. (m) Fraccion NR (¢) Eluido C del extracto

somatico. (¢) Eluido A del extracto PES.
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A partir de los gréficos correspondientes de absorbancia en funcién del tiempo (Figura 8) se
calcularon las pendientes, y con el coeficiente de extincién molar del CDNB (9.6 mM”'cm™)

se conformé el cuadro de datos (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis enzimatico GST de los extractos de trabajo, en las fracciones NR y en los
respectivos eluidos donde se identificé la GST.

Proteinas Actividad GST
Muestra | Pendiente | mg/ml |mg totales| Act. (U/ml) Act. total (U) |Act. especifica (U/mg)
Somatico| 1,40E-02 | 14,02 4,21 489,00E-05 146,70E-05 34,88E-05
NR 5,50E-04 0,93 0,93 5,04E-05 5,04E-05 5,44E-05
C 3,20E-04 0,09 0,05 4,34E-05 2,60E-05 47,65E-05
PES 5,90E-04 2,77 0,83 17,94E-05 5,38E-05 6,49E-05
NR 3,30E-04 0,18 0,18 3,29E-05 3,30E-05 17,87E-05
A 3,60E-04 0,02 0,01 6,94E-05 4,17E-05 431,15E-05

U: unidad de actividad enzimatica = mmol de DNPG/min a 25°C
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6. Discusion.

La afeccién causada por F. hepatica conlleva perdidas econdmicas importantes en el sector
ganadero, siendo de sumo interés desarrollar un control inmunoprofilactico para combatir
este parasito. La linea de investigacion de este trabajo se orientd a dar los primeros pasos
en la identificaciébn de estructuras celulares y proteinas del parasito con afinidad por
heparina, aspirando a que estas Ultimas puedan llegar a ser evaluadas como nuevos

blancos de accién para lograr vacunas eficaces.

A partir de la microscopia de fluorescencia con Hp-FITC en los cortes histologicos se
observo la existencia de reactividad especifica, la cual se visualizdé con una fuerte intensidad
de fluorescencia por parte de algunas células asociadas al parénquima (Figura 3d y 3e),
especialmente en sus compuestos citosélicos. Fue por lo tanto presumible que las proteinas
con afinidad por heparina encontradas a partir del ensayo cromatografico del extracto
somatico se encuentren en la fase soluble de las células del parasito. En referencia a las
proteinas con unién a heparina encontradas a partir de la cromatografia del extracto PES,
seria esperable registrar fluorescencia en los epitelios que componen el intestino, lo cual no
fue asi, pero ya que la reactividad observada se corresponde con células circundantes al
intestino estas posiblemente sean las principales responsables de producir la proteina de
interés y secretarla hacia la luz intestinal.

Se observo fluorescencia asociada a las espinas del tegumento (Figura 3f y 3g), por lo cual
se debera profundizar en dicha area a fin de poder identificar los componentes involucrados
en la interaccion con heparina.

En cuanto a la fluorescencia visualizada en las células de las glandulas vitelinas (Figura 3h),
se plante6 la existencia de algun compuesto con afinidad a heparina. Estas glandulas
contribuyen a la produccion e incorporacion del material (vitelo) que contienen los huevos y
a la formacion de la cubierta de los mismos (Cruz-Reyes, 2001). Lo antes mencionado no
pudo ser confirmado ya que no se conté con cortes histolégicos donde se apreciara la
presencia de huevos.

Estos resultados fueron los mas esclarecedores ya que fueron obtenidos al incubar los
cortes con el conjugado fluorescente a 37°C. Se ensayd incubar a 4°C y 20°C pero los
resultados mostraron fluorescencia nula o apenas apreciable en los preparados histolégicos.

La microscopia de fluorescencia sirvié para evaluar, en una primera instancia, la existencia
de proteinas de F. hepatica con afinidad por la heparina. Por lo tanto al ejecutar la
cromatografia de afinidad, para los extractos de trabajo, era de esperar resultados positivos,
lo cual se confirmé a partir de los cromatogramas del extracto somdtico (Figura 4a) y del
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extracto PES (Figura 4b). El posterior andlisis de los distintos picos obtenidos por medio de
SDS-PAGE mostr6 un variado patrén proteico para el extracto somatico (Figura 5a y 5b) y
se infiri6 en cuanto a las concentraciones de dichas bandas por medio de la tincién
cuantitativa con Coomassie-Blue. La electroforesis de los eludios correspondientes al
extracto PES (Figura 5c) solo se visualizd por medio de la tincion con AgNQO3, en la cual casi
la totalidad de las proteinas que interaccionaron con la matriz de heparina se obtuvieron en
el eluido a 0.1 M.

Los ensayos de actividad proteolitica en los distintos eluidos, utilizando sustratos
fluorogénicos, se ejecutaron con el fin de esclarecer en una primera instancia la existencia
de afinidad por heparina de dichas enzimas, que han sido objeto de investigacion e interés
por parte de la Unidad de Biologia Parasitaria (UBP, UdelaR). Como ensayo
complementario se realizaron ensayos western blot para caracterizar catepsinas y LAP, para
los cuales se utilizaron anticuerpos obtenidos de ensayos de inmunizacion realizados por la
UBP en investigaciones pasadas.

A partir de los ensayos de actividad proteolitica, evaluando las actividades catepsinas, LAP
y legumaina, por medio de sustratos fluorogénicos (Tabla 2 y 3) se obtuvieron diversas

conclusiones.

Para el ensayo de la actividad de las catepsinas se confirmo la existencia de dichas enzimas
en los extractos de trabajo al igual que ha sido descrito previamente (Berasain et al, 1997).
Es de recordar que el preparado del extracto soméatico se realizé con inhibidores de entre los
cuales se utilizo el inhibidor especifico de catepsinas E-64 para evitar la que estas potentes
proteasas accionaran sobre otras proteinas interfiriendo en su posterior identificacion. Por lo
cual a partir de este ensayo de actividad, para este extracto y sus diversos eluidos
cromatograficos, no se puede inferir sobre la verdadera capacidad de interaccidon entre las
catepsinas y la heparina.

En cuanto al extracto PES, se observo actividad enzimética en el extracto de trabajo, en la
fraccion NR y una elevada actividad especifica en el eluido a 0.1 M de NaCl. Revisando
bibliografia se encontré que las catepsinas X y B (humanas) poseen interaccion con la
heparina en las cuales se observé una modificacion estructural y la estabilizacion de la
enzima lo cual, en el caso de la CX le permite una mayor afinidad por el sustrato (nacimiento
et a, 2005), y a la CB la mantiene activa a pH alcalino (Almeida et al, 2001).

Para el ensayo de la actividad de LAP se observé que dicha enzima posee una actividad
muy baja en especial para el extracto PES, por lo cual se consider6 que la misma no se
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encontré en un estado activo o sufrié degradacion al momento de realizar los ensayos ya
gue en investigaciones previas se ha indicado la existencia de trazas de actividad LAP en el
PES (Acosta et al, 1998). Por otro lado se esperd encontrar actividad LAP en el extracto
somatico ya que, si bien esta enzima se localiza en el tegumento y su extraccion se ha
descrito por medio del uso de detergentes (Acosta et al, 1998), la friccibn mecanica al
momento de preparar este extracto pudo liberar LAP del tegumento. Por lo tanto la baja
actividad evaluada en este caso se atribuy6 a la inhibicién por Leupeptina, Apoporotinina, E-
64, PMSF y EDTA, presentes en el céctel de inhibidores que se utilizd al momento de
preparar el extracto somatico, de los cuales se evalu6 que inhiben la actividad de LAP
recombinante entre un 40-80% (Acosta et al, 1998 y 2008). Para ambos extractos de trabajo
no se visualizé actividad enzimatica en los eluidos cromatograficos por ende se presume la

ausencia de afinidad por heparina.

Finalmente el ensayo de actividad de la legumaina mostrd bajos niveles de actividad en
ambos extractos de trabajo y aun inferiores en los diversos eluidos obtenidos, no obstante
los mismos fueron cuantificables en su gran mayoria. Por ello se atribuyd una baja afinidad
por heparina por parte de esta enzima.

El ensayo de western blot para revelar catepsina y LAP ofreci6 informacion complementaria
para evaluar la capacidad de unién a heparina de las proteinas antes mencionadas.

Para el extracto somatico se observé la existencia de catepsinas (Figura 6a) en la fraccion
NR al observarse una banda revelada cercana a los 24 kDa. En los eluidos posteriores solo
se visualizdé una banda tenue en el entorno de los 24 kDa correspondiéndose en el eluido
con 0.8 M de NaCl, por lo cual se concluye que la catepsina no posee una gran afinidad por
la matriz de heparina. Posiblemente el haber utilizado el inhibidor E-64 al momento de
preparar el extracto de trabajo no solo interfirid en los ensayos de actividad sino que pudo
interferir en le posible sitio de interaccién de la proteina para con la heparina. Se observaron
otras bandas tenues a diversos pesos moleculares, por lo cual se puede concluir la
existencia de reactividad cruzada con otros compuestos del extracto somatico. Se podria
atribuir que la banda de aproximadamente 36 kDa en la fraccion NR se corresponde con la
procatepsina L1 ya que el peso de la misma es de 37 kDa (Stack et al, 2008).

En cuanto al ensayo realizado sobre el extracto PES se pudo comprobar que las catepsinas
(Figura 6c¢) se revelaron en el extracto de partida, en la fraccion NR y en el eluido a 0.1 M de
NaCl, por lo cual se puede atribuir la existencia de cierta afinidad por la heparina. La
conclusién que se obtuvo de éste ensayo se contrapone con el del extracto somatico donde
se utilizé el inhibidor E-64, siendo por lo tanto éste Ultimo una posible factor que pudo alterar
la afinidad por la heparina. También se observaron bandas de menor intensidad entre los
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6.5-20 kDa tanto en el extracto PES como en el eluido a 0.1 M de NaCl lo cual podria
atribuirse a posible reactividad inespecifica o residuos peptidicos de catepsinas degradadas.

El andlisis del extracto somatico, en referencia a la LAP (Figura 6b), era de esperar observar
reactividad cercana a los 55 kDa correspondiente a la proteina nativa, la cual se visualiza
claramente en el eluido a 0.1 M de NaCl y muy tenuamente para el resto de los eluidos. Por
otro lado se observé intensa reactividad, entre los 36-45 kDa, en todos los eluidos del
gradiente escalonado con NaCl y en otras bandas de diverso peso molecular, lo cual se
atribuye a reactividad cruzada. Por ultimo, el analisis de LAP en el extracto PES (Figura 6d)
mostr6 gran intensidad en el extracto de partida, entre los 24-29 kDa, lo cual no concordd
con el peso esperado para la LAP de 55 kDa. En los eluidos se observé reactividad
inespecifica o cruzada con otros compuestos cuyo peso molecular difiere de la enzima
nativa de 55 kDa. Posteriormente se investigoé sobre la procedencia de dicho suero, el cual
provino de un ensayo de vacunacion en el cual también se inmuniz6 con catepsinas, siendo
esto una causante de la reactividad inespecifica que se visualiza. Por lo antes mencionado
no se puede afirmar si las bandas de aproximadamente 55 kDa en los eluidos corresponden
a LAP.

Profundizando en los resultados obtenidos a partir de la espectrometria de masa se observé
que las proteinas que fueron identificadas en este trabajo ya habian sido descritas con
anterioridad en diversos ensayos de protedbmica y de caracterizacion. Solo una proteina fue
identificada por homologia con S. mansoni, la GLDH. La investigacion en el trematodo S.
mansoni, a diferencia de F. hepatica, se encuentra avanzada en cuanto a estudios de

protedbmica, y su genoma ha sido secuenciado y publicado.

La GST (EC 2.5.1.18) comprende a una superfamilia de proteinas multifuncionales
ampliamente distribuidas en plantas y animales, y cuyo principal rol es la detoxificacién
celular. Esta superfamilia esta dividida en cuanto a su localizacion: familia citoplasmética,
familia mitocondrial, familia microsomal y familia fosfomicina/glioxalasa (presente en
antibioticos bacterianos). Las GSTs citoplasmaticas (a las cuales nos referiremos de ahora
en mas) conforman el grupo mas grande y diverso, por lo cual se clasifican en clases: Alpha,
Mu, Pi, Sigma, Phi, Zeta y Omega. Todas tienen en comun ser proteinas diméricas solubles
cuyas subunidades pueden ser idénticas o distintas. Entre los parasitos helmintos las
distintas clases de GSTs difieren en cuanto al substrato especifico, la actividad catalitica y
su inmunogenecidad, pero mantiene en comun su principal rol: la actividad detoxificante de
compuestos electrofilicos reactivos al catalizar su conjugacion con glutatién, para

compuestos enddgenos (metabolitos del parasito) y exdgenos (producidos por el sistema
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inmune del huésped). Las GSTs de adultos de F. hepatica poseen un tamario entre 23-26.5
kDa y se las pudo catalogar en 3 clases siendo éstas: 4 isoenzimas de GST clase mu
(Robinson et al, 2009; Salvatore et al, 1995), una GST clase omega (Chemale et al, 2006) y
una GST clase sigma (GSTsi) (LaCourse et al, 2012). En particular, para esta dltima se
atribuy6 otro rol de suma importancia como lo es la modulacién a la respuesta inmune del
huésped. Estd demostrado que el PES posee componentes que actuan de manera
inmunosupresora sobre la respuesta inmune del huésped (Cervi et al, 1996). Se describid la
existencia de GSTsi en el PES (Cervi et al, 1999; Chemale et al, 2006), la cual ensayada in
vivo demostré alterar la funcién de células dendriticas (Dowling et al, 2010), es por lo tanto
que la existencia de dicha enzima en el PES, tanto en el estadio adulto como larvario, podria
favorecer la sobrevida del parasito en el huésped. Por otro lado, las prostaglandinas pueden
causar un estado de inmunosupresion (Goodwin et al, 1983), siendo éstas los mayores
mediadores lipidicos detectados en helmintos y teniendo a la GSTsi como la principal
enzima vinculada a la produccién de las mismas (Cubata et al, 2000), por lo cual esto avala
aun mas la capacidad inmunomoduladora de la GSTsi (Arbildi et al, 2011).

La localizacién de la GSTsi en adultos de F. hepatica, por medio de inmunohistoquimica,
esta descrita en glandulas vitelinas, en huevos en desarrollo, en el parénquima y en el
tegumento (LaCourse et al, 2012). En este trabajo, a partir de la microscopia de
fluorescencia con HP-FITC se visualizé reactividad en los sitios antes mencionados excepto
en huevos ya que no se conté con un corte histolégico en presencia de los mismos. En
referencia a las otras GSTs, estudios de inmunofluorescencia de las diversas isoenzimas de
GST clase mu mostraron una distribucién en el parénquima, en el tegumento y sobre la

superficie lamelar de las células del intestino (Creaney et al, 1995b).

En cuanto a su uso como inmundgeno, recientemente se ha ensayado una vacuna con
GSTsi recombinante de F. hepatica, y aunque no se observaron variaciones en cuanto a la
cantidad y morfologia de los parasitos, con respecto al grupo control, si se observé una
reduccion de los danos hepaticos durante las fases tempranas de la infeccion, lo cual pone a
consideracién esta enzima para ser incluida dentro de una posible vacuna multivalente
(LaCourse et al, 2012).

A modo complementario, con el ensayo de actividad GST (Tabla 4) se corrobord la
presencia de GSTs en los extractos parasitarios. Este ensayo no permite discriminar la clase
de GST ya que todas conjugan GSH a CDNB, tratdndose asi de un ensayo genérico. Se
observd actividad en ambos extractos de trabajo, en las fracciones NR y en los eluidos
donde se identific la GSTsi, siendo en éstos ultimos donde se encontré la mayor actividad
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especifica. No se puede afirmar que dicha actividad sea producto exclusivamente de la
GSTsi ya que: se utiliza un substrato genérico para GSTs y cabe la posibilidad de que las
isoenzimas de GSTmu posean afinidad por heparina, ya que a partir de los eluidos
cromatograficos del extracto somatico (Figura 5a) se observa una banda entre 24-29 kDa
que podria corresponderse con la GSTmu de F. hepatica de 26 kDa. Por el momento solo se
puede afirmar que las GSTs presentes en los extractos se encontraban activas antes y
después de realizada la cromatografia.

La enzima GLDH (E.C. 1.4.1.2) se localiza en la mitocondria de los eucariotas. En
mamiferos esta vinculada al ciclo de excrecion de la urea, siendo esta una reaccion que
ocurre en la matriz mitocondrial de los hepatocitos donde el aminoacido L-glutamato es
desaminado para dar alfa-cetoglutarato y amonio, y este Ultimo es conjugado a otros
compuestos para finalmente convertirse en urea, facilitando asi la eliminacién de la misma
(Lehninger, 2001). La GLDH tiene tanto la capacidad de desaminar como transaminar; en
mamiferos ocurre principalmente la desaminacion oxidativa pero en plantas puede trabajar
en ambos sentidos dependiendo del ambiente y del estres a la que esté sometido. En
cuanto a la GLDH de F. hepatica se puede llegar a proponer que posee un rol bidireccional;
por un lado favoreciendo la eliminacién de los grupos amino pertenecientes a los
aminoacidos degradados de forma intracelular o minimizando una posible afectacién local
ante la presencia de NH;" en sangre producida por el huésped (Herrerias, 1996). La
localizacién de GLDH se ha descrito en adultos de F. hepatica por ensayos de histoquimica
enzimatica, obteniendo actividad muy fuerte en la zona circundante a los testes, fuerte
actividad en células del parénquima y del epitelio intestinal. En dicho ensayo el substrato de
la enzima fue acido alfa-ketoglutarico, el cual es un intermediario en el ciclo del krebs (David
et al, 1968), con lo cual se le podria asignar un rol en el metabolismo energético del
parasito.

En este ensayo la GLDH se identificé por homologia con la GLDH de S. mansoni de 58.8
kDa. El andlisis de masa de este trabajo también evidencié un alto porcentaje de homologia
con una proteina de 180 aminoacidos (aa) y 21 kDa perteneciente a la base de datos ESTs
de F. gigantica, por lo cual no se posee mas informacion para corroborar la identidad de
nuestra proteina investigada.

La enzima GAPDH (E.C. 1.2.1.12) en células eucariotas esta vinculada al metabolismo
energético ya que forma parte en la glucdlisis, catalizando la sintesis del 1,3-
bisfosfoglicerato a partir del gliceraldehido 3-fosfato (Lehninger, 2001). Su localizacion es
citoplasmatica a raiz de que todos los pasos de la glucélisis ocurren alli.
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Esta enzima se identificd, por espectrometria de masa, a partir de 2 bandas proteicas cuyos
pesos moleculares fueron cercanos a los 36 kDa (Figura 7a), lo cual difiri6 del peso
molecular de 23.3 kDa (216 aa) informado en la base de datos NCBInr (GenBank:
AAG23287.1). La razén de tal diferencia es que la secuencia de GAPDH de F. hepatica se
encuentra incompleta y el peso molecular informado corresponde al fragmento hasta ahora
descrito. En S. mansoni se describié una GAPDH (GenBank: P20287.1) de 37 kDa (338 aa)
(Goudot-Crozel et al, 1989). A partir de un alineamiento local entre la misma y el fragmento
de F. hepatica (GenBank: AAG23287.1) se obtuvo un 57% de cobertura para la cual el
primer aminoacido del fragmento de secuencia de GAPDH de F. hepatica se alineé con el
amino&cido 150 de la secuencia de GAPDH de S. mansoni, dando un 84% de identidad. La
diferencia en el peso molecular de las dos bandas, de las cuales se procedié con la
identificacion, podria deberse a la existencia de sitios glicosilados de la proteina.

En F. hepatica a esta enzima se la localiz6 en el tegumento y superficie (Boukli et al, 2011),
atribuyéndose de esta manera un posible rol en defensa y evasién a la respuesta inmune del
huésped en conjunto con la hipétesis del recambio tegumentario en parasitos adultos
(Morphew et al, 2007). También se la puede asociar con la produccion de energia necesaria
para la contraccién muscular involucrada en el transporte y movilidad del parasito.
Recientemente se han realizado ensayos de inmunizacion, en ratas, con la fosfoglicerato
quinasa de F. hepatica (Jaros et al, 2010), la cual es una enzima involucrada en la glucdlisis,
y su rol en dicha via se encuentra a continuacién del de la GAPDH. En dicho trabajo, si bien
los resultados fueron diversos a causa de factores como la composicion del antigeno (ADNc
o proteina), la dosis, las vias y el nimero de inmunizaciones, se logré un nivel de proteccién
maxima del 69%. A partir de este resultado se puede comenzar a pensar que enzimas
involucradas en el metabolismo energético del parasito pueden ser posibles blancos de

vacuna.

En cuanto a la CaBP se ha descrito en todos los organismos eucariotas. En F. hepatica se
ha clonado y expresado una CaBP de 22 kDa, la cual se encuentra en el PES de parésitos
adultos (Ruiz de Eguino et al, 1999). Por otro lado se ha descrito la presencia de CaBP en el
tegumento en un estrecho vinculo con la cadena liviana de la miosina en el rol de la
contraccién muscular (Russell et al, 2007), con lo cual esta proteina gana atencion como un
posible blanco de vacuna.

Estudios realizados en F. gigantica evidenciaron la existencia una CaBP, con un 96,3% de
homologia con la CaBP de F. hepatica de 22 kDa, y se la localiz6 como el mayor
componente del tegumento en parasitos adultos (Vichasri-Gramsa et al, 2005).

No se conoce exactamente la funcion bioldgica de dicha proteina pero se asume que ejerce

un rol importante en las células del parasito en cuanto a la sefalizacion de vias, en la
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transduccién de sefiales y en cuanto a su afinidad por otras proteinas en base a la unién o

no del calcio.

El KTMI es un polipéptido de 6.75 kDa que fue identificado por su similitud con inhibidores
tipo kunitz en plantas. En F. hepatica se lo ha localizado en el PES y se atribuye, que junto a
la CL1, es de las proteinas mas abundantes en este extracto (Wilson et al, 2011). Se ha
sugerido la expresion de varios tipos de KTMI a partir de la identificacién de varios
polimorfismos. La localizacién de este polipéptido en adultos de F. hepatica, por estudios de
inmunofluorescencia indirecta e inmunomarcacién, se observo en el intestino, el parénquima
y en el tegumento (Bozas et al, 1995).

En cuanto a su funcion si bien se describié la unién a catepsinas propias del parasito (Muifio
et al, 2011), también cumple el rol de inhibir serina, cisteina y aspartil proteasas (Rawlings et
al, 2004), asumiendo que en este Ultimo caso se trata de un rol defensivo ante proteasas del
huésped de las cuales algunas pueden estar involucradas con etapas de la respuesta

inmune, por ende se les podria asignar un rol inmunomodulador.

Recientemente se describié una proteina en F. hepatica, la HDM-1, que posee una notable
similaridad en cuanto a su estructura y funcién respecto a CAP18, el cual es un péptido de
defensa de la familia de las catelicidinas del sistema inmune innato humano. Por medio de
escision proteolitica sobre el extremo carbonilo terminal de CAP-18, se libera el péptido LL-
37 que reconoce patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), y cuyo rol
involucra acciones efectoras, como la rotura de membranas bacterianas (Auvynet et al,
2009), y la modulacién de la respuesta inmune, evitando la activacion de macréfagos por los
receptores tipo tolls (TLR) a partir de inhibir los lipopolisacaridos (LPS) bacterianos con lo
que disminuye la liberacién de citoquinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF (Mookherjee et
al, 2006). En la HDM-1 también ocurre escision proteolitica del extremo carbonilo terminal,
por accién de la CL1, liberando un péptido de 34 aa (Robinson et al, 2011). La HDM-1 tiene
un peso de 8 kDa y posee 90 aa en comparacion con los 170 aa de CAP18, pero a pesar de
dicha diferencia existen regiones conservadas entre ambas, en especial en los extremos
carbonilo terminal con una conformacién anfipatica. Tanto la HDM-1 como su fragmento
extremo carbonilo terminal se encuentran en el PES por lo cual se asume que no todo el
clivaje ocurre en el intestino del parasito y se asume un posible clivaje por medio de
proteasas propias del huésped (Robinson et al, 2011).

Se ha propuesto que la secreciéon de HDM-1 tiene como fin evitar altas concentraciones de
LPS bacterianos, que puede ocurrir debido a traslocaciones de Escherichia coli y
enterococos, de la flora bacteriana del huésped, por la rotura de las uniones entre los
hepatocitos a causa del aumento de presion dentro de los canaliculos biliares por su
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obstruccién con F. hepatica, como por la ocurrencia de coinfecciones bacterianas de otra
indole, y que puedan dar lugar a una excesiva respuesta inmune la cual derive en un shock
séptico y la muerte (Ogunrinade et al, 1982; Valero et al, 2006; Giuliani et al, 2010). Por lo
tanto la accién de HDM-1 controlaria la activacion de macréfagos mediada por LPS, al
neutralizar su potencial biolégico, evitando una respuesta inflamatoria excesiva con lo que
se prolonga asi la vida del huésped y por ende la del parasito (Robinson et al, 2011).

Si bien diversos estudios consideran este péptido como una posible via para el desarrollo de
terapias anti-inflamatorias, desde el punto de vista en que se enfoca este trabajo tal vez no
sea ventajoso su utilizacion como blanco de vacuna ante el riesgo de una posible reaccion
cruzada con los péptidos de defensa propios del huésped, lo cual comprometeria la salud y

viabilidad del mismo ante una infeccién bacteriana.

Para concluir en cuanto a la ejecucién de este plan de trabajo, cabe destacar el cuidado en
la preparacion y manipulacion de los buffers, muestras y técnicas realizadas que
posibilitaron una exitosa identificacién proteica por espectroscopia de masa y sin las
habituales interferencias producidas por la queratina u otros contaminantes.

A modo de resumen se esquematizan todas las proteinas identificadas en este trabajo y sus
datos mas relevantes (Tabla 5).
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Tabla 5. Cuadro esquematico referente a las proteinas identificadas en los eluidos de trabajo.

Proteina Extracto / eluido Peso molecular Localizacion Funcion
Somatico / Eluido Glandulas Actividad
Glutation S- C (0,3M) vitelinas. huevos detoxificante /
transferasa clase 24.5 kDa L ’ Modulacién a la
sigma (GSTsi) PES / Eluido A parenquima y respuesta inmune
(0,1M) tegumento. (1)

del huésped.

Gliceraldehido

37 kDa (Posible

Desaminaciéon y

fosfato Somatico / Eluido . Tegumento y transa.lmlnamon /
. homologia con - Posible rol en
deshidrogenasa C (0,3M) S mansoni superficie. (2) metabolismo
(GAPDH) ' ') -
energético.
Rol energético /
Glutamato -~ . 58,8 kDa (por Testgs, Posible rol d(.e’
: Somético / Eluido . parénquima y defensa y evacion
deshidrogenasa homologia con S. oo .
D (0,3M) . epitelio intestinal. de la respuesta
(GLDH) mansoni) .
(3) inmune del
huésped.
Posible rol de
Proteina de union a| PES / Eluido A sefnalizacion de
22 kD T .4
calcio (CaBP) (0,1M) a egumento. (4) vias y transduccién
de senales.
Posible rol
Inh|k,)|.dor . PES / Eluido A Epltel|,o |nt.est|nal, |nmun(.)mod.ula.d9r
monomérico tipo (0,1M) 6,75 kDa parénquimay a partir de inhibir
Kunitz (KTMI) ’ tegumento. (5) diversas
proteasas.
Modulacién de la
Molécula-1 de Sin determinar. Se | respuesta inmune
PES / Eluido A asume: Epitelio del huésped
defensa de (0,1M) 8 kDa intestinal y/ vitand
helmintos (HDM-1) ’ estina’ y/o etando su
tegumento. activacion por
LPS.

1 - LaCourse et al, 2012

2 - Boukli et al, 2011
3 - David et al, 1968

4 - Russell et al, 2007

5 - Bozas et al, 1995

46




7. Conclusiones.

Se pudo aseverar la existencia de proteinas de adultos de F. hepatica (antigenos expuestos
y ocultos) que poseen afinidad por heparina, identificAndose la glutamato deshidrogenasa, la
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, una proteina de unién a calcio, un inhibidor
monomeérico tipo Kunitz, una molécula-1 de defensa de helmintos y la glutatién S-transferasa
clase sigma, de cuales solo esta ultima ha sido ensayada como inmundgeno hasta el

momento.

A partir de la microscopia de fluorescencia se concluyé que los sitios con reactividad a
heparina son concordantes con los sitios de localizacidon de las proteinas que se
identificaron por espectrometria de masa.

Hasta el momento las GSTs se purifican por cromatografia en una columna de glutatién-
agarosa (Chemale et al, 2006). A partir de este trabajo se podria evaluar una manera
alternativa de obtener una fraccion enriquecida en GSTsi nativa ya que se ha descrito que la
misma posee poca afinidad por el glutation (Brophy et al, 1990).

En base a todo lo expresado en este trabajo, se tienen como futuros objetivos el continuar
identificando y evaluando todas las proteinas presentes en los eluidos, profundizar en la
interaccion y el rol que las mismas tienen con la heparina, y eventualmente dar lugar a los
correspondientes ensayos de inmunoproteccion en animales experimentales con el fin de

evaluar su potencial protector contra la fasciolosis.
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9. Anexos.
Anexo 1.

Descripcion detallada de los parametros utilizados para llevar a cabo las cromatografias de

afinidad con el equipo AKTA purifier UPC 100 para ambos extractos de trabajo.

Tabla 6. Método utilizado en la cromatografia de afinidad el extracto somatico

Block Variable Value Range
Main Column HiTrap_Heparin_HP_1_ml
Start_with_ PumpWash_Basic Wash_Inlet A Off
Wash_Inlet B Off
Flow_Rate Flow_Rate {ml/min} 0.700 0.000 - 10.000
Column_Pressure_Limit Column_PressureLimit {MPa} 0.50 0.00 - 25.00
Start_Instructions Averaging_Time_UV 5.10
Start Conc_B Start_ConcB {%B} 0.0 0.0-100.0
Column_Equilibration Equilibrate_with {CV} 0.00 0.00 - 999999.00
Aut_PressureFlow_Regulation System_Pump Normal
System_PressLevel {MPa} 0.00 0.00-25.00
System_MinFlow {mI|/min} 0.000 0.000-10.000
Flowthrough_ Fractionation Flowthrough_FracSize {ml} 1.000 0.000 - 50.000
Sample_Injection Empty_loop_with {ml} 0.10 0.00 - 999999.00
Wash_Out_Unbound_Sample Wash_column_with {CV} 8.00 0.00 - 999999.00
PeakFrac_Parameters UV UV_Mode Level
MinPeakWidth {min} 0.375 0.010 - 1500.000
Level {mAU} 25.000 -6000.000 - 6000.000
Peak_Start_Slope {mAU/min} 0.010 0.010-10000.000
Peak_End_Slope {mAU/min} 0.010 0.010 - 10000.000
Wash_Basic_1 1 _Wash_Inlet A OFF
1_Wash_Inlet B OFF
Flow_Direction_1 1_Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_1 1_ConcB_Step {%B} 5.0 0.0-100.0
Flush_Segment_1 1_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment_1 1_Fraction_Size {ml} 2.000 0.000 - 50.000
1_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_1 1_Length_of_Step {CV} 4.00 0.00 - 999999.00
Wash_Basic 2 2 Wash _Inlet A OFF
2 Wash_Inlet_ B OFF
Flow_Direction_2 2 Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_2 2_ConcB_Step {%B} 10.0 0.0-100.0
Flush_Segment_2 2_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment_2 2_Fraction_Size {ml} 2.000 0.000 - 50.000
2_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_2 2_Length_of_Step {CV} 4.00 0.00 - 999999.00
Wash_Basic 3 3 Wash _Inlet A OFF
3_Wash_Inlet_ B OFF
Flow_Direction_3 3_Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_3 3_ConcB_Step {%B} 15.0 0.0-100.0
Flush_Segment_3 3_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment_3 3_Fraction_Size {ml} 2.000 0.000 - 50.000
3_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_3 3_Length_of _Step {CV} 4.00 0.00 - 999999.00
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Wash_Basic 4

4 Wash Inlet A OFF
4 Wash_Inlet_B OFF
Flow_Direction_4 4 Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_4 4_ConcB_Step {%B} 40.0 0.0-100.0
Flush_Segment_4 4_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment 4 4_Fraction_Size {ml} 2.000 0.000 - 50.000
4_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_4 4 | ength_of_Step {CV} 4.00 0.00 - 999999.00
Wash_Basic 5 5 Wash_Inlet_A OFF
5 Wash_Inlet B OFF
Flow_Direction_5 5 Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_5 5_ConcB_Step {%B} 100.0 0.0-100.0
Flush_Segment_5 5_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment 5 5_Fraction_Size {ml} 0.000 0.000 - 50.000
5_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_5 5_Length_of_Step {CV} 5.00 0.00 - 999999.00
Gradient_Delay Gradient_Delay {ml} 3.00 0.00 - 999999.00
Length_of_Reequilibration Reequilibrate_with {CV} 10.00 0.00 - 999999.00
Tabla 7. Método utilizado en la cromatografia de afinidad el extracto PES
Block Variable Value Range
Main Column HiTrap_Heparin_HP_1_ml
Start_with_PumpWash_Basic Wash_Inlet A Off
Wash_Inlet B Off
Flow_Rate Flow_Rate {ml/min} 0.700 0.000-10.000
Column_Pressure_Limit Column_PressureLimit {MPa} 0.50 0.00-25.00
Start_Instructions Averaging_Time_UV 5.10
Start Conc_B Start_ConcB {%B} 0.0 0.0-100.0
Column_Equilibration Equilibrate_with {CV} 0.00 0.00 - 999999.00
Aut_PressureFlow_Regulation System_Pump Normal
System_PressLevel {MPa} 0.00 0.00-25.00
System_MinFlow {ml/min} 0.000 0.000 - 10.000
Flowthrough_Fractionation Flowthrough_FracSize {ml} 1.000 0.000 - 50.000
Sample_Injection Empty_loop_with {ml} 0.10 0.00 - 999999.00
Wash_Out_Unbound_Sample Wash_column_with {CV} 6.00 0.00 - 999999.00
PeakFrac_Parameters UV UV_Mode Level
MinPeakWidth {min} 0.375 0.010-1500.000
Level {mAU} 15.000 -6000.000 - 6000.000
Peak_Start_Slope {mAU/min} 0.010 0.010 - 10000.000
Peak_End_Slope {mAU/min} 0.010 0.010 - 10000.000
Wash_Basic 1 1 _Wash_Inlet_ A OFF
1 _Wash_Inlet B OFF
Flow_Direction_1 1_Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_1 1_ConcB_Step {%B} 5.0 0.0-100.0
Flush_Segment_1 1_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment_1 1_Fraction_Size {ml} 2.000 0.000 -50.000
1_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_1 1_Length_of Step {CV} 4.00 0.00 -999999.00
Wash_Basic 2 2 Wash Inlet A OFF
2 Wash_Inlet_ B OFF
Flow_Direction_2 2 Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_2 2_ConcB_Step {%B} 10.0 0.0-100.0
Flush_Segment_2 2_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment_2 2_Fraction_Size {ml} 0.000 0.000 - 50.000
2_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_2 2_Length_of_Step {CV} 4.00 0.00-999999.00
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Wash_Basic_3 3 _Wash_Inlet_A OFF
3 _Wash_Inlet_ B OFF
Flow_Direction_3 3_Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_3 3_ConcB_Step {%B} 15.0 0.0-100.0
Flush_Segment_3 3_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment_3 3_Fraction_Size {ml} 0.000 0.000 - 50.000
3_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_3 3_Length_of_Step {CV} 4.00 0.00 - 999999.00
Wash_Basic 4 4 Wash_Inlet_ A OFF
4 Wash_Inlet B OFF
Flow_Direction_4 4 Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_4 4_ConcB_Step {%B} 25.0 0.0-100.0
Flush_Segment 4 4_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment 4 4_Fraction_Size {ml} 2.000 0.000 - 50.000
4_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_4 4_Length_of_Step {CV} 4.00 0.00 - 999999.00
Wash_Basic 5 5 Wash_Inlet_A OFF
5 Wash_Inlet_ B OFF
Flow_Direction_5 5 Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_5 5_ConcB_Step {%B} 40.0 0.0-100.0
Flush_Segment_5 5_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment_5 5_Fraction_Size {ml} 2.000 0.000 - 50.000
5_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_5 5_Length_of_Step {CV} 4.00 0.00 - 999999.00
Wash_Basic_6 6_Wash_Inlet_A OFF
6_Wash_Inlet B OFF
Flow_Direction_6 6_Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_6 6_ConcB_Step {%B} 50.0 0.0-100.0
Flush_Segment_6 6_Flush_Volume {ml} 6.00 0.00 - 999999.00
Fractionation_Segment_6 6_Fraction_Size {ml} 0.000 0.000 - 50.000
6_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_6 6_Length_of Step {CV} 3.00 0.00 - 999999.00
Wash_Basic_7 7_Wash_Inlet_A OFF
7_Wash_Inlet_ B OFF
Flow_Direction_7 7_Flow_Direction DownFlow
ConcB_Step_7 7_ConcB_Step {%B} 100.0 0.0-100.0
Fractionation_Segment_7 7_Fraction_Size {ml} 0.000 0.000 - 50.000
7_PeakFraction_Size {ml} 0.600 0.000 - 50.000
Step_7 7_Length_of Step {CV} 5.00 0.00 - 999999.00
Gradient_Delay Gradient_Delay {ml} 3.00 0.00-999999.00
Length_of Reequilibration Reequilibrate_with {CV} 10.00 0.00 - 999999.00
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Anexo 2.

Se muestran los resultados de inhibicion especifica realizados en el andlisis enzimatico de

actividad proteolitica. Los mismos se presentan en unidades de fluorescencia (UF).

El guién (-) indica valores que no sobrepasaron el valor del blanco.

Tabla 8. Analisis de inhibicion enzimatica del extracto somatico y sus fracciones eluidas.

Proteinas Catepsina LAP Legumaina
Muestra mg/ml mg totales UF UF UF

Somatico 14,021 4,206 1164,5 984,0 730,0
NR 0,926 0,926 584,5 621,0 934,0

A 0,096 0,058 241.5 - -
B 0,057 0,034 - - 273,5

C 0,091 0,055 - - -

D 0,099 0,059 - - -
E 0,062 0,037 - - 63,0

F 0,056 0,034 - - -

G 0,209 0,126 85,0 - -

H 0,109 0,066 - - -

Tabla 9. Analisis de inhibicion enzimat

ica del extracto PES y sus fracciones eluidas.

Proteinas Catepsina LAP Legumaina
Muestra mg/mi mg totales UF UF UF
PES 2,765 0,830 1506,0 1232,0 750,0
NR 0,185 0,185 1116,0 84,0 1090,0
A 0,016 0,010 - - 81,0
B 0,007 0,004 - - -
C 0,002 0,001 - - -
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