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En la portada se presenta una imagen obtenida en este trabajo, correspondiente a una
microscopia confocal de dos protoescolices de Echinococcus granulosus, en los que se
observan los filamentos de actina por tincidn con faloidina marcada.
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Resumen

Resumen
Las glutatidon transferasas (GSTs) son una superfamilia de proteinas multifuncionales

involucradas en la detoxificacién celular de componentes exdgenos y enddgenos. Estas
enzimas adquieren gran relevancia en los helmintos pardsitos, ya que constituyen un
importante mecanismo de detoxificaciéon y proteccion en condiciones de estrés oxidativo, y
contribuyen a la evasién de la respuesta inmune del hospedero. Hasta el momento, se
identificaron dos GSTs en E. granulosus: EgGST1 de clase Mu y EgGST2 de clase Sigma. En este
trabajo se presentan estudios de otra GST parasitaria, EgGST3. Si bien filogenéticamente
EgGST3 no pudo ser incluida en ninguna de las clases de GSTs citosdlicas descritas hasta el
momento, el anadlisis de los residuos conservados indica que su sitio activo se parece al de la
clase Omega. Esto sugiere que EgGST3 podria presentar algunas de las actividades propias de
esta clase, las cuales podrian ser importantes para la proteccién frente a especies oxidantes.

Por otra parte, se muestra la deteccién in vivo en protoescélices (PEs) de una enzima
parasitaria heterodimérica formada por EgGST2 y EgGST3 (EgGST2-3). La enzima recombinante
mostré actividad glutatiéon transferasa frente a varios sustratos modelo de las GSTs, incluyendo
un producto secundario de la peroxidacién lipidica. Seria importante determinar si presenta
otras actividades que podrian ser relevantes para E. granulosus en el contexto de una
infeccidn, por ejemplo, actividad prostaglandina sintasa y/o tioltransferasa.

Se analizé la localizacidon de las tres EgGSTs tanto en parasitos invaginados como
evaginados mediante inmunomicroscopia confocal. Se encontraron distribuciones diferentes
para cada una de ellas, que podrian corresponderse con diferentes roles de cada enzima en el
pardsito. En particular, se observé que las tres subunidades se encuentran en la regiéon mas
externa del organismo, el tegumento, aunque EgGST1 y EgGST3 se distribuyen ademas en todo
el parénquima del parasito. Ademads, las tres subunidades fueron halladas en productos de
excrecion-secrecion de PEs, a pesar de que sélo EgGST1 fue detectada en liquido hidatico.

Finalmente, se encontraron anticuerpos especificos para EgGST2 y/o EgGST3 en los sueros
de pacientes infectados por E. granulosus, indicando una interaccidon directa entre estas
enzimas y el sistema inmune del hospedero intermediario. De esta forma, sus actividades
podrian afectar directa o indirectamente la respuesta inmune del hospedero y los mecanismos
de evasion de la misma por parte del parasito.

En suma, los resultados obtenidos indican que EgGST3 y la enzima heterodimérica
EgGST2-3 podrian contribuir a la sobrevida del parasito en su hospedero a través de diferentes
mecanismos. Esto implicaria ademds que estas enzimas podrian ser consideradas como
posibles blancos de nuevas drogas antihelminticas o candidatas para el desarrollo de vacunas,

como se ha observado con otras GSTs de helmintos parasitos.
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Introduccion general Capitulo 1

Capitulo 1. Introduccidn general

1.1. Echinococcus granulosus y la echinococosis quistica

1.1.1. Infecciones por Echinococcus granulosus

La equinococosis quistica es una enfermedad causada por el cestodo parasito
Echinococcus granulosus. Esta enfermedad esta distribuida en todo el mundo, encontrandose
regiones endémicas principalmente en el sur de América del Sur, la costa del Mediterraneo, el
suroeste de Asia y el norte de Africa, entre otros (Budke C. M. y col., 2006; WHO, 2014). En
América del Sur, el parasito estd presente en todos los paises, observdndose mayor
prevalencia en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Perd y Uruguay (WHO, 2011).

El ciclo de vida de E. granulosus involucra dos hospederos, uno definitivo y otro
intermediario. El parasito adulto se desarrolla en el intestino delgado del hospedero definitivo,
que generalmente es el perro (Figura 1). Los huevos producidos por el parasito son liberados
en las heces del hospedero definitivo, para luego ser ingeridos por un hospedero
intermediario, que puede incluir herbivoros, roedores o humanos, a través del contacto
directo con perros infectados, o de agua y alimentos contaminados. Una vez alli, el embrién
contenido en el huevo es liberado, atravesando la pared intestinal y llegando a través de la
circulacion sanguinea a diferentes drganos, principalmente higado y pulmones, aunque
también pueden establecerse en los rifiones, bazo, corazén y huesos. Alli, se desarrollan los
denominados quistes hidaticos o metacestodos, estructuras llenas de liquido y rodeadas por
una pared, en las que se desarrollaran los protoescélices (PEs). Cuando un perro u otro
hospedero definitivo ingiere visceras de animales infectados conteniendo quistes, se liberan
los PEs que se convierten en parasitos adultos, fijdndose a la mucosa del intestino vy
continuando el ciclo (Thompson R. C. A., 1995).

En humanos, las infecciones por E. granulosus son causa de morbilidad, e incluso
pueden ocasionar la muerte si no se administra un tratamiento adecuado (WHO, 2001). En las
primeras etapas de la infeccion en los hospederos intermediarios, los pequefios quistes
aumentan su tamafio sin consecuencias patoldgicas, por lo que son asintomaticas. Esto
dificulta el diagndstico, el cual requiere tomografias computadas o ultrasonidos, y una
confirmacién de laboratorio a través de métodos seroldgicos. Los sintomas pueden aparecer
meses o incluso afios después, cuando los quistes comienzan a ejercer presion sobre los

tejidos, y pueden manifestarse de diferentes formas. Esto dependera del 6rgano en el que se
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aloja el quiste, su tamafio, la interaccidn con los tejidos circundantes y las complicaciones que

puedan surgir por una posible ruptura del quiste (WHO, 2001).

/

Ingestion of cysts
(in organs, Definitive Host
(dogs & other canidae)

Intermediate Host
(sheep, goats, swine, elc.)

a0 £

Ingestion of eggs Embryonated
(in feces) egg in feces

s
e

&), 2 2

Oncosphere hatches;
Hydatid cyst in liver, lungs, etc penetrates intestinal wall

A\ = Infective Stage
A- Diagnostic Stage

Figura 1. Ciclo de vida de E. granulosus. Tomado de http://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html.

Si bien en algunos casos la infeccién puede resolverse espontdneamente, por ejemplo,
por la calcificaciéon del quiste, en otros requiere tratamiento. Existen actualmente tres
opciones para el tratamiento: la cirugia, la aspiracion del quiste y la quimioterapia (WHO,
2001; Stamatakos M. y col., 2009). La cirugia permite, en algunos casos, remover los quistes,
alcanzando una cura completa. Sin embargo, no puede ser practicada a pacientes que
presentan multiples quistes dispersos en diferentes drganos, o si los mismos se encuentran en
regiones en las que la intervencién puede resultar riesgosa. Ademas, existe la posibilidad de
que durante la cirugia se produzca una dispersién de material parasitario en los tejidos,
generando una infeccion secundaria. Por otra parte, en la quimioterapia se emplean
benzimidazoles como el albendazol y el mebendazol, o el praziquantel, este ultimo en
combinacion con albendazol. Incluso se ha observado que un tratamiento con estos
compuestos antes de una cirugia puede disminuir la presion dentro del quiste, facilitando su
remocion. Ademas, reducen la viabilidad de los PEs y de los quistes, disminuyendo el riesgo de
infecciones secundarias y de recurrencia de la enfermedad. De todas formas, la quimioterapia

con estos compuestos no es cien por ciento efectiva (WHO, 2001).
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1.1.2. Estructura del quiste hidatico

El quiste hidatico o metacestodo se desarrolla en diversos érganos del hospedero
intermediario una vez que este ingirié los huevos y las oncosferas se dispersaron en el interior
del organismo. El quiste hidatico esta delimitado por una pared que se organiza en dos capas,
la mds externa es la denominada capa laminar y la que da hacia el interior del quiste es la capa
germinativa (Figura 2) (Morseth D. J., 1967). El metacestodo esta rodeado ademas por lo que
se conoce como capa adventicia, formada por tejido conectivo del hospedero.

A partir de la capa germinativa, por gemacion de la misma, se originan las vesiculas
proligeras, dentro de las cuales se desarrollardn los PEs, los cuales permaneceran unidos a ella
durante su maduracion (Galindo M. y col., 2002) (Figura 2). Dichas vesiculas se encuentran
rodeadas por fluido denominado liquido hidatico (LH), que contendra los productos secretados
por las células de la capa germinativa y por los PEs asi como diversas moléculas provenientes

del hospedero (Monteiro K. M. y col., 2010).

CELULAS HEPATICAS REMANENTES

- TENIDO CONECTIVO. ~

/

CAPA GERMINATIVA\

MATERIAL PAS +

GANCHOS ROSTELARES

VENTOSA

PARED DE LA VESICULA
PROLIGERA

ALMOADILLA ROSTELAR TEGUMENTO

(ROSTELO)

Figura 2. Esquema de la distribucion de las diferentes estructuras que conforman el quiste hidatico. Tomado y
traducido de D. Morseth, 1967.

1.1.2.1. Capa germinativa
La estructura de la capa germinativa es continua con, y por lo tanto muy similar a, la de
las vesiculas proligeras y al tegumento de los PEs (Morseth D. J., 1967). Dicha estructura esta

formada por un conjunto de células derivadas del pardsito que dan lugar a un sincitio, asi como

10
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células musculares y depdsitos de glucégeno. Ademas, desde la porcién basal de la capa
germinativa se extienden numerosas proyecciones similares a dedos que penetran en la capa
laminar (Morseth D. J., 1967).

Se han realizado estudios a nivel protedmico de la capa germinativa con el objetivo de
identificar diferentes proteinas parasitarias que formarian parte de esta estructura (Monteiro
K. M. y col., 2010). Se identificaron proteinas involucradas en el metabolismo del parasito
(citrato sintasa, fructosa bifosfato aldolasa, lactato deshidrogenasa, etc), asi como antigenos
parasitarios (AgB, EgTeg, EgTPx, paramiosina) y proteinas que presentan roles en la
inmunomodulacién de la respuesta del hospedero. Se identificaron ademds numerosas
proteinas del hospedero entre ellas, proteinas del sistema complemento, algunas cadenas de

las inmunoglobulinas y proteasas (Monteiro K. M. y col., 2010).

1.1.2.2. Capa laminar

La capa laminar estd formada por un conjunto de fibras ricas en carbohidratos,
secretadas por las células de la capa germinativa (Diaz A. y col., 2011b). Dichas fibras adoptan
diferentes grados de compactacion, dando lugar a varias regiones que se observan como
[dminas concéntricas. Durante el desarrollo del quiste, se van generando nuevas ldminas en el
interior del mismo, desplazando a las ya existentes hacia el exterior y permitiendo asi el
crecimiento del metacestodo (Diaz A. y col., 2011b).

Se ha descrito que las fibras que conforman la capa laminar estan constituidas por
proteinas altamente glicosiladas de la familia de las mucinas, en particular O-glicoproteinas,
conteniendo galactosa, N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina (Diaz A. y col., 2011b). Se
han identificado ademds granulos electron-densos que estarian compuestos de sales de calcio
del inositol hexafosfato, cuya funcién es aun desconocida. De hecho, no se han detectado
depdsitos de este compuesto en las especies cercanamente relacionadas E. multilocularis y E.
vogeli (Diaz A. y col., 2011b).

La capa laminar seria importante para mantener la integridad del quiste, permitiendo al
mismo tiempo el pasaje de nutrientes y productos de desecho (Diaz A. y col., 2011a). Ademas,
dada su ubicacion en la regién mas externa del quiste, en contacto directo con el hospedero,
actuaria protegiendo a las células de la capa germinativa del ataque del sistema inmune de
éste. En este sentido, la capa laminar establece diversas interacciones con componentes del
sistema inmune del hospedero, lo que le permitiria cumplir un rol regulador de la respuesta
generada frente al parasito (Diaz A. y col., 2011a). Por ejemplo, se ha observado que, si bien
sobre los granulos de inositol hexafosfato se pueden depositar los componentes iniciales de la

cascada del complemento, dicho sistema no se activa significativamente en la superficie de la
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capa laminar. Esto pareceria deberse al depdsito de factores inhibidores del complemento
secretados por el hospedero hacia sus fluidos extracelulares. Estos inhibidores, en particular el
factor H, depositados en la capa laminar producen la inactivacién del C3b generado para
producir iC3b. Asi, se impide el depdsito de los componentes mads tardios en la activaciéon del
complemento, y ademas el iC3b podria actuar, como se ha observado en otros sistemas,
condicionando a las células dendriticas hacia fenotipos tolerogénicos (Diaz A. y col., 2011a).

La capa laminar interactia también con otros componentes solubles producidos por el
hospedero (Diaz A. y col., 2011a). Un ejemplo son los anticuerpos, los cuales podrian ser tanto
naturales como generados durante la infeccién a través de respuestas T-independientes frente
a la porcidn glucidica de las mucinas. De todas formas, no se puede descartar que parte de
estos anticuerpos puedan estar unidos a la capa laminar a través de su porcién Fc. Asimismo,
se ha descrito la interaccién de la capa laminar con componentes celulares del sistema
inmune, por ejemplo a través de la adhesidon de leucocitos a su superficie (Diaz A. y col.,
2011a).

Por udltimo, el crecimiento del quiste implica un desprendimiento de material desde las
capas mas externas de la capa laminar, de forma que sus componentes se liberan y entran en

contacto directo con los tejidos del hospedero (Diaz A. y col., 2011a).

1.1.2.3. Liquido hiddtico

El liquido hidatico contiene, como se menciond al inicio de este capitulo, los productos
de excrecion-secrecién de la capa germinativa del quiste y de los PEs que se desarrollan en el
interior de éste, asi como abundantes proteinas del hospedero (Monteiro K. M. y col., 2010).
Las moléculas producidas y liberadas por el parasito cumplirian importantes roles en diversos
mecanismos involucrados en su establecimiento y sobrevida en el hospedero, asi como en la
interaccion con el sistema inmune de éste (Virginio V. G. y col., 2012).

El AgB es la principal proteina parasitaria secretada (Siracusano A. y col., 2012). Es una
lipoproteina multimérica de entre 120 y 160kDa, cuyas funciones no se conocen
completamente hasta el momento, aunque se ha propuesto su actuacién en diferentes
mecanismos de modulacion de la respuesta inmune del hospedero, asi como en la unién de
lipidos y en la inhibicion de proteasas (Monteiro K. M. y col., 2012). De todas formas, se han
descrito diferencias en los patrones de expresion de las subunidades que componen el AgB
entre las distintas cepas asi como también a lo largo del ciclo de vida. Dichas subunidades
difieren en sus propiedades fisicas e inmunoldgicas asi como en las relacionadas a la union de

los lipidos. El AgB estaria codificado por una familia multigénica, y el cambio de expresién de
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una subunidad por otra podria ser uno de los mecanismos utilizados por el parasito para evadir
la respuesta inmune del hospedero (Siracusano A. y col., 2012).

Por otra parte, el Ag5 es una glicoproteina parasitaria de aproximadamente 400kDa
presente en altas concentraciones en el liquido hidatico (Siracusano A.y col., 2012). El andlisis
por SDS-PAGE en condiciones no reductoras revela la presencia de dos subunidades de 55 y
65kDa, y en condiciones reductoras se observan dos subunidades de 38-39 y 22-24 kDa. Su
funcién es casi completamente desconocida, pero los niveles en que se produce en el parasito
sugieren que tendria importantes roles en la infeccidn.

En estudios realizados mediante estrategias protedmicas se han identificado ademads en
liguido hidatico otras proteinas relacionadas con diferentes procesos celulares (Monteiro K. M.
y col., 2010; Aziz A. y col., 2011). En este sentido, se detectaron proteinas del citoesqueleto
como la actina, chaperonas, histonas, enzimas antioxidantes como la tiorredoxina peroxidasa,
proteinas involucradas en el metabolismo, como la fructosa-bifosfato aldolasa, enolasa, entre
otras. Se encontraron ademads algunas diferencias en las proteinas detectadas y en la
abundancia de las mismas en liquido hidatico proveniente de quistes de diferentes
hospederos.

Estudiar la composicién del liquido hidatico resulta dificil por la complejidad de las
muestras, en particular, porque presentan altas concentraciones de moléculas del hospedero,
obstaculizando la deteccidn de los antigenos parasitarios minoritarios (Monteiro K. M. y col.,
2010). Es por esto que se han estudiado las diferentes proteinas presentes en productos de
excrecion-secrecién de PEs in vitro, identificdndose nuevas proteinas no detectadas hasta el
momento en liquido hidatico (Virginio V. G. y col., 2012). Entre ellas se encuentran algunas
enzimas involucradas en rutas metabdlicas del parasito como la fosfoglicerato quinasa y la
fosfoglicerato mutasa, antigenos parasitarios como P-29, EG19 y EgCaBPll y la proteasa
calpaina (Virginio V. G.y col., 2012).

Entre las numerosas proteinas del hospedero presentes en el liquido hidatico, se han
encontrado principalmente albumina, transferrina y hemoglobina, asi como inmunoglobulinas
y proteinas del sistema del complemento, entre otras (Aziz A. y col., 2011). Se ha propuesto
que el parasito de alguna manera adsorbe proteinas de su hospedero con el fin de utilizarlas
como nutrientes, para enmascarar sus antigenos y/o inhibir mecanismos efectores del sistema
inmune del hospedero (Aziz A. y col., 2011).

Un aspecto importante que vale la pena mencionar, es que los componentes
parasitarios presentes en el liquido hidatico, y en particular los antigenos B y 5, son los mas
utilizados para el diagndstico de echinococcosis quistica (Siracusano A. y col., 2012). En este

sentido, se han desarrollado técnicas para la deteccidn tanto de anticuerpos especificos contra
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ellos, como de antigenos presentes en el suero de los pacientes (Zhang W. y col., 2012). Asi, se
han optimizado técnicas de inmunoelectroforesis, ELISA y Western-blot para detectar
anticuerpos de isotipo IgG especificos, por ejemplo, para el liquido hidatico total o para el AgB
nativo o sus subunidades recombinantes. Asimismo, mediante la metodologia de ELISA
sandwich se puede revelar la presencia de ciertos antigenos parasitarios en sueros de
pacientes (Zhang W. y col., 2012). Por otra parte, se ha observado que la deteccidn simultanea
por técnicas de ELISA de estos antigenos parasitarios y de los anticuerpos especificos para los

mismos puede mejorar la sensibilidad para el diagnéstico de echinococcosis quistica.

1.1.3. Morfologia de los protoescélices

Como se menciond anteriormente, E. granulosus presenta un ciclo de vida complejo, y
para completarlo, su organismo dispone de diversas estructuras con caracteristicas
particulares que posibilitaran el desarrollo y la sobrevida de los diferentes estadios del
pardsito. En este sentido, el PE presenta una estructura denominada escélex en la que se
encuentran los diferentes 6rganos que el pardsito utilizara para fijarse a las mucosas del
intestino de su hospedero, es decir, el rostelo donde se ubican los ganchos, y las ventosas.
Abarca ademas la agrupaciéon ganglionar principal del sistema nervioso del parasito, de la cual
parten nervios motores hacia los musculos de los diferentes érganos de fijacion. En las
primeras etapas de su desarrollo, el PE se encuentra en un estado invaginado en el que el
escllex se localiza en el interior del organismo. Los PEs invaginados presentan una forma
esférica u ovalada, y se encuentran delimitados por una delgada ldamina que corresponderia al
tegumento (Figura 2). En algunos de ellos se puede observar ademas una prolongacion de
dicho tegumento denominada pedunculo, que lo mantiene unido a la membrana de las
vesiculas proligeras (Galindo M. y col., 2002). Cuando el PE es ingerido por el hospedero
definitivo se dard una maduracién hacia la forma adulta del pardsito, que implica, entre otras
cosas, un proceso de evaginacidn, en el que el escdlex pasa a estar expuesto al exterior del
pardsito. Este proceso ha sido estudiado con mas detalle en la especie cercanamente
relacionada E. multilocularis (Marchiondo A. A. y Andersen F. L., 1984). Cuando el parasito se
encuentra invaginado presenta un canal que desemboca en un orificio en la regién anterior del
pardsito, por el que el escélex saldrd luego al exterior. En esta etapa, los ganchos se
encuentran dispuestos de forma que las cuchillas se orientan hacia la regién anterior, mientras
que las estructuras a través de las cuales se anclan al rostelo, las asas y las guardas, se
encuentran dirigidas hacia la regidn posterior y lateral respectivamente. El proceso de
evaginacién comienza con un ensanchamiento lateral del orificio y del canal de salida para

permitir el pasaje en primer lugar de las ventosas y luego el rostelo con los ganchos. De esta

14



Introduccion general Capitulo 1

forma, el PE evaginado presenta en su region anterior el escélex y hacia la region posterior se
encuentran el cuello y el cuerpo (Figura 3). Todo el organismo en su region mas externa,
exhibe una cubierta protectora o tegumento que le permite ademds, tomar diversos
nutrientes de su hospedero. Esto resulta particularmente importante dada la carencia de tubo
digestivo de este pardsito. El tegumento se organiza en forma de sincicio, generado por
extensiones citoplasmaticas de células cuya regidn perinuclear se ubica en el parénquima. A lo
largo de todo el organismo el tegumento presenta proyecciones denominadas microtriquias,
que se encuentran mas desarrolladas en la regidon del escdlex, y que aumentan el area
superficial a través de la cual se absorben los nutrientes. La ldmina basal localizada por debajo
del tegumento actuaria dando soporte a la estructura del mismo.

En el escélex se encuentran primeramente los ganchos, que durante la evaginacion
sufren una reorganizacion de forma que se disponen en dos coronas, una superior y otra
inferior. Se ha propuesto que los ganchos de cada corona cumplirian funciones ligeramente
diferentes, considerando sus diferentes morfologias y tamafios (Antoniou M. y Tselentis Y.,
1993). En este sentido, se ha descrito que la corona superior presenta ganchos mas largos y
con mayor capacidad de movimiento mientras que los de la corona inferior son mas cortos y
estdn mas firmemente anclados al rostelo. En conjunto, los ganchos le permitirian a los PEs
desplazarse entre las vellosidades del intestino del hospedero definitivo en busca del mejor
lugar para anclarse. Una vez que se desarrolld el pardsito adulto, los ganchos lo mantendran
fijo a las mucosas del intestino (Antoniou M. y Tselentis Y., 1993).

Como se menciond anteriormente, los ganchos se encuentran anclados al rostelo. Se ha
propuesto que la regién inmediatamente por debajo del tegumento del rostelo estaria
relacionada con mecanismos de secrecién, aunque no se han detectado hasta el momento
células o vesiculas secretoras que permitan confirmar esta hipétesis (Galindo M. y col., 2008).
Si bien en esta region no se distinguen fibras musculares, las mismas comienzan a aparecer a
medida que nos desplazamos hacia la regidn posterior del rostelo. Dichas fibras contribuirian a
los movimientos de extension-retraccion de los ganchos que permiten la fijacion del parasito.
La region del rostelo que se encuentra entre las ventosas, es muy rica en células y presenta
numerosas fibras musculares tanto longitudinales como transversales en las cercanias de los
ganchos y del tegumento (Berenguer J. G., 2007).

Avanzando en el escélex encontramos luego las ventosas (Figura 3). Estas estructuras
contribuirdn posteriormente a la fijacién del parasito al intestino mediante succidn. Para esto,
disponen de un conjunto de fibras musculares tanto longitudinales como transversales
(radiales y circulares) ancladas a la ldamina basal que permiten, mediante su contraccién y

relajacidn, la generacién de vacio (Berenguer J. G., 2007).
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Por otra parte, el cuerpo representa aproximadamente el 50-60% de la longitud total del
organismo (Figura 3) y estd formado por diferentes tipos celulares que estarian asociados a
diferentes funciones. En este sentido, se pueden identificar en el parénquima ductos
colectores con sus células flamigeras asociadas, lo que constituye el sistema excretor u
osmorregulador del parasito (Morseth D. J., 1967), asi como numerosos corpusculos calcareos
y las células que los originan (Galindo M. y col.,, 2008). Estos corpusculos constituyen
estructuras mineralizadas que han sido identificadas en diferentes cestodos, y se les han
asignado diversas funciones (Vargas-Parada L. y Laclette J. P., 1999). Podrian estar implicados
en la deposicién de los excesos de calcio, protegiendo asi al organismo de la calcificacién.
También se los han propuesto como reservorios de fosfato o del carbonato necesario para
neutralizar los acidos generados por el metabolismo parasitario o la acidez del estémago del

hospedero (Vargas-Parada L. y Laclette J. P., 1999).

Rostelo
Escolex

Ventosas

Cuello |

Cuerpo

s 10uM

Figura 3. Estructura del PE de E. granulosus en estado evaginado. Se muestra un PE visualizado por microscopia
electrénica de barrido. Se identifican las diferentes regiones que constituyen la estructura del pardsito. Imagen
tomada y modificada de Galindo y cols. (2008).

El cuerpo estd conectado al escélex a través del cuello (Figura 3). Este constituye una
articulaciéon que permite al pardsito realizar movimientos ascendentes y descendentes,
pendulares y de rotacidn del cuerpo respecto al escélex, lo cuales serian importantes para la
fijacidn del parasito a las mucosas del intestino de su hospedador (Galindo M. y col., 2008).

El parasito presenta ademas un importante sistema muscular responsable de la gran

motilidad que presentan los cestodos en los diferentes estadios de su ciclo. El mismo esta
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constituido por una capa de fibras musculares subtegumentaria, y una capa doble de fibras
transversales y longitudinales que divide el parénquima en dos regiones, una cortical y una
medular. Se observan ademds fibras mas débiles que conectan las capas mencionadas
anteriormente.

El PE evaginado dentro del intestino del hospedero definitivo, continuard su maduracion
hacia el pardsito adulto, en el que el cuerpo pasa a estar dividido en segmentos denominados
progldtides. En E. granulosus adulto se observan tres progldtides, una inmadura contigua al
cuello, una sexualmente madura en el que ovario y testiculos estan ya bien desarrollados, y
finalmente, una gravida conteniendo los huevos. La ultima proglétide, al desprenderse del
pardsito, saldrd con las heces del hospedero definitivo, de forma que los huevos son liberados
y pueden ser ingeridos por un hospedero intermediario, en el que se desarrollaran los quistes
hidaticos, completando asi el ciclo.

De esta forma, E. granulosus y los cestodos parasitos en general presentan ciertas
caracteristicas morfolégicas que les permiten llevar a cabo las diferentes funciones necesarias

para su ingreso, establecimiento y sobrevida en el hospedero.

1.2. Glutation transferasas

Las enzimas glutation transferasas (GSTs) (E.C. 2.5.1.18) son una superfamilia de
proteinas multifuncionales con roles fundamentales en la detoxificacién celular de un amplio
rango de componentes exdgenos y enddgenos. Las GSTs catalizan la conjugacidon de un
nucleofilo celular, el glutatidon (y-glutamil-cisteinil-glicina) (GSH), a una amplia variedad de
compuestos electrdéfilos hidrofébicos, en general promoviendo su inactivacion, degradacion
y/o excrecién. Es decir, una vez conjugadas al GSH, las moléculas lipofilicas reactivas
disminuyen su reactividad y se convierten en sustancias mas polares, facilitando su eliminacidn
(Hayes y col., 2005).

Las GSTs pueden dividirse en al menos cuatro familias en funcién de sus relaciones
filogenéticas: las GSTs citosdlicas, las mitocondriales (también denominadas clase kappa), las
microsomales (“Membrane Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione metabolism”,
MAPEG) y la familia de las proteinas bacterianas de resistencia a fosfomicina (Board P. G. y
Menon D., 2013). Las cuatro familias comparten la capacidad de conjugar glutatién a
diferentes sustratos, pero presentan importantes diferencias, por ejemplo, a nivel de su
estructura, distribucién y localizacién. Teniendo en cuenta que este trabajo se centra en las
glutation transferasas citosélicas de E. granulosus, continuaremos la descripcion

exclusivamente de esta familia.
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En la actualidad hay numerosos estudios acerca de las GSTs citosélicas, los cuales
comenzaron originariamente con las enzimas de mamiferos para luego extenderse a otros
organismos. Estas proteinas estan ampliamente distribuidas y se considera que estan
presentes en todos los organismos aerdbicos (da Fonseca R. R. y col., 2010). Existen varias
clases de GSTs citosdlicas siendo las mas extendidas la Alfa, Mu, Pi, Sigma, Omega, Zeta y
Theta. Estas siete clases estdn presentes en mamiferos, aunque no todas ellas han sido
detectadas en otros organismos. Por ejemplo, en los insectos se han identificado GSTs de clase
Sigma, Theta, Zeta y Omega, mientras que en aves la Unica clase que no esta representada es
la Pi (da Fonseca R. R. y col., 2010). En otros organismos se encuentran ademas de clase Beta,
Delta, Epsilon, Lambda, Phi, Tau y “U”. Por otra parte, un mismo organismo puede expresar
varias GSTs de diferentes clases, e incluso varias isoformas por clase. Asi, se identificaron GSTs
humanas de las siete clases mencionadas, encontrandose mas de una isoforma de las clases
Mu, Alfa, Omega y Theta (Hayes J. D. y col., 2005). Ademas, algunas de las isoformas de clase
Mu y Alfa pueden formar enzimas heterodiméricas restringidas a una misma clase,
aumentando asi la diversidad de GSTs producidas.

Se considera que las proteinas que forman parte de una misma clase tienen al menos un
40% de identidad de secuencia a nivel de aminodcidos, mientras que proteinas que pertenecen

a distintas clases presentan menos de un 25% de identidad (Hayes J. D. y col., 2005).

1.2.1. Reacciones catalizadas por las glutatidn transferasas

Como ya se ha comentado, las GSTs catalizan la conjugacion de glutation a diferentes
compuestos. Estos se caracterizan por presentar un centro electrofilico, por lo que existe una
gran variedad de posibles sustratos para estas enzimas (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995). Entre
los sustratos descritos para las GSTs podemos encontrar productos generados como
consecuencia del estrés oxidativo, asi como xenobidticos, por ejemplo, compuestos
carcindgenos, pesticidas, drogas utilizadas en tratamientos médicos, etc. (Hayes J. D. y Pulford
D. J., 1995). Uno de estos sustratos, comunmente utilizado para la determinacién de la
actividad glutatién transferasa, es el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) (Figura 4). En general,
los productos de las reacciones de conjugacion de glutation son menos tdxicos que los
compuestos originales, y al ser mas polares, se pueden eliminar mas facilmente. Asimismo, la
incorporacién de glutatidn a ciertos compuestos puede dar lugar a moléculas mas nocivas para
las células (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995).

Por otra parte, algunas GSTs presentan actividad peroxidasa dependiente de GSH (Hayes
J. D. y col., 2005) (Figura 5). Esta actividad permite la inactivacién de perdxidos lipidicos que

pueden ser generados por la exposicidn celular a especies oxidantes. A su vez, estos perdxidos
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pueden dar lugar a otras moléculas altamente reactivas, productos secundarios de la
peroxidacién de lipidos de membrana, que pueden ser inactivadas por la actividad glutation

transferasa de las GSTs.

Cl GS
NOz NOz
GSH + EEm—— + HCI
NOz NOz
1-cloro-2,4-dinitrobenceno S-(2,4-dinitrofenil)glutation
CDNB

Figura 4. Reaccion de conjugacidon de glutation al sustrato 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) catalizada por las
GSTs.

_OH
? OH
HaC— CH, GST Hso—L—CH:,
——
2GSH GSSG
Hidroperéxido de cumeno 2-hidroxi-isopropilbenceno

Figura 5. Reaccion de reduccion de un peroxido organico (hidroperdxido de cumeno) catalizada por GSTs.

Se han descrito ademas otras funciones de las GSTs relacionadas con la proteccidn
frente al estrés oxidativo. En particular, se han identificado GSTs que podrian estar
involucradas en la glutationilacién reversible de proteinas, es decir, en la formacion de
disulfuros mixtos entre el glutatién y residuos de cisteina de ciertas proteinas (Board P. G. y
Menon D., 2013). Este proceso actla como un mecanismo de proteccion de dichos residuos
evitando su oxidacién, que podria conducir a una pérdida de funcién de la proteina (Townsend
D. M., 2007). Asimismo, la incorporacidn de glutatidon podria producir cambios estructurales en
la proteina, que podrian ser importantes tanto para la regulacion de su actividad como para su
localizacién subcelular. En este sentido, se ha descrito que una GST de clase Pi humana es
capaz de incorporar glutatién, entre otras, a una proteina de la familia de las peroxirredoxinas,

activandola (Townsend D. M. y col., 2009). Esta participara asi en la regulacién de los niveles
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celulares de perodxidos, protegiendo a las membranas del dafio causado por estos compuestos.
Hasta el momento no se ha caracterizado el mecanismo por el cual esta GST Pi lleva a cabo la
glutationilacion de proteinas. Por otra parte, las GSTs de clase Omega presentan actividad
tioltransferasa, caracteristica de las glutarredoxinas, enzimas que catalizan reacciones de
deglutationilacion (Whitbread A. K. y col., 2005; Board P. G. y Menon D., 2013).

Se han identificado ademas varias reacciones de isomerizacidn catalizadas por GSTs. En
particular, GSTs citosdlicas de clase Alfa y Zeta de mamiferos estdn involucradas en las vias de
sintesis de hormonas esteroideas y de degradacién de los aminodcidos fenilalanina y tirosina
respectivamente (Hayes J. D. y col., 2005). Se ha descrito ademas la participacién de algunas
GSTs en la sintesis de prostaglandinas (PGs). En particular, las PGD2 sintasas de mamiferos,
enzimas que isomerizan PGH2 a PGD2 (Figura 6), se han identificado como GSTs de clase
Sigma. Vale la pena acotar que la PGD2 esta involucrada en diferentes procesos fisioldgicos,

entre ellos el desarrollo y la regulacion de la respuesta inmune (Sandig H. y col., 2007).

OH
e N Y - Ne— "
Q COOH COOH
O = -
. ".|
OH OH
PGH, PGD,

Figura 6. Reaccion de sintesis de PGD2 a partir de PGH2 catalizada por algunas GSTs de clase Sigma.

Las GSTs presentan también actividades no enzimdticas, uniendo, tanto en forma
covalente como no covalente, diferentes clases de compuestos hidrofébicos, que no son
sustratos para la actividad catalitica de estas enzimas (Hayes J. D. y col., 2005). Entre estos
compuestos se encuentran hormonas esteroideas y tiroideas, sales biliares, acidos grasos y
productos de degradacidn del grupo hemo. Incluso en algunas GSTs se ha identificado un sitio,
ubicado en la interface entre las dos subunidades que componen el dimero, al que se unirian
los diferentes ligandos. En este sentido, se ha propuesto que las GSTs podrian actuar como
proteinas de transporte intracelular, manteniendo bajos los niveles de determinadas
moléculas en forma libre en el citosol y funcionando como reserva de algunos compuestos
(Hayes J. D. y col., 2005). De esta forma, dicha actividad no catalitica de las GSTs podria
contribuir a su funcién detoxificante, al secuestrar moléculas que podrian ser nocivas para el

organismo. Ademas, la unidn de los ligandos por parte de estas enzimas por lo general produce
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una inhibicién de la actividad catalitica, por lo que podria funcionar como un mecanismo de
regulacién de la actividad de las GSTs.

Por otra parte, se ha descrito que ciertas GSTs podrian regular diferentes vias de
sefializacion celular, a través de la interaccion con quinasas (Board P. G. y Menon D., 2013). En
particular, se ha propuesto que, mediante esta interaccién, la GSTP podria regular sefiales de
supervivencia celular o apoptosis frente a determinados estimulos. Ademas, se ha relacionado
esta actividad con la resistencia al tratamiento con drogas de ciertos tumores que
sobreexpresan la GSTP. Asimismo, se ha descrito también la participacidon de GSTs de clase Mu
y Alfa en procesos regulatorios de este tipo (Board P. G. y Menon D., 2013).

Finalmente, algunas GSTs estarian involucradas en la formacién y regulacidn de canales
idnicos (Board P. G. y Menon D., 2013). Se ha descrito que ciertas enzimas humanas de clase
Omega, Mu y Alfa regularian, por un mecanismo aun desconocido, la actividad de receptores
de rionodina (RyR), que constituyen canales de calcio que dependen de la unién de
determinados ligandos para su activacién. Estos canales participan en la regulacidon de la
concentraciéon de Ca”* intracelular mediante la liberacién de éste frente a determinados
estimulos. Por otra parte, las proteinas denominadas CLIC, Canales Intracelulares de Cloruro,
son GSTs de clase Omega. Los roles de estas proteinas no se conocen en profundidad, pero se
ha observado que se pueden introducir en la membrana formando canales idnicos (Board P. G.

y Menon D., 2013).

1.2.2. Estructura y mecanismo catalitico

La estructura tridimensional de las GSTs citosélicas parece estar conservada entre todas
las proteinas de la familia (Hayes J. D. y col., 2005). Estas son enzimas diméricas, formando
homo- o heterodimeros con subunidades de la misma clase. Cada subunidad puede ser
dividida en dos dominios. El dominio N-terminal, compuesto tanto por hélices o como por
hebras B (Bapapa), presenta similitud con el dominio tiorredoxina, y contiene el sitio de unidn
para el glutatién (sitio G). Mientras tanto, el dominio C-terminal, menos conservado, estd
formado exclusivamente por hélices o y contiene el sitio de unidn para el sustrato hidrofébico
(sitio H). La mayor variabilidad en este dominio con respecto al N-terminal se ha relacionado
con la amplia variedad de sustratos que las GSTs citosdlicas pueden utilizar asi como con las
diferencias encontradas en la especificidad de sustratos entre las clases (Frova C., 2006).

A pesar de que todas las GSTs citosdlicas comparten un plegamiento y una estructura
tridimensional similar, existen diferencias entre las clases que determinardn caracteristicas
particulares a nivel de la catalisis para cada una de ellas. En particular, el tipo de residuos que

participan en la unién del glutatién y su localizacién en la proteina plegada afectard el
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mecanismo catalitico de estas enzimas. Este hecho ha llevado a proponer una nueva
clasificacion de las GSTs citosélicas en funcidn del residuo catalitico que presenten (Atkinson H.
J. y Babbitt P. C., 2009). La misma plantea que las GSTs de clases Alfa, Mu, Piy Sigma presentan
mas similitudes entre ellas que con el resto de las GSTs, por lo que podrian agruparse, dando
lugar a lo que denominan las Y-GSTs. Este término deriva de que todas las GSTs que componen
el grupo requieren la interaccion de un residuo conservado de tirosina con el glutatién en su
mecanismo catalitico (Atkinson H. J. y Babbitt P. C., 2009). El otro grupo de GSTs, denominado
S/C-GSTs, estaria constituido por el resto de las GSTs citosdlicas, las cuales presentan como
residuo clave para la catdlisis, en lugar de una tirosina, una serina (clases Theta y Zeta) o
cisteina (clase Omega) (Atkinson H. J. y Babbitt P. C., 2009).

Las Y-GSTs presentan en el final de la primera hebra 3 un residuo de tirosina cuyo grupo
hidroxilo actuaria como dador de enlace de hidrégeno al dtomo de azufre del GSH,
disminuyendo su pKa de forma que el tiolato esté disponible al pH de la célula. Este serd
responsable de realizar un ataque nucleofilico sobre el sustrato electrofilico (Frova C., 2006).
Se han estudiado los residuos involucrados en la catalisis en algunas clases de GSTs. En este
sentido, se ha descrito que en las GSTs de clase Sigma serian importantes, ademds de la
tirosina (posicion n), los residuos de acido glutamico (n + 8), arginina (n + 11) y acido aspartico
(n + 22) (Angelucci F. y col., 2005). Estos tres residuos formarian una red de interacciones que
permitirian la correcta colocacién de la arginina en direccién perpendicular al anillo aromatico
de la tirosina catalitica.

En el caso de las S/C-GSTs, existen diferencias seguin sea la serina o la cisteina el residuo
catalitico. La serina presente en las GSTs de clase Theta cumpliria un rol similar al de Ia tirosina
de las Y-GSTs (Frova C., 2006). Mientras tanto, la cisteina de la clase Omega formaria un
disulfuro mixto con el glutatién, lo que posibilitaria su transferencia en una reaccion similar a
la catalizada por las glutarredoxinas. Se ha obtenido la estructura cristalografica de una GST de
clase Omega humana, HsGSTO1, lo que ha permitido identificar algunos residuos que
participarian en la union del glutatidn y que serian importantes para la catalisis (Board P. G. y
col., 2000). Ademas de la cisteina se encontraron en HsGSTO1 una lisina (K59), una valina
(V72), un glutamato (E85) y una serina (S86) que estarian en contacto con el glutatién. Estos
residuos se encuentran conservados en numerosas GSTs de esta clase (Brock J. y col., 2013),
dando lugar al consenso C (n), K (n +27), V (n +40), E (n + 53) y S (n + 54).

Se identificaron ademas, otros residuos que forman parte del sitio sitio G de HsGSTO1,
aunque no estarian en contacto directo con el GSH. En este sentido, se ha descrito que un
residuo de prolina en la posicién adyacente a la cisteina catalitica (n + 1) es necesaria para el

correcto posicionamiento del glutation en el sitio activo (Kortemme T. y Creighton T. E., 1995).
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Los residuos F34, R37, L56, L71 y P73 también forman parte del sitio G, y se encuentran
conservados en las GSTs de clase Omega, o son sustituidos conservativamente (Brock J. y col.,
2013). Se ha propuesto que la F34 podria participar en la unién mediante enlace de hidrégeno
de una segunda molécula de GSH, que realizaria un ataque nucleofilico sobre el disulfuro mixto
para regenerar la enzima (Brock J. y col., 2013). Este mecanismo seria importante para la
actividad tioltranferasa de la enzima, pero no se tiene tanta informacién acerca del
funcionamiento de HsGSTO1 como glutatidon transferasa. En particular, se desconocen los
residuos que estarian involucrados en la estabilizacién del tiolato del glutation para su
transferencia al sustrato electrofilico (Board P. G. y col., 2000).

Por otra parte, no hay informacién acerca de los residuos aminoacidicos de HsGSTO1
involucrados en la unién del segundo sustrato. Sin embargo, se ha descrito en la estructura de
la proteina una cavidad que constituiria el sitio H (Board P. G. y col., 2000). La misma estd
proxima al sitio G, y esta formada tanto por residuos del dominio N-terminal como del C-

terminal.

1.2.3. Glutatidn transferasas de helmintos parasitos

Historicamente se ha planteado que los helmintos presentan escasos sistemas
detoxificantes (Precious W. Y. y Barrett J., 1989). Entre estos sistemas, uno de los mas
relevantes es el de los citocromos P450, considerados ausentes en los helmintos por muchos
afios. Sin embargo, mas recientemente se han encontrado evidencias de que estos organismos
podrian expresar enzimas relacionadas con los citocromos P450 (Saeed H. M. y col., 2002;
Lindblom T. H. y Dodd A. K., 2006). Ademas, se han detectado diversos sistemas enzimaticos
que podrian contribuir a la detoxificacién de especies oxidantes. Asi, se identificaron en el
transcriptoma de E. granulosus peroxirredoxinas, glutatiéon peroxidasas, tiorredoxinas, entre
otros sistemas antioxidantes (Parkinson J. y col., 2012).

En este contexto, se ha propuesto que las GSTs serian particularmente importantes para
los helmintos parasitos ya que constituirian uno de los principales sistemas capaces de
inactivar compuestos potencialmente nocivos (Torres-Rivera A. y Landa A., 2008) (Figura 7).
Dichos compuestos incluyen no sélo aquellos generados como consecuencia del propio
metabolismo del parasito sino también los producidos por las células del sistema inmune del
hospedero. Ademas, se ha relacionado a las GSTs parasitarias con la produccion de
compuestos inmunomoduladores como las prostaglandinas, lo que le permitiria a los parasitos
influir sobre la respuesta inmune del hospedero para asi poder establecerse y sobrevivir en él

(Sommer A. y col., 2003). Asimismo, se ha planteado que podrian estar vinculadas con la
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inactivaciéon de drogas antihelminticas, lo que podria repercutir en la resistencia de los

parasitos a dichos compuestos (Arbildi P., La Rocca S., Fernandez, V., 2011).
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Figura 7. Mecanismos de detoxificacién en los que participan las glutation transferasas parasitarias.
Tomado de Arbildi y cols. (2011).

1.2.3.1. Funciones detoxificantes de las GSTs

Los compuestos oxidantes a los que estan expuestos los pardsitos pueden iniciar un
proceso de peroxidacién de los lipidos de membrana, en el que se producen moléculas
altamente reactivas tales como hidroperdxidos de fosfolipidos o acidos grasos. Ademas, dichos
productos primarios pueden romperse para dar nuevas moléculas toxicas, entre ellas los 2-
alquenal y los 4-hidroxi-2-alquenal, como el trans-2-nonenal, el trans-trans-2,4-decadienal y el
4-hidroxi-2-nonenal. Este Ultimo es particularmente relevante ya que participa en mecanismos
de sefializacidn celular, principalmente vinculados a la proliferacidn y diferenciacion celular, asi
como a la apoptosis (Awasthi Y. C. y col., 2008). Todos estos compuestos pueden generar un
dafio en las células del parasito, y dado que los helmintos poseen escasos sistemas de
detoxificacidn (Torres-Rivera A. y Landa A., 2008), las GSTs adquieren gran relevancia en la

inactivacién de dichas moléculas. En mamiferos, las GSTs de clase Alfa participarian en la
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detoxificacion de los productos primarios y secundarios de la peroxidacion lipidica, y en la
regulaciéon de los niveles de 4-hidroxi-2-nonenal (Hayes J. D. y col., 2005). Mientras la actividad
peroxidasa dependiente de glutatién permitiria la inactivacion de los perdxidos orgdnicos, los
productos secundarios serian conjugados a glutation a través de la actividad glutatidon
transferasa de las GSTs (Sharma R. y col., 2004) (Figura 7). A pesar de que no se han detectado
GSTs de clase Alfa en helmintos, se han identificado GSTs de otras clases que presentan
algunas de sus actividades, y que por lo tanto podrian cumplir esta funcidon detoxificante. En
este sentido, se han identificado GSTs parasitarias capaces de conjugar GSH a productos
secundarios de la peroxidacion de lipidos, tanto en plathelmintos, entre ellos Echinococcus
multilocularis y E. granulosus, Taenia solium y Moniezia expansa, como en los nematodos
Onchocerca volvulus y Ascaris suum (Brophy P. M. y col., 1989; Liebau E. y col., 1996a; Liebau
E.y col., 1996b; Liebau E. y col., 1997; Vibanco-Perez N. y col., 2002; Harispe L. y col., 2010).

Por otra parte, las GSTs pueden presentar otras actividades que les permiten proteger a
las células en condiciones de estrés oxidativo. Las GSTs de clase Omega podrian participar en la
glutationilacién de proteinas a través de su actividad tioltransferasa (Whitbread A. K. y col.,
2005) (Figura 7). Se han identificado varias GSTs de clase Omega en helmintos parasitos como
0. volvulus (OvGST3), Fasciola hepatica y Schistosoma mansoni (SmGSTO) (Girardini J. y col.,
2002; Chemale G. y col., 2006; Liebau E. y col., 2008). Se ha sugerido que tanto OvGST3 como
SMGSTO mediante su actividad tioltransferasa, podrian estar involucradas en la
glutationilacidn/deglutationilacion de proteinas (Liebau E. y col., 2008; Girardini J. y col., 2002).
Es importante mencionar ademas que la expresién de algunas GSTs parasitarias es inducida en
presencia de compuestos oxidantes. Por ejemplo, los niveles de expresion basal de OvGST3
son bajos en comparacién con las otras GSTs de O. volvulus (Liebau E. y col., 2000). Sin
embargo, la exposicidn del parasito a condiciones de estrés oxidativo aumenta la expresion de
OvGST3 pero no de OvGST1 y 2. De esta forma, las GSTs de clase Omega contribuirian también
a la respuesta del parasito frente al estrés oxidativo y nitrosativo inducido por el sistema
inmune del hospedero.

Dada la actividad de las GSTs frente a diferentes compuestos xenobidticos, en los
parasitos podrian estar involucradas en la detoxificacion de drogas antihelminticas (Figura 7).
Dicha funcidn podria pensarse que se debe a la conjugacién de la droga al GSH, aunque hasta
el momento esta actividad no ha sido descrita (Cvilink V. y col., 2009). De todas formas, esta
posibilidad no puede descartarse. Se ha reportado que las GSTs de S. mansoni participan en la
inactivacién del diclorvos, una droga utilizada en el tratamiento de las infecciones por este

parasito (O'Leary K. A. y Tracy J. W., 1991). Este compuesto es demetilado en una reaccién que
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requiere actividad glutation transferasa en la que se forma S-metilglutation, resultando en la
pérdida de actividad antihelmintica del diclorvos (O'Leary K. A.y Tracy J. W., 1991).

Por otra parte, los antihelminticos podrian ser inactivados por la unién simple a las GSTs
parasitarias, sin ser sustratos de alguna actividad enzimatica. Se ha descrito la interaccién de
estas enzimas con diferentes drogas antihelminticas (Brophy P. M. y col., 1989; McTigue M. A.
y col., 1995). Por ejemplo, una GST de Schistosoma japonicum puede unir el praziquantel, lo
que provoca ademds la inhibicién de dicha enzima (McTigue M. A. y col., 1995). Este
mecanismo de detoxificacion “pasiva” también funcionaria para la inactivacién de compuestos
generados in vivo durante la infecciéon debido al metabolismo del pardsito (Arbildi P., La Rocca
S., Fernandez, V., 2011). Por ejemplo, las formas adultas de los nematodos Ancylostoma
caninum y Haemonchus contortus se encuentran en sangre, en donde lisan los glébulos rojos y
degradan la hemoglobina (van Rossum A. J. y col., 2004; Zhan B. y col., 2005). Esto le permite al
pardsito incorporar grupos hemo, que no puede sintetizar. Sin embargo, estos grupos pueden
generar especies reactivas del oxigeno (ROS), potencialmente tdxicas. Se ha descrito una clase
particular de GSTs presentes en los nematodos (clase Nu) es capaz de unir los grupos hemo
con alta afinidad, inhibiendo su toxicidad y facilitando su transporte (van Rossum A. J. y col.,
2004; Zhan B. y col., 2005). Esta funcion seria particularmente importante ya que no se han
identificado proteinas transportadoras de grupos hemo en helmintos (Perally S. y col., 2008).

Ademas, las GSTs de helmintos pardsitos podrian unir otros compuestos producidos por
el hospedero, por ejemplo, hormonas. En este sentido, se ha descrito la unién de Ia
testosterona a una GST de clase Sigma de Schistosoma haematobium, Sh28GST (Remoue F. y
col., 2002). Se han observado diferencias en la prevalencia y en la intensidad de las infecciones
por parasitos entre machos y hembras de diferentes especies de hospederos (Klein S. L., 2004).
Las mismas han sido relacionadas en parte con las diferentes hormonas sexuales
predominantes en cada uno de ellos, y se ha propuesto la participacion de las GSTs
parasitarias, a través de la unién de las hormonas, en diversos mecanismos que darian lugar a
dichas diferencias (Remoue F. y col., 2002). De esta forma, las GSTs podrian estar involucradas,
a través de la unién de las hormonas sexuales, en mecanismos que hagan al parasito mas

vulnerable o mas resistente frente a la respuesta inmune del hospedero.

1.2.3.2. Roles de las GSTs en la inmunomodulacion

A lo largo de la evolucidn, los parasitos han adquirido diversos mecanismos que les
permiten sobrevivir y reproducirse en su hospedero para asi continuar su ciclo de vida. En este
contexto, han desarrollado estrategias para alterar de diferentes formas la respuesta inmune

del hospedero (Siracusano A. y col., 2008). Asi, los parasitos producen un conjunto de
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proteinas de superficie o secretadas, que cumplirian diversas funciones en la interface
hospedero-parasito. Entre estas proteinas se encontrarian las GSTs parasitarias (Arbildi P., La
Rocca S., Fernandez, V., 2011).

Se ha descrito la interaccién de algunas GSTs de helmintos con células del sistema
inmune del hospedero. En este sentido, se observo la activacion de células dendriticas por una
GST de clase Sigma de F. hepatica, FnRGST-S1 (Dowling D. J. y col., 2010). Las células dendriticas
asi activadas no estimulan el desarrollo de una respuesta Th2, caracteristica de las infecciones
por helmintos parasitos, pero si disminuyen el desarrollo de una respuesta Th17, promotora
de severas inflamaciones. Si bien no se ha confirmado si la actividad enzimatica de FhGST-S1 es
importante para la activacidon de las células dendriticas, se ha observado que otra GST del
mismo parasito pero de clase Mu, no produce este fenotipo de células dendriticas (Dowling D.
J. y col,, 2010). Esto hace pensar que alguna actividad de FhGST-S1 es necesaria para causar
este efecto. Esta enzima presenta actividad glutation transferasa frente al sustrato universal
CDNB vy al acido etacrinico, asi como frente a productos secundarios de la peroxidacidn lipidica,
y tiene actividad peroxidasa frente a perodxidos lipidicos (LaCourse E. J. y col., 2012). Ademas,
FhGST-S1 presenta actividad prostaglandina sintasa, produciendo predominantemente PGD2 y
en menor medida PGE2. La sintesis de PGD2 por GSTs parasitarias ha sido descrita también en
otros helmintos como S. mansoni, O. volvulus y Oesophagostomum dentatum (Herve M. y col.,
2003; Sommer A. y col.,, 2003; Joachim A. y Ruttkowski B., 2011). Mientras tanto, se ha
observado la produccién de PGE2 por varios parasitos (Belley A. y Chadee K., 1995), aunque la
relacion entre dicha prostaglandina y las GSTs ha sido poco estudiada. En este sentido, se
identific en el nematodo Ascaridia galli una GST también de clase Sigma que convierte PGH2
en PGE2. Asi, la produccién de prostaglandinas es una de las actividades caracteristicas de las
GSTs de clase Sigma parasitarias, y ha sido relacionada con la modulacién de la respuesta
inmune del hospedero (Arbildi P., La Rocca S., Fernandez, V., 2011). La PGD2 esta involucrada
en diferentes procesos fisioldgicos, entre ellos el desarrollo y la regulacion de la respuesta
inmune (Sandig H. y col., 2007). Esta prostaglandina es producida por macréfagos, mastocitos
y células dendriticas, y ejerce diversos efectos en sus células blanco a través de dos receptores
de superficie diferentes. En funcién del tipo de receptor involucrado y de la concentracion de
prostaglandina, la PGD2 puede tener efectos pro- o anti- inflamatorios. Por un lado, la PGD2
afecta procesos como la vasodilatacién y permeabilidad vascular, asi como la regulacién de la
temperatura corporal (Arbildi P., La Rocca S., Fernandez, V., 2011). Ademas, la PGD2 puede
alterar tanto positiva como negativamente la activacion y migracién de células del sistema
inmune, asi como la produccién de citoquinas (Sandig H. y col., 2007). Asi, puede estimular el

reclutamiento de eosindfilos y basoéfilos. En bajas concentraciones, del orden de nanomolar, la
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PGD2 estimula el reclutamiento de linfocitos Th2 y la produccién de citoquinas por parte de
estos, asi como la inhibicién de la expresién de citoquinas Th1l. Este hecho podria ser relevante
teniendo en cuenta que las respuestas inmunes contra helmintos son predominantemente de
tipo Th2, y se caracterizan por eosinofilia y produccién de anticuerpos incapaces de fijar
complemento (Gause W. C. y col., 2003). La sintesis de PGD2 por parte de las GSTs parasitarias
podria asi estar involucrada en la polarizacién de la respuesta inmune del hospedero,
permitiendo su establecimiento y sobrevida. De todas formas, se debe tener en cuenta que
cuando la concentracion de PGD2 aumenta en el orden de micromolar, los efectos son
diferentes, estimulando por ejemplo, la apoptosis de los linfocitos (Sandig H. y col., 2007). Se
debe considerar asimismo, los efectos sobre el sistema inmune de los metabolitos derivados
de la PGD2, como la PGJ2. Ademas, la produccién de altas concentraciones de PGJ2 puede
disminuir la produccién de citoquinas como TNF-a e IL-13 por parte de los macréfagos asi
como la actividad de la enzima dxido nitrico sintasa inducible.

Los posibles roles de la PGD2 en el contexto de una infeccidon por helmintos han sido
estudiados en el trematodo S. mansoni. Se ha observado que durante la penetracién en la piel
de su hospedero, el pardsito secreta Sm28GST, una GST de clase Sigma que cataliza la
produccién de PGD2. Esta prostaglandina inhibe la migracidon de las células de Langerhans
hacia los ganglios linfaticos, afectando asi el desarrollo de la respuesta inmune (Herve M. y
col., 2003).

Mientras tanto, no se conoce hasta el momento la importancia de la PGE2 en la
modulacién de la respuesta inmune por parte de los parasitos. De todas formas, en mamiferos,
esta prostaglandina ha sido relacionada con la inhibicién de la produccién de citoquinas
caracteristicas de las respuestas de tipo Thl (Belley A. y Chadee K., 1995). Ademas, inhibe la
proliferacién de los macréfagos y la produccidn de especies reactivas del oxigeno y de IL-1. La
PGE2 también actua sobre los linfocitos B, inhibiendo su proliferacion y la produccion de
anticuerpos. Asi, se ha propuesto que la PGE2 podria contribuir al establecimiento de una
respuesta predominantemente de tipo Th2 frente a los helmintos (Belley A. y Chadee K.,
1995).

Ademas de la produccidon de prostaglandinas por parte de los parasitos, estas GST
pueden estimular la sintesis y liberacion de estos compuestos por las células del sistema
inmune del hospedero (Belley A. y Chadee K., 1995). En este sentido, se ha descrito que FhGST-
S1 induce la produccion de prostaglandinas por células dendriticas y macréfagos (LaCourse E. J.
y col., 2012).

De esta forma, la produccion de prostaglandinas seria una funcién importante de las

GSTs parasitarias, en particular las de clase Sigma. Los roles de estos compuestos en las

28



Introduccion general Capitulo 1

infecciones no se conocen en profundidad. Sin embargo, las prostaglandinas producidas por
los parasitos o por las células del hospedero en respuesta al pardsito, podrian contribuir a la
modulacién de la respuesta inmune. Adema3s, se ha propuesto que las prostaglandinas podrian
regular procesos que faciliten la entrada, migracion y establecimiento del parasito en el

hospedero (Belley A. y Chadee K., 1995).

1.2.3. Glutation transferasas de E. granulosus

Al igual que en otros cestodos, se ha detectado actividad GST tanto en la fraccidn
citosdlica de los PEs de E. granulosus (Morello A. y col., 1982) como en el pardsito intacto
(Repetto Y. A., J; Letelier, M.E and Morello A., 1986). Posteriormente, se obtuvo mediante
cromatografia de afinidad al glutatién de un extracto de PEs una fraccion de 25kDa con
actividad GST (Fernandez C. y Hormaeche C. E., 1994). La misma se debia a la presencia de una
enzima, EgGST1, que presenta homologia con las GSTs de clase Mu (Fernandez V. y col., 2000).

En los ultimos anos se han realizado importantes avances a nivel del estudio del genoma
y el transcriptoma de E. granulosus (Fernandez C. y col., 2002; Parkinson J. y col., 2012; Tsai I. J.
y col., 2013; Zheng H. y col., 2013). Tsai y cols. (2013) han reportado la presencia de numerosas
GSTs citosodlicas (ademds de una GST microsomal) en el genoma de este y otros helmintos
pardsitos. En este sentido, observd una expansién de los genes de GSTs de clase Mu,
encontrandose en algunos organismos mas de diez de éstos. En el caso de E. granulosus
identificaron cuatro de estos genes, siendo uno de ellos EgGST1 (descrito por Fernandez V. y
cols. en 2000), aunque plantean la posibilidad de que existan mas. Ademas, plantean la
existencia de dos GSTs de clase Sigma en el genoma de este cestodo.

Mientras tanto, se distinguieron tres GSTs citosdlicas y una microsomal en el
transcriptoma de E. granulosus (Fernandez C. y col., 2002; Parkinson J. y col., 2012). Por un
lado, se identificé a EgGST1 entre los transcriptos obtenidos de PEs activados con pepsina
(Parkinson J. y col., 2012). La caracterizacion bioquimica de la proteina EgGST1 recombinante
indica que esta enzima es capaz de conjugar GSH a algunos productos secundarios de la
peroxidacidn de lipidos, en particular el trans-2-nonenal y el trans-trans-2,4-decadienal, y
presenta actividad GSH peroxidasa frente a perdxidos organicos como el hidroperdxido de
cumeno (Harispe L. y col.,, 2010). De esta forma, EgGST1 podria actuar como una enzima
detoxificante para el parasito en el contexto de una infeccion.

Por otro lado, otras dos GSTs citosélicas fueron asignadas en principio a la clase Sigma,
EgGST2 y EgGST3 (Parkinson J. y col., 2012). La primera fue identificada en el transcriptoma de
PEs (Cluster EGC03317, localizacion CN650164). Una caracterizacién del gen asi como de su

secuencia aminoacidica deducida, y la realizacion de estudios filogenéticos confirmaron que
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EgGST2 pertenece efectivamente a la clase Sigma (Iriarte A. y col., 2012; Arbildi P., 2013). Asi,
EgGST2 podria participar en la produccidn de compuestos inmunomoduladores como las
prostaglandinas, como se ha descrito para otras GSTs parasitarias de esta clase.

Mientras tanto, EgGST3 fue detectada en el transcriptoma de capa germinativa de E.
granulosus (Cluster EGCO04109, localizacion CN651752). En el presente trabajo, nos
centraremos principalmente en el estudio de EgGST3 y de una enzima heterodimérica

compuesta por las subunidades EgGST2 y EgGST3.

1.3. Hipédtesis de trabajo

Las GSTs de E. granulosus, pertenecientes a diferentes clases, pueden asociarse
formando enzimas homo- o heterodiméricas ubicadas en regiones del parasito asociadas a la

entrada y al establecimiento en el hospedero.

1.4. Objetivos general y especifico

Con el fin de comprobar la validez de la hipdtesis propuesta, nos planteamos los

objetivos que se presentan a continuacion.

1.4.1. Objetivo general
El objetivo general del presente trabajo es contribuir a la comprension de los posibles
roles de las enzimas glutatidn transferasas de Echinococcus granulosus en la biologia de este

cestodo asi como en la infeccion por el mismo.

1.4.2. Objetivos especificos

e Analisis de la secuencia aminoacidica deducida de EgGST3, una glutation transferasa de E.
granulosus. Determinar la identidad de secuencia con GSTs de diferentes clases, construir
arboles filogenéticos y analizar los residuos conservados con el fin de agrupar a EgGST3 con

alguna de las clases de enzimas citosoélicas descritas previamente.

e Expresion de EgGST3 recombinante (rEgGST3) y produccion del antisuero especifico.
Expresar rEgGST3 en E. coli y generar antisueros policlonales en ratones y conejos como

herramienta para la identificacién de esta subunidad.

e Caracterizacion de una EgGST parasitaria heterodimérica (EgGST2-3). Verificar la expresion

de EgGST2-3 por parte del pardsito mediante inmunoprecipitacion. Posteriormente,
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expresar la enzima recombinante (rEgGST2-3) en E. coli y estudiar su actividad frente a

diferentes sustratos asi como su sensibilidad a inhibidores.

Analisis de la presencia de anticuerpos especificos para EgGST2 y/o EgGST3 en sueros de
pacientes con hidatidosis. Por ELISA, determinar la presencia de anticuerpos especificos
para dichas GSTs en sueros de pacientes con hidatidosis confirmada comparando con

sueros de individuos no infectados.

Estudio de la localizacidon de las EgGSTs en el parasito. Analizar la presencia de las tres
EgGSTs en PEs, en la capa germinativa de la pared del quiste, en liquido hidatico y en
productos de excrecién-secrecion del parasito. Ademas, determinar la distribucion de estas

proteinas en PEs mediante inmunofluorescencia.
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron adquiridos de Sigma Aldrich, a menos que se
especifique. Las enzimas de restriccion fueron obtenidas de Fermentas y la ADN polimerasa de
SBS Genetech. El vector pDrive y el kit para purificacion de fragmentos de ADN de geles de

agarosa fueron obtenidos de Qiagen y el vector pET5a de Novagen.

2.1.2. Material parasitario

Los PEs se obtuvieron de acuerdo a Baz y cols. (1995). Brevemente, los PEs fueron
extraidos asépticamente de quistes hidaticos de origen bovino y lavados con PBS (NaCl 150
mM, KCl 2.7 mM, Na,HPO; 4.3 mM, KH,POs 1.4 mM, pH 7.4) conteniendo 30 pg/mL de
gentamicina. Se analizé la viabilidad por el método de exclusién de eosina. Si bien no
disponemos de informacién sobre el genotipo de los parasitos utilizados, sabemos que de los
quistes hidaticos fértiles que llegan a nuestro laboratorio, aproximadamente un 70% son G1,
un 20% son G5, y el resto no son determinados con la metodologia empleada para la

identificacién (Gustavo Mourglia, comunicacidn personal).

2.1.3. Cepas bacterianas y medios de cultivo

La produccién de ADN plasmidico se realizé transformando Escherichia coli de la cepa
XL-1 Blue (supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac- F’[proAB+ laclg lacZz AM15
Tn10(tetr)]) (Stratagene). Las proteinas recombinantes fueron expresadas en la cepa
BL21[DE3] (hsdS gal[Aclts857 ind1 S am7 nin5 lacUV5-T7 gene 1]) (Stratagene).

El medio de cultivo utilizado fue LB (triptona 1 %, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 1 %) y
LB-agar 1.5 % en presencia o ausencia de antibidtico segun corresponda. Las cepas bacterianas

se conservaron en LB-glicerol 50 % a -709C.

2.1.4. Plasmidos

En este trabajo se utilizaron dos vectores diferentes. Primeramente la regién codificante
de EgGST3 fue clonada en el vector pDrive (Qiagen), que confiere resistencia a la kanamicina
en una concentracidon de 50 pg/mL. Luego el fragmento fue subclonado en el vector pET5a

(Novagen), que confiere resistencia a la ampicilina en una concentracién de 200 pug/mL.
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2.1.5. Cebadores utilizados en las amplificaciones por PCR
Para la amplificacion por PCR de la regién codificante de EgGST3 se utilizaron los

cebadores especificos que se describen en la Tabla 1.

Cebador Secuencia Sitio de corte para enzimas de restriccion
FWEgGST3 5'- CATATGGCAAGACTGGAGGATT-3' Ndel
RVEgGST3 | 5'-AAGCTTAACCCTATATCTTTGTCCAAC-3' HindIll

Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacién por PCR de la regidn codificante de EgGST3. Se indica para cada
oligonucledtido, su secuencia y el sitio de corte para la enzima de restriccion.

2.2. Métodos

2.2.1. Andlisis bioinformatico de EgGST3

2.2.1.1. Obtencion de secuencias de GSTs

La secuencia de la region codificante de EgGST3 se obtuvo a partir del transcriptoma de
E. granulosus (www.nematodes.org/NeglectedGenomes/Lopho/LophDB.php) (Fernandez C. y
col., 2002), de igual forma que la de EgGST2 (Arbildi P., 2013). La misma se confirmdé por
secuenciacion directa del producto de PCR (Servicio de Secuenciacidon, UBM, Instituto Pasteur
de Montevideo), observandose una coincidencia del 100% con la secuencia obtenida del
transcriptoma. Las secuencias aminoacidicas de las EgGSTs fueron deducidas a partir de los
correspondientes mARN.

Las secuencias de las GSTs de E. multilocularis (EmGSTs) fueron identificadas en el
genoma de este organismo (www.sanger.ac.uk/Projects/Echinococcus) por BLAST a partir de
las correspondientes EgGSTs. El resto de las secuencias proteicas empleadas en este trabajo

fueron obtenidas del GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.2.1.2. Alineamientos de secuencias y reconstrucciones filogenéticas

Los alineamientos fueron construidos con el programa ClustalX 2.0.9 (Thompson J. D. y
col.,, 1997). El porcentaje de identidad de EgGST3 con las diferentes secuencias fue
determinado con BioEdit (Hall T. A., 1999). El arbol filogenético fue construido con el método
Neighbor-Joining implementado en el programa MEGA 4.0 (Larkin M. A. y col., 2007; Tamura K.
y col., 2007).

Posteriormente, se realizd6 un nuevo estudio en el que se emplearon los programas
ProbCons (Do C. B. y col., 2005) y Mr. Bayes 3.1.2 (Ronquist F. y Huelsenbeck J. P., 2003) para

la construccidn de los alineamientos y los arboles filogenéticos respectivamente.
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2.2.1.3. Andlisis de secuencia

Se analizd el uso de codones en los genes EgGST1 y EgGST3 utilizando el programa
codonw 1.4.4 disponible en http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#forms::codonw.

El programa DIANNA 1.1 (Ferre F. y Clote P., 2006) fue utilizado para la prediccion del
estado de oxidacidn de los residuos de cisteina de EgGST3.

Se utilizé el programa EnsembleGly (Caragea C. y col.,, 2007) para la busqueda de
posibles sitios de N- y O- glicosilacion en EgGST3. Ademas, los programas NetPhos 2.0 y GPS
2.1 (Blom N. y col., 1999; Xue Y. y col., 2008), fueron empleados para buscar posibles sitios
fosforilados, tanto por serin como por treonin y tirosinquinasas.

Para predecir si las EgGSTs presentan un péptido sefial para su secrecion se utilizé el
programa SignalP 4.1 (Petersen T. N. y col., 2011).

Finalmente, se analizd la localizacién subcelular de las EgGSTs utilizando el programa

YLoc (Briesemeister S. y col., 2010a; Briesemeister S. y col., 2010b).

2.2.2. Técnicas moleculares aplicadas a acidos nucleicos
2.2.2.1. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La region codificante de EgGST3 fue amplificada utilizando como molde cDNA
previamente sintetizado a partir de ARN de PEs. Los cebadores utilizados (Tabla 5.1) fueron
disefados en base a la secuencia CN651752 reportada en el transcriptoma de E. granulosus
(http://www.nematodes.org/NeglectedGenomes/Lopho/LophDB.php). La amplificacién se
realizd en un termociclador Perkin EImer GeneAmp PCR System 2400, utilizando el siguiente
programa: en primer lugar, la mezcla de reaccidn se mantuvo durante 3 minutos a 95°C; luego
se repitid 25 veces un ciclo que comprendié 30 segundos a 95°C, 30 segundos a la temperatura
de hibridacién (54°C) y un minuto a 72°C; finalmente hubo un periodo de extensién de 15
minutos a 72°C.

El volumen final de la reaccién fue de 20 uL conteniendo: buffer de reaccién (SBS
Genetech), dNTPs cada uno en una concentracion final de 0.25 mM, 1 U de la enzima Taq
polimerasa (SBS Genetech) y cada cebador en concentracion final de 0.25 uM. En la mezcla de
reaccidn se incluyé ademas 2 pL de un colorante (PCR Dye, SBS Genetech) que posteriormente

permitio la visualizacién del avance de la corrida electroforética en geles de agarosa.

2.2.2.2. Electroforesis en geles de agarosa
Los geles de agarosa se prepararon en TAE (Tris 40 mM, acido acético 40 mM, EDTA 1
mM) en porcentajes que dependen de las muestras a analizar, conteniendo bromuro de etidio

en una concentracién final de 0.5 mg/mL. EI ADN se visualizd por exposicidn del gel a luz UV.
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Cada muestra se cargé en el gel en buffer de carga (glicerol 50%, EDTA 0.2 M pH 8.3, azul de
bromofenol 0.05%).

2.2.2.3. Precipitacion del ADN con sales y alcohol

Se utilizaron diferentes sales y alcoholes dependiendo del objetivo de la precipitacion.
Las mezclas de ligacidn se precipitaron con acetato de amonio en una concentracion final de 1
M y 2.5 volumenes de etanol absoluto. Para otros fines, el ADN se precipité con acetato de
sodio 1 M o el cloruro de litio 8 M, utilizdndose de cada uno de ellos 1/3 y 1/20
respectivamente del volumen a precipitar. Ademas, en algunos casos se utilizé isopropanol en
lugar de etanol en un volumen igual al que se va a precipitar. La mezcla del ADN junto con la
sal y el alcohol se dejé a -70 2C por 30 minutos y luego se centrifugd 15 minutos a 12000 g. El
sedimento se lavd con etanol 70% y se dejé secar unos minutos a 37 °C. Se resuspendié en

agua miliQ estéril.

2.2.2.4. Purificacion de ADN de geles de agarosa

En este punto se utilizdé un kit comercial (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, se corté el gel conteniendo el ADN a purificar y
se peso. Luego, se fundio la agarosa a 50°C en presencia de buffer QG. Se agregé isopropanol y
se paso la muestra a la columna de purificacién. Se centrifugd la muestra en la columna por 1
minuto a 12000 g. Se lavd la columna con un buffer de lavado y se dejo reposar de 2 a 5
minutos. Se volvid a centrifugar en las mismas condiciones, se descarté el contenido del tubo
de recoleccidn y se realizd una nueva centrifugacion. Se eluyé con 30 ulL del buffer EB, se dejé
un minuto y se volvid a centrifugar.

El fragmento purificado se chequed en un gel de agarosa y su concentracidn se estimod

por comparacion con las bandas del marcador de peso molecular de concentracién conocida.

2.2.2.5. Preparacion de células electrocompetentes

La transformacién de E. coli se realizé por electroporacion, y las células a transformar
fueron previamente tratadas para hacerlas competentes. En este sentido, se inoculé 500 mL
de medio LB con un cultivo nocturno de 10 mL de dichas células. Se dejé crecer a 37°C con
agitacién, hasta que la absorbancia a 600 nm fue aproximadamente 0.6. El cultivo se
centrifugd por 15 minutos a 4000 g, a una temperatura de 4°C. El sedimento obtenido se
resuspendid en 250 mL de agua miliQ estéril muy fria y se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones. El sedimento se resuspendié en 125 mL de glicerol 10% en agua, muy frio. Se

realizé otra centrifugacién y el sedimento se resuspendié esta vez en 10 mL de glicerol 10%

35



Materiales y Métodos Capitulo 2

frio. Tras una nueva centrifugacion, el sedimento se resuspendié en 1.5 mL de glicerol 10%
frio. Las células asi obtenidas fueron alicuotadas de a 40 plL y se guardaron a -70 2C hasta su

uso.

2.2.2.6. Transformacion de células competentes por electroporacion

Una alicuota de la mezcla de ligacién previamente precipitada con acetato de amonio y
etanol absoluto se mezcld con 40 pL de células XL-1 electrocompetentes. Inmediatamente se
pasod a una celda de electroporacidn fria. Se dio un pulso en un equipo MicroPulser (BioRad)
utilizando el programa Ec2 y un voltaje de 2500 V. Se recuperaron las células con 500 pL de LB-
glucosa 20% a 37 °C por una hora. Se plaquearon luego en LB-agar con el antibidtico adecuado.

Las placas se dejaron a 37 2C toda la noche.

2.2.2.7. Extraccion de ADN plasmidico

Las preparaciones de ADN plasmidico se realizaron utilizando el protocolo de Lisis
Alcalina (Sambrook J. y Russel D. W., 2001). Brevemente, se prepard un cultivo nocturno de 3
mL conteniendo el antibiético adecuado, y se centrifugd durante 30 segundos a 1 minuto a
12000g. El pellet celular se resuspendié en 100 pL de solucién | (50 mM glucosa, 25 mM Tris-Cl
pH8, 10 mM EDTA pH 8) con 3 uL de RNasa 10 mg/mL (Fermentas). Se afiadieron 200 pL de
solucion 11 (0,2 N NaOH, 1% SDS), se mezcld por inversion y se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente. Se agregaron 150 pL de solucién Il (60 mL acetato de potasio 5 M, 11,5 mL 4cido
acético glacial, 28,5 mL de agua), se mezcld por inversién y se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugd 5 minutos a 12000 rpm y se transfirid el sobrenadante a un nuevo
tubo con 800 pL de etanol absoluto. Se mezclé por inversidn y se centrifugd 5 minutos a 12000
rpm. Se lavd con etanol 70% y se dejo secar. EI ADN plasmidico se resuspendié en 50 uL de

agua y se dejo una hora a temperatura ambiente. Se guardé a -20°C hasta su uso.

2.2.2.8. Clonado en el vector pDrive

Para el clonado en el vector T-A (pDrive, Qiagen) se utilizaron 50 ng de pldsmido, 50 ng
de producto de PCR (relacidén vector: inserto aproximadamente 1:5) y 5 uL de la mezcla de
ligacién (Qiagen PCR Cloning Kit) en un volumen final de 10 uL. La reaccién se llevd a cabo
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se transformaron bacterias E. coli XL-1 por
electroporacion (ver 2.2.2.5), que se plaguearon luego en medio selectivo. Las colonias
obtenidas se crecieron en cultivos nocturnos de 3 mL para amplificar y extraer los ADN

plasmidos.
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2.2.2.9. Digestiones de ADN con enzimas de restriccion

Se confirmd la presencia de clones recombinantes analizando la liberacion del inserto
luego de una digestidn con la enzima Hindlll (Fermentas). La reaccidn se llevé a cabo en un
volumen final de 20 plL conteniendo 2 pL de buffer de reaccién (Fermentas), 5 U de Hindlll y 5
puL de plasmido, durante 3 horas a 37°C. Aquellas construcciones que liberaron un fragmento
de aproximadamente 700 pb contenian el inserto en la posicién adecuada para su posterior
subclonado direccional en el vector de expresién pET5a.

El fragmento de ADN conteniendo la regién codificante de EgGST3, se liberd del
pldsmido recombinante pDrive-EgGST3 digiriendo con las enzimas BamHI y Ndel (Fermentas).
En primer lugar, se incubd la construcciéon pDrive-EgGST3 y el pET5a con la enzima BamHI
durante 3 horas a 37°C. Posteriormente, el ADN tratado se precipitd con cloruro de litio como
se describe en la seccidn 2.2.2.3, y se digirié con la enzima Ndel durante toda la noche a 37°C.
Luego de inactivar la enzima durante 20 minutos a 65°C, el ADN se precipitd nuevamente con

cloruro de litio.

2.2.2.10. Defosforilacion de pET5a digerido

El plasmido linearizado en 2.2.2.8 fue defosforilado utilizando la enzima fosfatasa
alcalina (SAP, Fermentas). La reaccidn se realizé durante 30 minutos a 37°C, en un volumen
final de 50 pL conteniendo 5 puL de buffer (Fermentas) y 1 U de SAP. Luego se inactivd la

enzima durante 15 minutos a 65°C.

2.2.2.11. Clonado en el vector de expresion pET5a

El vector pET5a y el fragmento de EgGST3 fueron purificados de un gel de agarosa como
se describié en la seccion 2.2.2.3. Para el clonado se utilizaron 20 ng de pldsmido, 20 ng de
inserto (relacion vector: inserto aproximadamente 1:6) y 1 uL de T4 Ligasa (Fermentas) en un
volumen final de 50 uL. La mezcla de reaccidén se mantuvo una hora a 22°C y luego se precipitd
con LiCl y etanol absoluto. Se secé y luego se resuspendié en un volumen final de 15 pL de
agua miliQ estéril. Se utilizaron 3 plL de esta preparacidn para transformar células de la cepa
BL21[DE3] de E. coli, por electroporacién (seccién 2.2.2.5).

El ADN plasmidico de varias colonias obtenidas en medio selectivo, se analizé por
digestion con la enzima Hindlll y por PCR en busca de pladsmidos recombinantes. Se confirmd

por secuenciacion (Unidad de Biologia Molecular, Instituto Pasteur de Montevideo).
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2.2.3. Expresion y purificacion de rEgGST2-3
2.2.3.1. Expresion de proteinas recombinantes

Para la expresiéon de rEgGST3 y rEgGST2-3 se siguid el protocolo utilizado previamente
por Harispe y cols. (2010) para la expresién de EgGST1. Un cultivo nocturno de las células
transformadas con los plasmidos correspondientes en 20 mL de medio LB conteniendo el
antibidtico adecuado (kanamicina 50 pg/mL y ampicilina 200 pg/mL para la expresién de
rEgGST2-3, sélo ampicilina para la expresion de rEgGST3), se diluyé a un volumen final de 200
mL del mismo medio conteniendo ademas glucosa en una concentracion de 1%. El cultivo se
dejé crecer a 37°C con agitacidon hasta alcanzar una densidad dptica aproximada de 0,6 a
600nm y se enfrid en hielo. Luego se indujo la expresidon de la proteina recombinante
mediante el agregado de IPTG en una concentracion final de 0.4 mM durante toda la noche a
20°C. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado durante 10 minutos a 5000 rpm, y el pellet
celular fue resuspendido en buffer de lisis (1% Triton X-100, 10 mM DTT en PBS). Se lisaron las
células por sonicacion durante 10 minutos al 40% de potencia, con la mitad del tiempo
descansando. Se centrifugd nuevamente, esta vez durante 10 minutos a 12000 rpm y se

continué trabajando con la fraccién soluble.

2.2.3.2. Purificacion de rEgGST2-3

La purificacion de rEgGST2-3 se realizd por afinidad de una cola de histidinas
incorporada a EgGST2 a una resina de niquel-agarosa (Invitrogen). La resina equilibrada con
buffer nativo (500 mM NaCl, 50 mM NaHPO, pH 8), se incubd con la fraccion soluble obtenida
en 2.2.3.1. Luego de lavar la columna con buffer nativo, las proteinas retenidas se eluyeron
con imidazol 100mM en el mismo buffer. Se cuantificé la concentracion proteica por el método

de Bradford (Bradford M. M., 1976) y se conservé a 4°C hasta su uso.

2.2.4. Preparacion y purificacidn de antisueros policlonales especificos para las EgGSTs
2.2.4.1. Obtencion de las proteinas recombinantes

La produccion de los anticuerpos policlonales especificos para las EgGSTs (tanto la
preparacion de la proteina recombinante como la inmunizacién de los animales) estuvo a
cargo de la Dra. Verénica Fernandez y la MSc. Paula Arbildi, que poseen acreditacién de la
Comisidn Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA) para el trabajo con animales.

Considerando que tanto EgGST2 como EgGST3 recombinantes no fueron obtenidas en
forma soluble, se utilizaron los correspondientes cuerpos de inclusidn para la inmunizacién de
los animales. Cada EgGST fue expresada como una fusidon a una cola de histidinas siguiendo el

protocolo descrito en la secciéon 2.2.3.1. Para la purificacidon de los cuerpos de inclusidn se
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siguié el protocolo descrito por Schmidt y cols. (2005). Brevemente, las células inducidas
fueron resuspendidas en una solucién conteniendo 3% del detergente Nonidet40 en 10mM
Tris-HCI pH 7.5 y 1mM EDTA. Se lisaron las células por sonicacién al 50% de potencia, y se
obtuvieron los cuerpos de inclusidn centrifugando durante 15 minutos a 20000 g. Luego, se
lavaron dos veces con agua y se volvieron a sonicar brevemente, colectdndose por
centrifugacion. Los cuerpos de inclusidn asi obtenidos fueron utilizados para inmunizar ratones
y conejos siguiendo los correspondientes protocolos aprobados por la CHEA que se presentan

a continuacion.

2.2.4.2. Inmunizacion de ratones

La obtencion de antisueros especificos en ratones Balb/c hembras adultas virgenes se
realizé siguiendo el esquema de inmunizacidn descrito en el protocolo N2 101900-000077-13.
Brevemente, cada animal anestesiado con una mezcla de 20% de isofluorano en propilenglicol,
fue inoculado con un volumen maximo de 0.2 mL de una mezcla conteniendo la proteina
recombinante en PBS y adyuvante (1:1). Para todos los grupos experimentales se realizd una
primera inmunizacion el dia 0 y dos recuerdos (dia 15 y dia 30). A los 45 dias de inicio del
protocolo, se extrajo sangre por puncién de la vena retro-orbital utilizando un capilar con
heparina para facilitar la extracciéon. El suero que se obtuvo a partir de la sangre por

coagulacién de la misma y centrifugacién, se almacend a —20 2C hasta su uso.

2.2.4.3. Inmunizacidn de conejos y tratamiento de los sueros

La inmunizacidn de conejos New Zealand adultos virgenes se realizé siguiendo lo
descrito en el protocolo N2 101900-000697-12. Brevemente, para cada inoculacién, el animal
se tranquilizé inyectandole 5 mg/Kg de xilacina via intramuscular. Los animales recibieron una
primera inmunizaciéon con aproximadamente 1 mL de una emulsién conteniendo volimenes
iguales de adyuvante completo de Freund y 300 ug de cada proteina en PBS. Se inyectd en 40
puntos (25 pL/punto) intradérmicamente a lo largo del lomo de cada conejo. A los 30 y 45 dias
se administré intramuscularmente en las patas traseras (0.5 mL por pata) con la emulsion
conteniendo aprox. 150 ug de antigeno en PBS en adyuvante incompleto de Freund (1:1). Las
muestras de sangre se obtuvieron al inicio del protocolo, antes de comenzar con las
inmunizaciones (Dia 0) y posteriormente, el conejo se sangrd de la arteria central de la oreja,
diez dias después del ultimo recuerdo (30 mL).

Las preparaciones utilizadas para inmunizar a los conejos posiblemente contenian,
ademads de la rEgGST correspondiente, algunas proteinas bacterianas. De esta forma, cada

suero contenia anticuerpos especificos para estas proteinas, ademas de los especificos para la
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EgGST, por lo que fue necesario separarlos del suero. Para esto, en primer lugar se prepard
una membrana de PVDF conteniendo proteinas de E. coli. Un cultivo nocturno bacteriano de la
cepa BL21[DE3] fue centrifugado a 5000rpm y el pellet celular obtenido fue resuspendido en
PBS-Tritdn 1%- EDTA 5 mM. Se lisaron las células por sonicacién a un 30% de potencia durante
10 minutos (50% del tiempo sonicando y el otro 50% descansando). Se centrifugd a 5000rpm y
el sobrenadante fue incubado con un trozo de membrana de PVDF durante una hora a
temperatura ambiente. La membrana se bloqued con PBS-leche descremada 5% durante una
hora a temperatura ambiente y se lavd con PBS-Tween 1%. Posteriormente se incubd la
membrana con el antisuero correspondiente durante una hora a temperatura ambiente. Se
recuperd el suero depletado y se centrifugd por 5 minutos a 500 rpm.

Se realizé una precipitacidon con sulfato de amonio para enriquecer en anticuerpos las
fracciones obtenidas anteriormente. Los antisueros depletados fueron diluidos al medio en
PBS y se agregé el volumen necesario de una solucién saturada de sulfato de amonio para
alcanzar una saturacion del 45%. Cada mezcla se mantuvo en agitacién por 30 minutos a
temperatura ambiente y luego se centrifugd durante 20 minutos a 4°C. El precipitado fue
lavado con sulfato de amonio 45% y se volvid a centrifugar. Se resuspendid el pellet en el
mismo volumen de PBS que el suero original y se centrifugd para remover cualquier material
insoluble. Posteriormente se realizd una nueva precipitacion con sulfato de amonio en las
mismas condiciones que la anterior, pero en este caso con porcentaje de saturacién final del
40% en las mismas condiciones que la anterior. El pellet final fue resuspendido en PBS y se
dializd contra PBS para eliminar los restos de sulfato de amonio. Se cuantificaron las proteinas
totales por el método de Bradford (Bradford M. M., 1976).

Vale la pena mencionar que tanto los anticuerpos de ratén como los de conejo
solamente reconocen a la EgGST recombinante que fue utilizada para inmunizar al animal

correspondiente y no a las otras EgGSTs por Western-blot.

2.2.5. Técnicas bioquimicas aplicadas al estudio de proteinas
2.2.5.1. ELISA

Se analizaron muestras de suero de pacientes con equinococosis quistica en busca de
anticuerpos capaces de reconocer a rEgGST2-3 mediante la técnica de ELISA. Se incluyeron
como controles muestras de suero de individuos no infectados.

Las placas de ELISA (Greiner) fueron sensibilizadas con rEgGST2-3 en una concentracién
de 7 ug/mL durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las mismas fueron bloqueadas con
PBS conteniendo Tween-20 0.05% y BSA 0.5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Se

realizaron tres lavados con PBS-Tween 0.05% y luego se sembraron las muestras en estudio
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(diluciéon 1/100 PBS-Tween-20 0.05%-BSA 0.5%) por triplicado, incubandose durante toda la
noche a 4°C. Nuevamente se lavd tres veces la placa con PBS-Tween, y se incubd con el
anticuerpo secundario correspondiente (anti-lg humana conjugado a peroxidasa, Dako),
durante 1 hora a 37°C. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween y finalmente uno con PBS. El
revelado se realizd con el sustrato 3, 3’, 5, 5'-tetrametil-bencidina (TMB) y perodxido de
hidrégeno en amortiguador acetato de sodio (12 mL de tampdn acetato de sodio [0.1 M, pH
5.5] + 0.2 mL de TMB [6mg/mL en dimetil sulféxido] + 50 pL de H,0; [1%]). La reaccidn se
detuvo con el agregado de 50 plL por pocillo de acido sulfurico 2 N. La deteccion se realizé

midiendo la absorbancia a 450 nm en un lector de placas (MCC/340, MultiSkan).

2.2.5.2. Electroforesis y western-blot

SDS-PAGE unidimensional
Las electroforesis SDS-PAGE fueron realizadas segun protocolos estandar (Laemmli U. K.,

1970). Se incorpord a las muestras un volumen igual de buffer muestra 2X (0.125 M Tris-HCl,
4% SDS, 20% v/v Glicerol, 0.2 M DTT, 0.02% Bromophenol Blue, pH 6.8). Se prepararon geles
15% y se tifieron con Coomasie Blue R-250 (0.05% Coomassie Brillant Blue R-250, etanol 30%,

Acido Acético 10%).

SDS-PAGE bidimensional
Se analizé el perfil de proteinas de un extracto de PEs por electroforesis bidimensional.

Previamente, se realizé una precipitacién del extracto con TCA para concentrar las proteinas y
eliminar sustancias que pudieran interferir luego en la electroforesis. Se precipitaron 2 mg de
proteina total con TCA 20% en acetona durante al menos 16 horas. Las proteinas fueron
recuperadas por centrifugacidn a 14000 rpm y 4°C durante 10 minutos. Se realizaron 5 lavados
con acetona fria, se seco el precipitado a temperatura ambiente y se resuspendid en buffer de
solubilizacion (7 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 2% anfolitos pH 3-10 (BioRad), 40 mM DTT).
Las proteinas solubilizadas se incubaron con las tiras de isoelectroenfoque (17 cm, pH 3 a
10NL; BioRad) durante toda la noche. Se realizé la corrida de las tiras siguiendo un programa:
250 V durante 15 minutos, 10000 V por 3 horas y finalmente aumento hasta un voltaje final de
60000 V, en un sistema Protean IEF (Bio-Rad). Las tiras se congelaron hasta el momento de
realizar la segunda dimensién. Luego cada tira se tratd con DTT 1% en buffer de equilibrio (6 M
urea, 75 mM Tris-HCI pH 8,8; 29,3% glicerol, 2% SDS; 0,002% azul de bromofenol) durante 15
minutos, y finalmente con iodacetamida 4% también en buffer de equilibrio. En la segunda
dimension, se realizd un SDS-PAGE 12% utilizando un equipo Protean Il xi 2D (BioRad). Las

proteinas fueron visualizadas por tincion con Coomasie blue (ver parrafo anterior).
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Western-blot
Las proteinas previamente fraccionadas por SDS-PAGE en una dimensién fueron

transferidas a una membrana de PVDF (previamente tratada con metanol y equilibrada con
agua) y detectadas por anticuerpos especificos (Towbin H. y col., 1979). La transferencia de las
proteinas a la membrana se realizé usando electrodos de carbono grafito en condiciones
semisecas (Novablot, LKB), en tampdn de transferencia (glicina 0,29%, Tris 0,28%, metanol
20%), siguiendo las indicaciones del fabricante (0.8 mA/cm?) durante 30 minutos. En el caso de
los geles en dos dimensiones la transferencia se realizé durante 16 horas a 20 mA utilizando un
sistema de inmersion (BioRad). La visualizaciéon de las proteinas se realizé por tincién de la
membrana con Rojo Ponceau (Sambrook J. y Russel D. W., 2001). Luego, la membrana se
bloqued con PBS conteniendo Tween 0.5% y leche descremada al 5%, durante toda la noche a
4°C. Se realizaron lavados con PBS-Tween y luego se incubd la membrana con los sueros en las
diluciones correspondientes en PBS-Tween-leche durante 1 hora a temperatura ambiente.
Nuevamente, se lavé la membrana con PBS-Tween y se incubd con un conjugado anti-lgG de
conejo conjugado a peroxidasa o fosfatasa alcalina por una hora a temperatura ambiente
(dilucién 1/1000 en PBS-Tween-leche).

Cuando se utilizé fosfatasa alcalina el revelado se llevé a cabo con 100 ul de Fosfato de
5-Bromo-4-Cloro-3-Indoilo (BCIP) 15 mg/ml en N,N-Dimetil Formamida (DMF) y 100 pl de azul
de nitro tretazolio (NBT) 30 mg/ml (H,O:DMF, 30:70) en 10 ml de buffer carbonato (NaHCO3
0.1 M, MgCl, 1 mM pH 9.8). El revelado para la reaccion de la peroxidasa se realizé con 0,6
mg/mL de DAB y 0,03% perdxido de hidrégeno en buffer Tris 50 mM pH 7.5 conteniendo 0,3
mg/mL de NiCl;, o por quimioluminiscencia utilizando el kit “Amersham ECL Plus Western

Blotting Detection Reagents” (GE Healthcare).

2.2.5.3. Inmunoprecipitacion

Se realizé una imnunoprecipitacion con el fin de comprobar si E. granulosus expresa una
enzima heterodimérica compuesta por EgGST2 y EgGST3. Se utilizaron los anticuerpos
especificos para una de las subunidades para inmunoprecipitar a todas las proteinas presentes
en el extracto de PEs que contienen a dicha subunidad. Luego se verficé por western-blot la
presencia de la otra subunidad entre las proteinas retenidas en la resina.

Para la preparacién de la resina, se lavé 200 uL de una suspension de proteina G-
Sepharosa 5 veces con PBS estéril, centrifugando durante 5 minutos a 196 g a temperatura
ambiente. Luego del ultimo lavado se retird el sobrenadante y la resina se resuspendié en 600
uL de PBS. Posteriormente, se agregd 250 plL de suero de ratén (anti-EgGST2 o anti-EgGST3). La

mezcla fue incubada durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion. Se centrifugé 1
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minuto a 196 g y se descartdé el sobrenadante. Se lavé 3 veces con PBS y finalmente la resina se
resuspendio en 400 plL de PBS.

Una vez preparada la resina se llevé a cabo la inmunoprecipitacion. Primeramente, para
eliminar la contribucidon de las posibles interacciones inespecificas entre las proteinas del
extracto de PEs y la resina de proteina G, se incub6 900uL de sonicado de PEs (1,93 mg/mL)
con 100 pL de resina sin anticuerpos acoplados durante 1 hora a 4°C con agitacion. Luego de
centrifugar minuto a 82 g, se recuperd el extracto de PEs. Posteriormente, 900uL de dicho
extracto se combinaron con 300 L de la suspensidn de la resina acoplada a los anticuerpos y
con 1,9 mL de buffer de inmunoprecipitacién (50 mM Tris-HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl; 2 mM
EDTA, pH 8,0). La mezcla se incubd durante toda la noche a 4°C con agitacién. Se centrifugd 1
minuto a 82 g y se descartd el sobrenadante. Se lavé la resina 3 veces con buffer de
inmunoprecipitacién frio por 5 minutos a 4°C, se centrifugd y se descartd el sobrenadante.
Finalmente, se resuspendio la resina en 30 uL de buffer muestra para ser analizada por SDS-

PAGE.

2.2.5.4. Ensayos de actividad enzimdtica

El sustrato utilizado cominmente para la determinacion de la actividad glutation
transferasa es el CDNB. La conjugacion de glutatién al CDNB da como producto el S-(2,4-
dinitrofenil) glutation (ver Figura 4, seccién 1.3.1), el cual puede ser detectado
espectrofotométricamente a 340nm (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995).

Se determind la actividad especifica de rEgGST2-3 frente al CDNB a 25 °C en buffer
fosfato 100 mM pH 6,5 conteniendo 18 ng de enzima, 1 mM de CDNB y 4 mM de GSH en un
volumen de reaccién de 1 mL. La reaccién se continud durante 1 minuto, y se determind la
formacién de producto por la reaccidon no enzimatica, la cual fue restada de la velocidad de
reaccion.

Se determind ademads la actividad especifica de rEgGST2-3 frente a diferentes sustratos
modelo de las glutation transferasas. Las reacciones se llevaron a cabo durante 1 minuto en un
volumen final de 1 mL a 25 °C en un buffer fosfato 100 mM en las condiciones presentadas en
la Tabla 2 para cada uno de los sustratos.

En todos los casos, la actividad especifica fue determinada por triplicado, realizdndose al
menos dos experimentos independientes con cada sustrato.

Por otro lado, se analizé el efecto de varias drogas antihelminticas sobre la actividad
enzimatica de rEgGST2-3 frente al CDNB. Para esto, se prepard la mezcla de reaccion

conteniendo el buffer fosfato, el GSH y la enzima como se describié previamente, y el inhibidor
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en la concentracién que se indica en la tabla 3. La mezcla fue incubada a 25°C durante 5

minutos, y luego se agregd 1 mM de CDNB para comenzar la reaccién.

[sustrato] (mM) [ [GSH] (mM) [ Enzima (ug) pH A (nm)
CDNB 1 4 18 6.5 340
DCNB 1 5 8 7.5 345
EA 0.2 0.25 4 6.5 270
EPNP 5 5 20 6.5 360
BSP 0.03 5 20 7.5 330
trans-nonenal 0.025 1 20 6.5 225
trans-trans-decadienal 0.05 2.5 5 6.5 280

Tabla 2. Condiciones en las que se llevaron a cabo los ensayos de actividad enzimatica con los diferentes sustratos.
Se incluye la concentracion de glutation y del segundo sustrato, asi como el pH al cual se realiz6 el ensayo y la
longitud de onda a la que se siguid la reaccidn, con su € correspondiente.

alisfaksr Concentracion
(uM)
Mebendazol 50
Albendazol 200
Febendazol 100
Rafoxamida 100
Bitionol 10
Closantel 10

Hexaclorofeno 5

Tabla 3. Concentraciones de las drogas antihelminticas utilizadas en los ensayos de inhibicidon de la actividad
enzimatica de rEgGST2-3.

2.2.6. Localizacion de EgGSTs en protoescdlices por inmunofluorescencia
2.2.6.1. Fijacion y deshidratacion del material parasitario

Los PEs previamente lavados fueron fijados en una solucién de paraformaldehido 3% en
buffer PHEM (25 mM HEPES, 10 mM EGTA, 60 mM PIPES, 2 mM MgCl2, pH 7,3) durante 1 hora
a 4°C. Elfijador fue removido mediante lavados con buffer PHEM durante 1 hora a 4°C.

Luego, para la crioproteccion de los tejidos, los PEs se incubaron con una solucién de

sacarosa 15% en PHEM en la que permanecieron toda la noche a 4°C. Finalmente, se paso a
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una soluciéon de sacarosa 30% en la que permanecieron al menos 24 horas, o hasta el
momento de su inclusion en la resina (Shandon Cryomatrix, Thermo electron Corporation). Se

obtuvieron cortes de 10 um que fueron mantenidos a -20°C hasta su uso.

2.2.6.2. Inmunofluorescencia

Los cortes de los PEs fueron incubados con una solucién de Triton X-100 0.1% en buffer
PHEM (HEPES 25 mM, EGTA 10 mM, PIPES 60 mM, MgCl, 2 mM; pH 7.2) durante diez minutos
a temperatura ambiente para permeabilizar las membranas. El detergente se removid
mediante dos lavados con PHEM. Posteriormente se bloquearon los grupos aldehidos y
cetonas libres del propio tejido y generados por el fijador incubando los cortes con una
solucidn de borohidruro de sodio 1% en PHEM durante diez minutos a temperatura ambiente.
Se retird el borohidruro de sodio lavando con PHEM, y se incubaron los cortes con solucién de
blogueo (glicina 50mM, sero albimina bovina 0.1%, suero normal de cabra 5% en buffer
PHEM) durante treinta minutos 37°C. Posteriormente, los cortes se incubaron con los
anticuerpos especificos diluidos (1/100 para los anticuerpos especificos para EgGST1 y EgGST2
y 1/500 para EgGST3) en buffer de incubacidn (50 mM glicina, 0.1% sero albimina bovina en
PHEM) durante una hora a 37°C. Luego de lavar los cortes con buffer de incubacién, se
enfrentaron a un anti-anticuerpo de conejo conjugado al fluorocromo Alexa 488 (Invitrogen)
diluido 1/1000 en buffer de incubacién, durante 45 minutos a 37°C. Nuevamente se lavaron los
cortes con buffer de incubacidn de la misma manera y se agregd un ultimo lavado con buffer
PHEM. El montaje se realizé con medio ProLong Gold (Invitrogen) conteniendo Dapi, y se
guardaron los cortes en la oscuridad a 4°C hasta su observacién en un microscopio confocal

Olympus FV300.

2.2.7. Cultivo de protoescolices y obtencion de productos de excrecidn-secrecion

Se utilizaron lotes de PEs con viabilidad mayor al 90%. Luego de lavarlos con PBS
conteniendo gentamicina 30 ug/mL, se incubaron a 37°C en atmdsfera himeda conteniendo
5% de CO,, en medio M199 con antibidticos (penicilina, estreptomicina y gentamicina a 100
U/mL, 100 pg/mLy 30 ug/mL respectivamente) y glucosa en concentracion de 4 mg/mL.

Los pardsitos se mantuvieron en cultivo renovando el medio periddicamente y
guardando el medio retirado. Cuando se observaron cambios en la forma o en la movilidad de
los PEs que pudieran indicar la muerte de los mismos, se dio por finalizado el cultivo. Se
juntaron todos los sobrenadantes extraidos de un mismo lote de PEs y se concentraron
utilizando un filtro Amicon Ultra-15 con membrana de valor limite de 10kDa (Millipore). Se

guardd a -202C hasta su uso.
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Capitulo 3. Clasificacion de EgGST3

La clasificacion de EgGST3 dentro de las GSTs citosdlicas constituye una primera
aproximacioén para comprender los posibles roles de esta proteina en el parasito. Para estudiar
este aspecto, se realizaron varios analisis de la secuencia proteica de EgGST3 en los que se
determind la identidad con otras GSTs parasitarias y de mamiferos; se identificaron residuos
conservados de las diferentes clases; y se construyeron arboles filogenéticos para determinar
la relacion de EgGST3 con otras GSTs citosdlicas. En el Anexo se encuentra la lista de las
secuencias aminoacidicas de las GSTs utilizadas a lo largo de este capitulo con su

correspondiente nimero de acceso y el organismo del cual provienen.

3.1. Resultados

3.1.1. Homologia de secuencia

Como se menciond anteriormente, EgGST3 fue detectada en el transcriptoma de capa
germinativa de E. granulosus (Parkinson J. y col.,, 2012) (Cluster EGC04109, localizacion
CN651752). Una busqueda de secuencias relacionadas en los genomas de T. solium y E.
multilocularis permitié detectar genes ortdlogos en estos organismos (TsGST3 y EmGST3). Las
secuencias traducidas de ambos genes presentan porcentajes de identidad con EgGST3 de 83,4
y 98,1% para TsGST3 y EmGST3 respectivamente. Sin embargo, no se encontraron secuencias
relacionadas en los otros helmintos considerados en el analisis (Iriarte A. y col., 2012) (ver
Anexo).

Se analizdé la identidad y homologia de secuencia de EgGST3 con otras enzimas
parasitarias y humanas de diferentes clases utilizando el programa BioEdit (Tabla 4). Los
porcentajes de identidad de EgGST3 con las enzimas parasitarias se encuentran entre un 12,9y
25,1 %. La identidad con las GSTs de las diferentes clases es demasiado baja como para poder
asignar a EgGST3 a una de ellas. Los mayores porcentajes de identidad corresponden a las
enzimas de clase Sigma, encontrandose entre 19,8 y 25,1%. Dentro de esta clase, el mayor
porcentaje corresponde a una GST de clase Sigma de S. mansoni. Ademas, EgGST3 presenta un
19,2% de identidad con una prostaglandina sintasa humana, perteneciente a esta clase de
GSTs. Mientras tanto, la menor identidad con EgGST3, entre 12,9 y 14,8%, corresponde a las
proteinas de clase Omega.

Por otro lado, los porcentajes de homologia se encuentran para las clases Mu y Omega

en el entorno del 30%, mientras que para las clases Pi y Sigma lo hacen en el entorno del 40%.
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Sobresalen por encima del resto las GSTs de clase Sigma de S. mansoni y S. japonicum (47,5 y

49,8% de homologia respectivamente).

En resumen, si bien EgGST3 parece estar relacionada con las GSTs parasitarias de clase

Sigma, no presenta una identidad suficiente como para ser incluida dentro de alguna de las

clases de GSTs citosélicas segln lo propuesto por Hayes y cols. (2005).

. N© de Porcentaje Porcentaje
Clase Organismo acceso de de
identidad homologia
E. granulosus (EgGST1) AAB66318 13,2 33,2
o F. hepatica ACF59730 14,5 34,2
Parasitos ;

Mu T. solium AAM64045 13,2 32,8
S. japonicum AAB59203 16,2 34,2

Mamiferos Homo sapiens AAH08790 16,5 37,1

. Brugia malayi CAA73325 20,6 39

. Parasitos

Pi O. volvulus (OvGST2) AAA53575 21,5 40,4
Mamiferos H. sapiens NP_000843 17,8 38,7

S. mansoni CAA28796 24,2 47,5

S. japonicum AAC00518 25,1 49,8

i Parasitos T. solium ACN88552 18,2 39,5

ma

' E. granulosus (EgGST2) | ADQ89757.1 19,8 39,6
A. suum CAA53218 17,8 36,5

Mamiferos H. sapiens AAH20734 19,2 34,7

. S. japonicum CAX74405 12,9 27

Parasitos -

Omega S. mansoni (SmGSTO) AA049385 13,3 26,2
Mamiferos H. sapiens NP_004823 14,8 30,9

Tabla 4. Identidad de secuencia aminoacidica de EgGST3 con GSTs parasitarias y humanas de diferentes clases: Mu,
Pi, Sigma y Omega. Se realizaron alineamientos de EgGST3 con cada una de las proteinas indicadas en la tabla y se
determiné la identidad y la homologia de secuencia utilizando el programa BioEdit.

3.1.2. Anadlisis filogenético

Posteriormente, se realizaron alineamientos de secuencias en donde se incluyeron GSTs
citosodlicas de diferentes clases y se construyeron arboles filogenéticos. El estudio incluyé GSTs
de diferentes organismos, entre ellos mamiferos y helmintos (ver anexo). Este andlisis indica
que EgGST1 y EgGST2 pertenecen a las clases Mu y Sigma respectivamente, tal como se habia
descrito previamente (Fernandez V. y col., 2000; Arbildi P., 2013) (Figura 8).

Por otro lado, los resultados obtenidos muestran a EgGST3 agrupada con EmGSTS3,
formando un grupo separado de las clases de GSTs caracterizadas hasta el momento. Dicho
grupo se encuentra en una posicidn intermedia entre las GSTs de clase Sigma y las de clase

Omega (Figura 8).
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Figura 8. Relaciones filogenéticas entre GSTs citosdlicas de diferentes clases procedentes de varios organismos. El
arbol filogenético fue construido utilizando el programa MEGA 4.0. Se empled el método Neighbor-Joining,
obteniéndose un arbol consenso a partir de 500 réplicas (bootstrap). Las distancias evolutivas fueron computadas
mediante el método de correccidn de Poisson (nimero de sustituciones aminoacidicas por sitio). Los gaps fueron
eliminados del analisis, de forma que se incluyeron 149 posiciones en los datos de partida. Se indican las diferentes
clases de GSTs y el grupo formado por EgGST3 y su ortdlogo en E. multilocularis. Se sefialan ademds EgGST1 y
EgGST2 con un punto en el grupo correspondiente. En la seccién “Anexo” se presenta el numero de acceso en
GeneBank de las secuencias incluidas en el andlisis, asi como el organismo del que provienen.
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Para confirmar los resultados obtenidos, se trabajé en colaboracidn con el Dr. Andrés
Iriarte y el Dr. Héctor Musto del Laboratorio de Organizacién y Evoluciéon del Genoma de la
Facultad de Ciencias. El trabajo tuvo como objetivo profundizar en el estudio de la clasificacion
y origen tanto de EgGST2 como de EgGST3, empleando diferentes herramientas informaticas.
Este analisis confirmd los resultados obtenidos previamente, que indican que EgGST3 no se
agruparia con ninguna de las clases de GSTs citosélicas. Vale la pena mencionar que estos
resultados y los obtenidos del trabajo en conjunto con los Doctores Iriarte y Musto fueron

publicados en una revista arbitrada (Iriarte A. y col., 2012).

3.1.3. Residuos conservados

Se buscaron secuencias caracteristicas de las GSTs en general, asi como los residuos de
EgGST3 que se encuentran conservados en las clases Omega y Sigma. En particular, se
analizaron aquellos residuos involucrados en el mecanismo catalitico. Para esto, se
construyeron alineamientos independientes con las GSTs de clase Sigma y Omega utilizadas
para la obtencidn del arbol filogenético.

En las GSTs de mamiferos se ha identificado una secuencia consenso conservada en el
dominio N-terminal, SNAIL/TRAIL, la cual tiene su homdloga en las enzimas de parasitos
(Torres-Rivera A. y Landa A., 2008). En estos organismos la secuencia presenta variaciones que
pueden ser Utiles para diferenciarlas de las enzimas de mamiferos, y estd presente en gran
parte de las secuencias analizadas (Nguyen H. A. y col., 2010). En GSTs parasitarias se han
identificado motivos SLAIL/ SNAIN/ SQAIV, entre otros. Por ejemplo, en EgGST2 se encuentra
la secuencia SMAIAR entre las posiciones 74 y 78 (Arbildi P., 2013). En EgGST3 esta presente la
secuencia SAILR entre las posiciones 75y 79 (Figura 9).

Un primer aspecto a resaltar del alineamiento obtenido con las enzimas de clase Sigma,
es que todas ellas presentan una tirosina conservada (n) que corresponderia al residuo
catalitico de las Y-GSTs (Atkinson H. J. y Babbitt P. C., 2009) (Figura 9). Las secuencias GST3
(tanto EgGST3 como EmGST3) presentan una tirosina (Y12) que si bien se encuentran muy
cercanas a las de las otras proteinas (Figura 9), no se alinean exactamente con estas. Asi, se
plantea la interrogante de si el residuo Y12 pueda estar involucrado en la catalisis. En este
sentido, en todas las GSTs de clase Sigma analizadas se encontraron los tres residuos descritos
como importantes para el mecanismo catalitico (Angelucci F. y col.,, 2005): un residuo de
glutamato (n+8), uno de arginina (n+11), ambos ausentes en las GST3, y por ultimo un residuo
de aspartato en la posicién n+22 identificado como D36 en GST3.

Ademas, para la estabilizacion del GSH en el sitio activo de la enzima, se reportaron

como importantes los residuos de triptofano y lisina ubicados, por ejemplo, en la posicién 45y
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49 en EgGST2, asi como la serina 75 (Asojo O. A. y col., 2007). Estos tres residuos estan
conservados en todas las GSTs de clase Sigma (Figura 9). En GST3 sélo fue identificado el

triptofano en la posicién 44.
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Figura 9. Alineamiento de secuencias de la regién N-terminal GSTs de clase Sigma con EgGST3. Se incluyeron todas
las secuencias de esta clase utilizadas para construir el arbol filogenético (ver anexo). Se muestran en violeta los
residuos conservados en las GSTs de clase Sigma que no estdn presentes en GST3 y en verde los que fueron
identificados en todas las secuencias incluyendo GST3. Los asteriscos sobre el alineamiento sefialan los residuos
involucrados en la unién del glutation y por lo tanto en el mecanismo catalitico descrito para la clase Sigma
(Angelucci F. y col., 2005; Asojo O. A. y col., 2007).

Con respecto al alineamiento de GST3 con las proteinas de clase Omega, podemos
observar la presencia de una cisteina conservada en todas las enzimas analizadas (C17 en
EgGST3), que constituiria el residuo catalitico de esta clase (Board P. G. y col., 2000) (Figura
10). Se identific6 ademas un residuo conservado de prolina, P18 en EgGST3, que seria
importante para la correcta orientacién de la cisteina catalitica.

Asimismo, se observan algunos residuos conservados en todas las GSTs de clase Omega
y también en GST3, que participarian en la unién del glutation: E73, V56 y K42 para EgGST3

(Figura 10). Asi, podemos pensar que estos residuos podrian estar cumpliendo en las GST3 el
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mismo rol que en las de clase Omega. Otro residuo involucrado es la serina 86 en HsGSTO1

(Board P. G. y col., 2000), que esta conservada en todas las proteinas de esta clase. En el caso

tanto de EgGST3 como de EmGST3, existe un residuo de serina que queda en una posicién
contigua en el alineamiento a la S86 de HsGSTO1 conservada en las GSTs de clase Omega.

De los otros residuos que se han descrito que forman parte del sitio G en HsGSTO1 y que

se encuentran conservados en otras proteinas de esta clase (Board P. G. y col., 2000; Brock J. y

ol., 2013), se identificaron en EgGST3 sélo una lisina en posicidon 43 y una prolina en posicidn

57 (K59 y P73 en HsGSTO1 respectivamente).
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Figura 10. Alineamiento de la regidon N-terminal de GSTs de clase Omega con EgGST3. Se incluyeron todas las
secuencias de esta clase utilizadas para construir el arbol filogenético (ver anexo). Los puntos sobre el alineamiento
sefialan los residuos conservados en todas las secuencias, y los asteriscos aquellos que se encuentran en todas las
GSTs analizadas excepto GST3. Se sefialan en violeta los residuos involucrados en la union del glutation descritos
para la clase Omega (Board P. G. y col., 2000).

3.2. Discusion

Como se ha mencionado, las GSTs citosdlicas pueden agruparse en funcién de varias
propiedades como su secuencia aminoacidica, en particular su dominio N-terminal,
especificidad de sustratos, su reconocimiento por anticuerpos especificos para diferentes
GSTs, su punto isoléctrico, entre otras (Board P. G. y Menon D., 2013). Cada una de estas clases
ha sido asociada a diferentes funciones, por lo que la clasificacion de EgGST3 puede
proporcionar informacion acerca de sus posibles roles en el parasito.

En esta seccidon nos centramos en las caracteristicas de la secuencia de aminoacidos de
EgGST3 para obtener informacion sobre su origen y posibles funciones. Al analizar la identidad
de secuencia de EgGST3 con diferentes GSTs parasitarias, encontramos que el mayor
porcentaje corresponde a las enzimas de clase Sigma parasitarias, en particular a las GSTs de S.
mansoni y S. japonicum. Sin embargo, los porcentajes obtenidos son, en todos los casos,
menores al 30%. Teniendo en cuenta que las proteinas que forman parte de una misma clase

presentan al menos un 40% de identidad de secuencia (Hayes J. D. y col., 2005), EgGST3 no
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parece pertenecer a ninguna de las clases descritas hasta el momento. De todas formas,
debemos tener en cuenta que este criterio es arbitrario y resulta dificil de aplicar cuando la
homologia es limitada como en este caso (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995), por lo que no es
definitivo.

Previamente, se habia clasificado a EgGST1 y EgGST2 dentro de las GSTs citosélicas de
clase Mu y Sigma respectivamente (Fernandez V. y col., 2000; Arbildi P., 2013). Se utilizé una
estrategia similar para clasificar a EgGST3 mediante alineamientos de secuencias y la
construccion de arboles filogenéticos. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron
concluyentes. Las relaciones filogenéticas observadas sugieren que EgGST3 no se agrupa con
ninguna de las clases de GSTs citosdlicas previamente descritas. Esta proteina se encuentra
entre el grupo de las GSTs de clase Sigma y el de las de clase Omega. Si consideramos los datos
de identidad de secuencia mencionados anteriormente y la cercania a nivel filogenético de
EgGST3 con las enzimas de clase Sigma, podriamos pensar que esta se encuentra relacionada
con esta clase de GSTs. Sin embargo, la proximidad con la clase Omega resulté inesperada, lo
que nos llevd a plantearnos nuevos estudios para verificar la informacién obtenida. En este
sentido, consideramos que las caracteristicas del software empleado para realizar los
alineamientos y el arbol filogenético podrian estar afectando nuestros resultados. Asi, se
utilizaron otros programas informaticos con el fin de discriminar si la separacién de EgGST3
respecto al resto de las proteinas refleja lo ocurrido a nivel evolutivo o podria ser producto de
las caracteristicas particulares de la metodologia utilizada. Es por esto que se decidié realizar
un nuevo analisis utilizando otros programas informaticos. Sin embargo, los resultados
obtenidos con la nueva metodologia coinciden con los obtenidos previamente, de forma que
podemos pensar que EgGST3 en realidad no se agrupa con ninguna de las clases de GSTs
citosdlicas. De hecho, la estimacion de la divergencia de EgGST3 respecto a las otras GSTs
parasitarias indica que la distancia es tan grande que se podria considerar a GST3 como una
nueva clase de GSTs (Iriarte A. y col., 2012).

Por otra parte, se ha observado que dentro de una clase de GSTs, la regidn mas
conservada es la N-terminal, mientras que las diferencias aumentan en la regién C-terminal (da
Fonseca R. R. y col., 2010). Al realizar una busqueda de dominios conservados en EgGST3 en la
base de datos CDD (Conserved Domain Database) se observd que sélo el C-terminal presenta
caracteristicas que permiten agruparlo con las GSTs de clase Sigma (Iriarte A. y col., 2012). En
particular, se detectaron los residuos involucrados en la unién del sustrato hidrofébico (sitio H)
asi como los que forman parte de la interface entre subunidades. Mientras tanto, el dominio
N-terminal no pudo ser incluido en ninguna categoria. Se realizaron ademas drboles

filogenéticos en base a dichas regiones por separado. Las relaciones de EgGST3 con otras
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proteinas difieren entre ambas construcciones. Mientras el dominio C-terminal de EgGST3 se
agrupa con las GSTs de clase Sigma, el N-terminal tiene un comportamiento similar al
observado para la proteina entera. A este hecho debemos agregar que la estructura del gen
EgGST3 es similar a la de los genes que codifican proteinas de clase Sigma (Iriarte A. y col.,
2012). Esto es importante ya que la estructura génica, incluyendo el nimero y longitud de
exones e intrones, también es conservada entre miembros de una misma clase, y difiere entre
proteinas de clases diferentes (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995). En conjunto, estos resultados
parecen indicar que EgGST3 se podria haber originado a partir de las GSTs de clase Sigma.

Sin embargo, el estudio de los residuos conservados muestra algunos aspectos
interesantes en el dominio N-terminal. En este sentido, se identificaron dos posibles residuos
cataliticos: una tirosina en la posicién 12 y una cisteina en la 17. Como se menciond
previamente, la tirosina es el residuo fundamental para el mecanismo catalitico de las GSTs de
clase Sigma, Alfa, Mu y Pi, mientras que la cisteina lo es para la clase Omega (Atkinson H. J. y
Babbitt P. C., 2009). Debemos mencionar que la tirosina 12 se encuentra cercana a la tirosina
conservada en las Y-GSTs, pero no queda alineada exactamente con esta. Ademas, no fueron
identificados en EgGST3 los residuos de glutamato y arginina conservados en las posiciones
(n+8) y (n+11) respectivamente de las GSTs de clase Sigma, y que serian importantes para el
adecuado funcionamiento de la tirosina catalitica. Esto nos hace pensar que tal vez el sitio
activo funciona de forma diferente al de esta clase de enzimas. Sumado a esto, existen algunas
evidencias que sugieren que el dominio N-terminal, y por lo tanto el mecanismo catalitico de
EgGST3 se pareceria mas al de la clase Omega. En este sentido, se identificd un residuo de
cisteina (C17) que se alinea perfectamente con la cisteina catalitica de las GSTs de clase
Omega. Ademas, se identificaron otros residuos claves: una P en posicion 18, la K42, la V56 y el
E73. En HsGSTO-1, los residuos homdlogos (K59, V72 y E85) participarian en la unién del
glutation (Board P. G. y col., 2000). Otro residuo involucrado en la unién del GSH en HsGSTO1
es la serina en la posicion 86. En el caso de EgGST3, esta serina no queda exactamente
alineada con las correspondientes en las otras enzimas de esta clase, sino que queda en una
posicién contigua. De todas formas, no se puede descartar que esta serina pueda cumplir en
EgGST3 los mismos roles que la serina conservada cumple en las otras GSTs de clase Omega.
Vale la pena mencionar que la lisina 42 no fue sefialada en el alineamiento presentado en el
articulo publicado como uno de los residuos conservados (Iriarte A. y col., 2012). Esto se debe
a que la posiciéon de esta lisina difiere entre los dos alineamientos, probablemente porque los
programas utilizados para construirlos asi como las secuencias incluidas en los mismos son
diferentes. En particular, en el alineamiento publicado se incluyen secuencias de GSTs de clase

Sigma, las cuales no presentan esta lisina conservada, aunque puede observarse que si lo
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hacen las proteinas de clase Omega. De esta forma, EgGST3 podria presentar los residuos
involucrados en el sitio activo de las GSTs de clase Omega.

Un aspecto que surge de los alineamientos de secuencias es la presencia de
sustituciones aminoacidicas exclusivas de GST3 (Figuras 9 y 10). Algunos de estos cambios
podrian afectar la polaridad o la carga de la proteina en una determinada regién, lo que podria
alterar la estructura y por lo tanto actividad de la enzima.

Hasta el momento no disponemos de la estructura cristalografica de EgGST3. Sin
embargo, se han construido modelos de la misma utilizando como molde diferentes GSTs, los
cuales nos han permitido profundizar en la comprensidon de la posible estructura del sitio
activo. El modelo obtenido utilizando como molde una GST de clase Sigma de S. mansoni
parece indicar que la orientacion de la Y12 en EgGST3 seria opuesta a la que adopta el residuo
homdlogo en el molde (y en el modelo obtenido para EgGST2), y por lo tanto no seria la
adecuada para que ésta pudiera participar en la unién del glutatién (Iriarte A. y col., 2012)
(Figura 11). Los modelos construidos muestran ademas a la C17 y la P18 en la regiéon N-
terminal de la primera hélice o. Esto seria importante ya que se ha descrito que esta
localizacién de la cisteina en la cercania del extremo positivo del dipolo de hélice contribuiria a
la disminucién del pKa del tiol, aumentando su disponibilidad a pH fisioldgico (Board P. G. y
col., 2000).

Todo lo mencionado anteriormente sugiere que el sitio activo de EgGST3 estaria mas
relacionado con el de las enzimas de clase Omega. Esto indicaria que EgGST3 podria presentar
actividades enzimaticas propias de dicha clase, en particular la actividad tioltransferasa
caracteristica de las glutarredoxinas. Como se desarrollard en secciones posteriores, esta
actividad podria ser relevante para el parasito ya que constituiria un mecanismo para la
proteccion del mismo en condiciones de estrés oxidativo. Este hecho adquiere mayor
importancia aun teniendo en cuenta que no se han identificado GSTs de clase Omega en el
genoma de E. granulosus (Iriarte A.y col., 2012).

Ademas de las actividades enzimaticas, la unién de ligandos no sustratos por parte de
EgGST3 también podria verse influida por las caracteristicas descritas para esta proteina.
Recientemente se ha descrito la cristalizacion de una de las GSTs de clase Omega humanas,
HsGSTO1 (Brock J. y col., 2013). A partir de la estructura obtenida, se identificaron los residuos
cataliticos conservados con otras GSTs de esta clase y se examind el sitio de unidon para
ligandos, que denominaron “sitio L”, identificandose algunos residuos involucrados en la unién
de los compuestos. Algunos de ellos se encuentran conservados en varias GSTs de clase
Omega, o han sido sustituidos por residuos de similares caracteristicas. Esto podria indicar que

las enzimas que comparten estos residuos podrian unir ligandos estructuralmente similares,
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que podrian ser acomodados en el sitio L a través del contacto con estos residuos. De todas
formas, una misma GST puede unir diferentes tipos de ligandos y no podemos descartar que
haya otros residuos involucrados en dicha unién. De hecho, en EgGST3 aparece uno sélo de

estos residuos conservados en la clase Omega (L88).

EgGST2 EgGST3

Figura 11. Diagramas del modelado de EgGST2 y EgGST3 utilizando como molde la estructura cristalografica de una
GST de clase Sigma de S. mansoni (PDB-ID: 1U3l, cadena “A”). Se indican con flechas los posibles residuos
cataliticos: Tyrl4 en EgGST2 y Tyrl12 y Cys17 en EgGST3. Tomado de Iriarte y col. (2012).

En suma, podemos decir que EgGST3 presenta caracteristicas particulares que no
permiten su clasificacion en ninguna de las clases de GSTs citosélicas descritas hasta el
momento. Por un lado, los resultados indican que EgGST3 estaria relacionada con la clase
Sigma y que podria haberse originado a partir de ella. Sin embargo, el dominio N-terminal
presenta algunos residuos caracteristicos de la clase Omega, en particular una cisteina en el
sitio activo que participaria en el mecanismo catalitico. Esto sugeriria que EgGST3 podria
presentar actividades enzimaticas propias de la clase Omega, lo cual seria relevante ya que no

se han identificado GSTs de esta clase en cestodos.
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Capitulo 4. Expresion de EgGST3 recombinante

En la actualidad las proteinas recombinantes son una herramienta muy util para analizar
el papel de dichas proteinas en los procesos celulares. A continuacién se describen los
resultados obtenidos en la optimizacion de la produccion de EgGST3 recombinante en
Escherichia coli y la preparacién de antisueros especificos. Asimismo, se presenta la deteccidn

de las EgGSTs en protoescolices.

4.1. Resultados

4.1.1. Expresion de EgGST3 recombinante

La region codificante del gen EgGST3 fue clonada en el vector pET5a (Novagen). En
primera instancia se transformaron células de la cepa BL21[DE3] con la construccion EgGST3-
pET5a, y en paralelo con el vector no recombinante como control. La expresion se indujo
segun el protocolo descrito por Harispe y col (2010), utilizado previamente para la expresion
de EgGST1. En ambos casos se separd antes de la induccidn una alicuota del cultivo a la que no
se le agregd IPTG (control sin inducir). Vale la pena mencionar, que en estas condiciones
experimentales no se observa la expresién de proteinas de la masa molecular esperada
(aproximadamente 25kDa) en el cultivo de células transformadas con el vector no
recombinante (Figura 12). Por otra parte, en la fraccién soluble de los lisados bacterianos de
cultivos transformados con la construccidn EgGST3-pET5a no se observan diferencias respecto
del control sin inducir (Figura 12). Sin embargo, al analizar la fraccion insoluble se observé una

importante cantidad de proteina recombinante (Figura 13).

EgGST3-pET5a pET5a

S/ 1 S/l 1 S/i | S/l |

24kDa m—>

Figura 12. Expresién de EgGST3 utilizando el protocolo de referencia. SDS-PAGE en el que se analizaron las
fracciones solubles de los cultivos sin inducir (S/I) e inducidos (1) para tres clones diferentes conteniendo el plasmido
recombinante EgGST3-pET5a y para un clon conteniendo el vector pET5a no recombinante.
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Figura 13. Expresion de EgGST3 utilizando el protocolo de referencia. SDS-PAGE en el que se analizaron las
fracciones soluble (S) e insoluble (P) de los tres clones diferentes presentados en la Figura 6.

Dado que no se obtuvo la proteina recombinante en forma soluble, fue necesario
modificar el protocolo de expresidn. Se realizaron cambios en las condiciones de induccion y
lisis celular y se analizd la expresion de EgGST3 en diferentes cepas de E. coli. Por otro lado, se

ensayo la solubilizacidon de EgGST3 de cuerpos de inclusién y su posterior renaturalizacién.

4.1.2. Cambios en las condiciones de induccidn de la expresién

El nivel de expresidon de una proteina recombinante puede afectar significativamente la
solubilidad de la misma (Brondyk W. H., 2009). Asi, se utilizaron diferentes estrategias para
reducir la cantidad de proteina sintetizada buscando aumentar la solubilidad de rEgGST3.

Primeramente, se disminuyd la concentracion de inductor y la temperatura de
induccion. Se indujo la expresion tanto a 37°C como a 25°C, y para cada temperatura se
probaron concentraciones de IPTG en el rango de 0.03 a 0.4 mM. A 37°C no se observaron
diferencias importantes en la cantidad de proteina producida para las diferentes
concentraciones de inductor analizadas (Figura 14). A 25°C hay una menor expresién de
rEgGST3, la cual se mantuvo constante para todas las concentraciones de IPTG utilizadas
(datos no mostrados). Tanto a 37°C como a 25°C, en todas las condiciones ensayadas, casi la
totalidad de la proteina permanecié insoluble (Figura 14).

Por otro lado, se disminuyé el tiempo de induccién. Se utilizé6 una Unica concentracién
de IPTG (0.1mM) y tanto a 37°C como a 25°C se indujo la expresion de EgGST3 durante 15, 30,
60 y 120 minutos. Los niveles de proteina sintetizada fueron similares para los diferentes
tiempos estudiados a cada temperatura, y la solubilidad de EgGST3 se mantuvo en niveles

bajos y practicamente constantes en todas las condiciones analizadas (datos no mostrados).
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Vale la pena mencionar que en la fraccidn insoluble del control sin inducir se observo
una pequefia proporcién de proteina recombinante (Figura 14). Estos niveles de expresion
basal fueron disminuidos en ensayos posteriores agregando al cultivo glucosa en una

concentracion de 1% (datos no mostrados).

[IPTG] (mM) 0,03 0,05 01 02 04 0
S PSPSPSPS P SP

24kDa —>

Figura 14. Cambios en la concentracion de inductor a 37°C. SDS-PAGE en el que se analizaron las fracciones soluble
(S) e insoluble (P) de cultivos a los que se les agregd IPTG en concentraciones de 0, 0.03, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 mM.

4.1.3. Cambio en la cepa hospedadora

Una de las ventajas de la expresion en E. coli es que existen diferentes cepas, cada una
de ellas con caracteristicas particulares, que pueden favorecer la expresidon en forma soluble
de diferentes tipos de proteinas. En funcién de estas caracteristicas se selecciond un conjunto
de cepas que podrian mejorar la expresion de EgGST3: BL21[DE3]pLysS y BL21[DE3]pLysE que
permitirian disminuir los posibles efectos téxicos de EgGST3, RIL[DE3], Rosetta[DE3] y RP[DE3],
que podrian contribuir a compensar las diferencias en el uso de codones entre E. coli y E.
granulosus, y C41[DE3] y C43[DE3], que han facilitado la expresién de proteinas que no han
podido producirse en la cepa BL21[DE3] de la que derivan. La expresién en cada una de las
cepas fue comparada con la correspondiente en la cepa de referencia BL21[DE3]. Se utilizé el
protocolo de referencia variando Unicamente la concentracién de IPTG para cada cepa segun
lo recomendado por el proveedor.

Al expresar EgGST3 en las cepas RIL[DE3] y BL21[DE3]pLysS se observd una pequefia
disminucién de la cantidad de proteina sintetizada respecto a la cepa BL21[DE3], pero esto no
influyd en la solubilidad (datos no mostrados). En todas las condiciones trabajadas se

obtuvieron proporciones de proteina soluble similares a los alcanzados con la cepa de

58



Expresion de EgGST3 recombinante Capitulo 4

referencia. A pesar de esto, los mejores resultados se obtuvieron al expresar EgGST3 en la cepa
C43[DE3], en la que se logré aumentar minimamente la proporcidon de proteina soluble con
respecto a la cepa BL21[DE3] (datos no mostrados). Se decidid ensayar la purificacion de la
proteina soluble obtenida mediante afinidad al GSH. En dicho ensayo, la proteina no fue

retenida en la columna por lo que no pudo ser purificada por este método (Figura 15).

S NR Lavados E

24kDa —>

Figura 15. Purificacion de EgGST3 por afinidad al GSH. Se muestra un SDS-PAGE en el que se analizd la fraccion
soluble obtenida al expresar EgGST3 en la cepa C43[DE3] (S), la fraccion que no fue retenida por la columna (NR),
tres lavados, y el eluido de la columna (E).

4.1.4. Cambios en las condiciones de lisis celular

Un elemento importante para la expresion de proteinas recombinantes solubles es el
proceso realizado para la lisis celular. Uno de los aspectos relevantes es el pH de la solucidn de
extraccién. El mismo debe estar alejado del punto isoeléctrico (pl) de la proteina, ya que en
ese punto hay un minimo de solubilidad (Benedek G. B. y Villars F. M. H., 2000). Utilizando el
programa BioEdit se determind que el pl tedrico de EgGST3 es de 7.71, muy cercano al pH 7.4
del buffer de lisis utilizado hasta el momento (PBS pH7.4, Triton X-100 1%, EDTA 5mM). Se
decidié cambiar dicho buffer, utilizdndose dos amortiguadores diferentes: 10mM KH;PO,4 pH
6.5y 20mM Tris-HCI pH 8.0, ambos conteniendo Tritén X-100 1% y EDTA 5mM.

Se realiz6 la expresién en la cepa BL21[DE3], pero en ningln caso se observaron
diferencias en la proporcion de proteina soluble con respecto a la solucién inicial (Figura 16).
Ademas, durante los ensayos de solubilidad de EgGST3 en las cepas RIL[DE3] y BL21[DE3]pLysS
se pudo analizar la misma utilizando las tres soluciones de lisis. Nuevamente, EgGST3 se

encontrd casi en su totalidad en la fraccidn insoluble, tanto cuando se trabajé con la solucion
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de referencia como cuando se utilizaron las otras dos soluciones de lisis (Figura 16). De esta

forma se decidid continuar trabajando en ensayos posteriores con la cepa BL21[DE3] a pH 7.4.

A BL21DE3 BL21DE3RIL

Sininducir  pH 7.4 pH6.5 pH8.0 Sininducir pH 7.4

s PSS P S P S P S P s p

24kDa =—>
B BL21DE3RIL BL21DE3plysS
pH 6.5 pHB8.0 Sininducir pH7.4 pH6.5 pH 8.0
S P S P S P S P S P S P
24kDa =—>

Figura 16. Expresion de EgGST3 en diferentes cepas de E. coli y utilizando diferentes soluciones de lisis para su
extraccion. Analisis por SDS-PAGE de las fracciones soluble (S) e insoluble (P) obtenidas al expresar EgGST3 en las
cepas BL21DE3 (referencia), BL21DE3RIL y BL21DE3pLysS. Para cada cepa se probaron tres soluciones de lisis cada
una con un pH diferente: 7,4 (referencia), 6,5y 8,0.

La composicion de la solucion de lisis debe ser optimizada para cada proteina en
particular. En general, contiene inhibidores de proteasas, detergentes, agentes reductores,
entre otros, para prevenir la degradacion de la proteina y favorecer su solubilidad. Teniendo
esto en consideracion, se modificaron algunos de sus componentes y su concentracién. Se
comparo la solubilidad de EgGST3 en cada una de las soluciones con la de referencia (PBS-
Tritén 1%-EDTA 5mM; pH 7,4).

En primer lugar, se probaron variantes del detergente y de la concentracion del mismo.

La solucién de referencia contiene Tritdn X-100 1%, un detergente no idnico. Se disminuyé la
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concentracién de este hasta 0.1%, pero la solubilidad de EgGST3 no se modificé. Luego, se
probd cambiar el detergente, usando CHAPS, un detergente zwiteridnico. Se analizaron
concentraciones de 0.1 y 2%, obteniéndose en ambos casos una mayor proporcion de proteina
soluble, aunque, como ha ocurrido en otros ensayos realizados a lo largo de este trabajo, el
aumento no fue considerable (datos no mostrados).

Como se menciond anteriormente, el glicerol puede tener un efecto directo
favoreciendo el plegamiento de las proteinas (Bowden G. A. y Georgiou G., 1990). Es por esto
gue se analizo la incorporacion de glicerol en la solucién de lisis, en concentraciones de 0.4 y
20%. En esta ultima condicion se obtuvo mas proteina soluble respecto al control sin glicerol,
aunque nuevamente el aumento fue minimo (datos no mostrados).

Finalmente, y considerando que EgGST3 presenta 4 residuos de cisteina que podrian
oxidarse durante y después de la lisis celular, se ensay6 la adicidon de agentes reductores en la
solucidon de lisis. Tanto el mercaptoetanol (50mM) como el DTT (1ImM) mejoraron la
solubilidad de EgGST3 pero no significativamente (datos no mostrados).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se decidid analizar la solubilidad de
EgGST3 utilizando la solucion de lisis de referencia conteniendo 20% de glicerol y 1mM de DTT.
Nuevamente, la proporcion de proteina soluble fue ligeramente superior a la obtenida hasta el
momento con la solucién de referencia. Se intentd realizar una purificacion de la proteina
presente en la fraccidn soluble por afinidad al GSH pero EgGST3 no fue retenida por la columna

(datos no mostrados).

4.1.5. Cambio en el vector de expresion

Luego de ensayar diferentes condiciones de expresidon de EgGST3 sin lograr su obtencidn
en forma soluble, se decidié cambiar de vector de expresidon. En este caso, se optd por otro
vector de la serie pET, el pET28a (Novagen). Este permite expresar la proteina fusionada, tanto
en su extremo N- como C-terminal, con un péptido compuesto por seis residuos de histidinas,
que facilitard su purificacién por afinidad de dicho péptido a una resina de niquel-agarosa. Este
aspecto es de particular relevancia dado que, por lo observado en los ensayos anteriores,
EgGST3 no se podria purificar por afinidad al GSH.

Se clond la regién codificante de EgGST3 en el vector pET28a de forma de que la
proteina se expresara fusionada con una cola de histidinas en su extremo N-terminal. Se
analizo la expresidon en la cepa BL21[DE3] siguiendo el protocolo de referencia. Nuevamente,
EgGST3 se expresd en mayor proporcidon en forma insoluble en dichas condiciones (datos no
mostrados). De todas formas, se purificd la proteina de la fraccidn soluble por afinidad a una

resina de Ni-agarosa y se determind la actividad GST. Estos ensayos permitieron detectar
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actividad enzimatica de EgGST3 (lriarte A. y col., 2012), aunque la proteina purificada no fue

suficiente para llevar a cabo su caracterizacion.

4.1.6. Renaturalizacién de la proteina de cuerpos de inclusién

Como se mencioné anteriormente, la expresién en cuerpos de inclusién presenta
algunas ventajas relacionadas con los importantes niveles de proteina que se pueden obtener
y las facilidades en su purificaciéon. Una vez que se tienen los cuerpos de inclusién, los mismos
deben ser solubilizados y se deben optimizar las condiciones para la renaturalizacidon de la
proteina.

En esta parte del trabajo se contd con la colaboracién de la Dra. Paula Tucci (Laboratorio
Celsius), que nos orienté en la solubilizacidon y renaturalizacién de EgGST3 siguiendo un
protocolo optimizado por su grupo de trabajo para otras proteinas. El mismo implica, en
primera instancia, la solubilizacién de los cuerpos de inclusién en un buffer conteniendo
cloruro de guanidinio 6M. Para la renaturalizacién se utiliza, primero DTT, y luego un “buffer
de refolding” que contiene arginina, EDTA, sorbitol y el par redox cisteina/cistina, con el que se
incuba la proteina durante toda la noche a 8°C. Al retirar la solucion al dia siguiente se
observaba claramente que la misma estaba turbia debido a la precipitacién de proteina. De
todas formas, se centrifugd para separar la fraccion soluble de la insoluble y se realizaron
varias etapas de concentracién de la proteina para poder analizarla por SDS-PAGE. El estudio
confirmé que la totalidad de la proteina habia precipitado nuevamente. Se realizaron ademas
ensayos de actividad GST en la fraccién soluble pero no se detecté actividad (datos no
mostrados).

De esta forma, los protocolos utilizados no permitieron obtener EgGST3 en forma
soluble y activa, por lo que, seria necesario ensayar nuevas condiciones de renaturalizacion
para alcanzar aquellas mas adecuadas para nuestra proteina. Sin embargo, teniendo en cuenta
todos los esfuerzos realizados hasta el momento y por una cuestion de tiempo y de costos se
decidié abandonar los intentos de expresidon de EgGST3 en este sistema. De todas formas,
dentro de los objetivos del grupo se encuentra la expresién de EgGST2 y EgGST3 en un sistema

eucariota, levaduras (Proyecto 1+D FCE-ANII, 2013-2015).

4.2.7. Deteccion de EgGST3 en PEs

La proteina EgGST3 recombinante obtenida en forma de cuerpos de inclusion fue
utilizada por nuestro grupo de trabajo para la produccidén de antisueros especificos tanto de
ratdn como de conejo (ver Materiales y métodos). Los mismos reconocieron en un lisado de

PEs por western-blot una banda de aproximadamente 25kDa, que corresponderia a EgGST3.
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Ademads, ambos antisueros reconocieron a la proteina recombinante expresada en la fraccién
insoluble (Figura 17 y datos no mostrados). Se observa ademds que los antisueros reconocen
otras proteinas presentes en los lisados bacterianos. Dado que los antisueros fueron
producidos a partir de proteina purificada de un lisado bacteriano, es posible que hubiera
algunas proteinas de E. coli en la preparacion administrada tanto a los ratones como a los
conejos.

Un aspecto importante a destacar, y que sera relevante para diferentes ensayos
realizados en este trabajo, es que los anticuerpos anti-EgGST3 producidos, tanto de ratdn
como de conejo, no reconocen a rEgGST1 ni a rEgGST2 (Figura 17 y comunicacidn con Verdnica

Fernandez, quien realizd la verificacion con los sueros de conejo).

Anti-(IgG de raton)

Suero pre- Anti-EgGST3
inmune de ratén

rEgGST 1 2 3 1 2 3

: - - - <— 24kDa

-

T

Figura 17. Western-blot en el que se enfrentd el suero anti-EgGST3 producido en ratdn y el correspondiente suero
pre-inmune, a las tres EgGSTs recombiantes (rEgGST). Se indica la rEgGST cargada en cada carril (1, 2y 3) y el suero
al que se las enfrento (suero pre-inmune y anti-EgGST3 en dilucién 1/250). El revelado se realizé con un anticuerpo
anti-IgG de ratdn conjugado a peroxidasa (dilucién 1/1000) segun se describe en Materiales y Métodos.

La presencia de EgGST3 en PEs se analizd ademas por electroforesis bidimensional y
western-blot. Vale la pena mencionar que este estudio se extendid a las otras dos EgGSTs. Este
trabajo fue realizado en el marco de una pasantia realizada en el Laboratorio de Gendmica
Estructural y Funcional del Centro de Biotecnologia de la Universidad Federal de Rio Grande
del Sur (Porto Alegre, Brasil), bajo la supervision del Dr. Henrique Ferreira. La misma fue
financiada por la organizacién AMSUD-Pasteur a través de su programa “Regional research

training fellowships program/ young researchers”.
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pH 10

Figura 18. Deteccidon de EgGSTs en PEs. En la parte superior de la imagen se muestra una electroforesis
bidimensional de extractos de PE tefiida con Coomasie y con una elipse se la region del gel en la que se encuentran
las EgGSTs. En la parte inferior se muestran los western-blot realizados para la deteccidn de cada una de las EgGSTs:
(A) EgGST1, (B) EgGST2, (C) EgGST3. Los sueros de conejo fueron utilizados en diluciones 1/50000, 1/20000 y
1/10000 respectivamente.

En primer lugar, se analizd el perfil de proteinas de un extracto de PEs por electroforesis
bidimensional, visualizandose por tincién con Coomasie. El patron general de los spots
observados coincide con el descrito por Monteiro y cols. (2010) (Figura 18). Posteriormente, se
realizaron electroforesis bidimensionales seguidas de western-blot para cada una de las

subunidades. Los mismos permitieron detectar varios spots con cada uno de los antisueros
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especificos para cada EgGST, sugiriendo la presencia de varias isoformas o de diferentes
modificaciones postraduccionales de estas (Figura 18). No se detectaron en EgGST3 posibles
sitios para N- y O-glicosilacidn, pero si se identificaron sitios para la fosforilaciéon tanto por

serin como por treonin y tirosinquinasas.

4.3. Discusion

La expresidon de proteinas recombinantes adquiere gran importancia en la actualidad
para el estudio del rol de dichas proteinas en una gran variedad de procesos celulares. Existen
diversos sistemas de expresidon, tanto eucariotas como procariotas, cada uno de ellos con
caracteristicas particulares que los haran apropiados para la expresién de diferentes clases de
proteinas (Sgrensen H. P., 2010). La elecciéon del sistema a utilizar va a depender de diversos
factores, en particular, caracteristicas de la proteina como su masa, la presencia de enlaces
disulfuro y modificaciones postraduccionales, si es una proteina citosélica, de membrana o
secretada, asi como su posterior aplicaciéon ya sea en estudios estructurales, ensayos de
actividad in vitro, produccién de anticuerpos o estudios in vivo (Brondyk W. H., 2009). El mas
utilizado de estos sistemas es E. coli, debido a su simplicidad y su bajo costo, y al amplio
conocimiento de este organismo a nivel genético, bioquimico y molecular. Esto brinda una
gran variedad de herramientas y recursos para optimizar la expresiéon, mejorando el
rendimiento y la calidad de la proteina obtenida (Terpe K, 2006). Asi, se ha optimizado en E.
coli la produccidn de proteinas en diferentes compartimientos celulares (citosol, periplasma o
incluso la secrecién hacia el medio extracelular), los medios y temperaturas de expresion, los
vectores y las cepas bacterianas utilizadas, entre otros (Sorensen H. P. y Mortensen K. K.,
2005a; Terpe K., 2006). Nuestro grupo ha adquirido experiencia en la expresién de EgGSTs en
este sistema, en el que se produjo EgGST1 en su forma funcionalmente activa y en niveles
suficientes para su posterior caracterizacion (Harispe L. y col.,, 2010). Posteriormente, se
comenzaron los ensayos de expresion de EgGST2 y EgGST3, utilizando el protocolo seguido
para la expresion de EgGST1 como referencia. Sin embargo, hasta el momento, EgGST2 no ha
podido ser expresada en forma soluble en este sistema, lo que ha impedido su caracterizacion
(Arbildi P., 2013). En este trabajo, se siguidé el mismo camino para expresar EgGST3 en E. coli
utilizando el mismo protocolo, obteniéndose grandes cantidades de proteina recombinante,
pero casi en su totalidad en forma insoluble. Se han descrito importantes dificultades en Ila
produccién de muchas proteinas en E. coli, principalmente de origen eucariota, que forman
agregados denominados cuerpos de inclusidn (Sorensen H. P., 2010). El mecanismo por el cual

se forman estos agregados no es totalmente comprendido, aunque se ha propuesto que se
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establecerian interacciones no covalentes hidrofdbicas e idnicas entre proteinas parcialmente
plegadas. De todas formas, se ha descrito la presencia en los cuerpos de inclusién de proteinas
con conformaciones secundarias nativas (Singh S. M. y Panda A. K., 2005; Martinez-Alonso M. y
col., 2009). Se ha correlacionado la formaciéon de cuerpos de inclusiéon con la cantidad de
residuos que conforman la proteina, su carga promedio e hidrofobicidad, la proporciéon de
residuos que forman parte de estructuras en forma de vueltas y la cantidad de residuos de
cisteina y prolina (Makrides S. C., 1996).

Uno de los factores que influiria en el plegamiento, y por lo tanto en la posibilidad de
formacidn de cuerpos de inclusion, es la velocidad de la sintesis proteica. Se ha descrito que las
importantes diferencias entre las maquinarias de traduccién determinan que la velocidad de
este proceso en E. coli sea aproximadamente diez veces mayor que la observada en eucariotas.
Esto lleva a la acumulacion de importantes cantidades de proteina recombinante que no han
adquirido su conformacién nativa (Brondyk W. H., 2009). Uno de los elementos que influyen
en la velocidad de la traduccidn, y que debe ser considerado a la hora de expresar una
proteina recombinante en un sistema heterdlogo (Angov E., 2011), es el uso de los diferentes
codones sindnimos que existen para los aminoacidos. Cada especie utiliza estos codones con
diferente frecuencia, la cual depende de la abundancia de los correspondientes tARNs. En la
Tabla 5 se presentan los codones menos frecuentes en el genoma de E. coli (Sharp P. M. y col.,
2010). En general, hay codones que son utilizados con mayor frecuencia que el resto en todos
los genes, y esta preferencia es mds marcada en aquellos que presentan mayores niveles de
expresion. Existen entonces algunos codones poco utilizados que actuarian disminuyendo la
velocidad de la traduccion, permitiendo asi la formacion de estructuras secundarias o
terciarias en el péptido que se esta sintetizando. De esta forma, los codones presentes en un

determinado gen van a condicionar la sintesis de la proteina y su correcto plegamiento.

Capitulo 4

Arginina Glicina Isoleucina Leucina Prolina Serina Treonina
AGA GGA AUA CUA CCC UCA* ACA
AGG GGG AGU*

CGA ucG*
CGG

Tabla 5. Se listan los codones “raros” en el genoma de E. coli segun Sharp y col. (2010) y el aminoacido al que
corresponden. *codones presentes en baja frecuencia en genes altamente expresados, pero no si se considera la
totalidad del genoma.

Por otra parte, hay algunos estudios sobre la frecuencia de utilizacién de los diferentes

codones en las especies E. granulosus y E. multilocularis (Alvarez F. y col., 1993; Fernandez V. y
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col., 2001). Se ha observado que en los genes altamente expresados predominan los codones
qgue presentan en su tercera posiciéon G o C. Sin embargo, existen grandes variaciones dentro
del propio genoma de estas especies, en particular con los genes poco expresados. Se realizd
un andlisis de los codones que conforman los genes de EgGST1 y de EgGST3, lo que permitié
comparar la frecuencia con la que se utilizan los diferentes codones en el genoma de E. coli
con la correspondiente en EgGST3 y en un gen que se pudo expresar dando lugar a una
proteina soluble como EgGST1. Tanto en EgGST1 como en EgGST3 hay algunos codones que
aparecen muy frecuentemente, y que ademas son poco utilizados en el genoma de E. coli
(Tabla 6). Por ejemplo, en EgGST1 el coddn CCC es el que aparece con mayor frecuencia
codificando la prolina, mientras que en EgGST3, es el segundo codén mas frecuente para este
aminoacido. Sin embargo, es el codén menos utilizado en los genes de E. coli para codificar la
prolina. Algo similar sucede con algunos codones que codifican para la arginina y la glicina
tanto en EgGST1 como en EgGST3, y con los codones para la treonina en EgGST3 (Tabla 6). Asi,
algunos de los codones mas frecuentes en los genes de estas EgGSTs forman parte de los
codones “raros” de E. coli, por lo que su presencia podria afectar la velocidad de sintesis
proteica, y por lo tanto el plegamiento de la proteina. Igualmente, EgGST1 pudo ser expresada
en forma soluble en E. coli, por lo que probablemente haya otros factores que estén

contribuyendo de manera mas importante a la agregaciéon de EgGST3.

.. Codones mas frecuentes
Aminoacido
EgGST1 EgGST3

_ ccc CCA
Prolina

CCA CccC

CGU AGA

Arginina CGA CGC

AGA CGA

.. GGU GGU
Glicina

GGG GGA

_ ACU ACA
Treonina

ACG ACC

Tabla 6. Codones mas frecuentes para algunos aminodcidos en los genes EgGST1 y EgGST3 determinados con el
programa codonw 1.4.4. En rojo se muestran algunos de los codones “raros” en el genoma de E. coli.

Igualmente, se buscaron estrategias para confirmar la contribucién de estas diferencias
en el uso de codones en la produccién de la proteina soluble. Una aproximacion que permita
una posible solucion a este problema es la co-expresion de los tARNs correspondientes a los

codones raros para E. coli y que podrian ser necesarios para la expresion de determinadas
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proteinas. En este trabajo se utilizaron cepas comerciales que expresan diferentes conjuntos
de tARNs como son la Rosseta[DE3], RIL[DE3] y RP[DE3]. La cepa RIL[DE3] contiene copias
extra de los genes que codifican para los tARNs correspondientes a los codones AGA y AGG
(arginina), AUA (isoleucina) y CUA (leucina). Por otro lado, la cepa RP[DE3] permite la
expresion de los tARNs correspondientes a los codones AGA y AGG (arginina) y CCC (prolina).
Mientras tanto, la cepa Rosseta[DE3] contiene un pldsmido que codifica los tRNAs para todos
los codones mencionados anteriormente. Cualquiera de estas tres cepas permitiria expresar
Unicamente el tARN correspondiente al codén AGA dentro de los necesarios para la expresion
de EgGST3. La presencia de este coddn en varios genes ha dificultado la expresidon de los
mismos en E. coli (Makrides S. C., 1996). En los tres casos la proteina nuevamente se expresé
en cuerpos de inclusién. De esta forma, la expresidon de estos tARNs “raros” para E. coli, en
particular el correspondiente al codén AGA, no mejord la expresion de EgGST3. Entonces se
deberian co-expresar los tARNs correspondientes a los otros codones que podrian ser
necesarios para la sintesis de EgGST3. Esto hubiera implicado el disefio de cebadores
especificos para cada gen, su amplificacién y clonado en un vector adecuado, para luego co-
transformar todas estas construcciones con la que contiene a EgGST3 en el plasmido pET5a.
Esta estrategia resultaria muy costosa, tanto en tiempo como econémicamente, por lo que no
se llevd a cabo. Otra posibilidad implicaria la introduccion de mutaciones en la regién
codificante de EgGST3, de forma de sustituir los posibles codones “raros” por aquellos
utilizados con mas frecuencia por E. coli. Este procedimiento ha permitido expresar con éxito
algunas proteinas (Makino T. y col., 2011), pero en algunos casos, las altas tasas de sintesis han
llevado a la acumulacion de proteina en forma insoluble en cuerpos de inclusién (Angov E.,
2011). Este abordaje tampoco se llevé a cabo.

Por otra parte, el plegamiento de las proteinas dependera ademas de los aminoacidos
que la componen y de las interacciones, tanto covalentes como no covalentes, que se puedan
establecer entre ellos. Dentro de las uniones covalentes, debemos mencionar a los enlaces
disulfuro que se forman entre los residuos de cisteina que componen la proteina. EgGST3
presenta cuatro residuos de cisteina, cuyo estado de oxidacion resulta desconocido ya que
hasta el momento no disponemos de la estructura cristalina de EgGST3. De todas formas, no
se han descrito enlaces disulfuro, tanto intra- como inter-catenarios, en las estructuras de las
GSTs obtenidas hasta el momento. Por otro lado, el analisis bioinformatico realizado en este
trabajo sugiere que los cuatro residuos de cisteina de EgGST3 se encuentran en forma
reducida. Algunos estudios permitieron obtener un modelado molecular de EgGST3, utilizando
como molde una GST de S. mansoni (PDB ID: 1U3I) (Iriarte A. y col., 2012). A pesar de la alta

divergencia encontrada entre EgGST3 y el resto de las GSTs de helmintos descritas hasta el
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momento, se obtuvo un buen modelo, en el cual las cisteinas no se encuentran formando
enlaces disulfuro, sino que estan en forma reducida. Incluso, estos modelos en conjunto con
otros estudios indican que una de las cisteinas, la Cys17, formaria parte del sitio activo de la
enzima y podria estar involucrada en el mecanismo catalitico de la misma (lriarte A. y col.,
2012). De esta forma, podriamos plantear la posibilidad de que EgGST3 no presentara enlaces
disulfuro en su conformacidon nativa, aunque esto debe ser confirmado mediante la
cristalizacién de la proteina y la determinacion de su estructura. Si se confirmara esta
suposicidn, el caracter reductor del citoplasma de E. coli no representaria un obstdculo para la
expresion de EgGST3 en este sistema. En el caso de que EgGST3 requiriera la formacién de
enlaces disulfuro para adquirir su conformacion funcional, posibilidad que adn no se puede
descartar, estos no se podrian formar en el citoplasma de E. coli ya que es un ambiente
reductor (Makino T. y col., 2011), lo que podria constituir otra de las razones que
contribuyeron a la agregacion de la proteina. Si esta fuera la situacidn, se podria haber dirigido
la expresion de EgGST3 hacia el periplasma, o se podrian haber utilizado cepas de E. coli que
permitieran la formacidon de enlaces disulfuro en el citoplasma. En este sentido, se podria
haber utilizado la cepa Origami[DE3], que presenta mutaciones en los genes tiorredoxina
reducatasa (trxB) y la glutatién reductasa (gor). Esto no se pudo llevar a cabo debido a la
escasa viabilidad del stock de células de dicha cepa disponible en el laboratorio.

Por otra parte, no podemos descartar que se puedan formar enlaces disulfuro
erréneamente una vez que la proteina es extraida de las células, abandonando el ambiente
reductor del citoplasma. De hecho, al incluir agentes reductores en el buffer de lisis se produjo
un minimo aumento de la proporcién de proteina soluble. Sin embargo, la mayor parte de la
proteina se mantuvo en forma insoluble por lo que deberia haber otros factores
contribuyendo a la baja solubilidad de EgGST3.

Dentro de las interacciones no covalentes, las mas relevantes para la conformacion
nativa de las proteinas serian las hidrofdbicas, los puentes de hidrégeno y las interacciones de
Van der Waals (Dill K. A. y col., 2008). Las interacciones hidrofdbicas se establecen entre
regiones no polares de una o varias proteinas o lipidos que, al encontrarse en un entorno
acuoso, se aproximan para evitar el contacto con el agua (Meyer E. E. y col., 2006). Estas
interacciones son particularmente importantes, por ejemplo, en la estructura de las
membranas celulares. Los detergentes pueden interferir en el establecimiento de las
interacciones hidrofébicas a través de sus regiones no polares, mientras las partes polares de
la molécula quedan expuestas hacia el medio acuoso. Es por esto que se los incorpora en las
soluciones utilizadas para lisar células, para romper las interacciones que mantienen unidas a

las membranas celulares. Por otra parte, las interacciones hidrofébicas proteina-proteina
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contribuyen de forma importante a la agregacién de las mismas. De esta forma, la presencia
de los detergentes en las soluciones de lisis cumpliria una doble funcién, contribuyendo por un
lado a la ruptura de las membranas celulares y por otro a la desagregacion de la proteina
recombinante, y por lo tanto a su solubilizacién. El Tritén X-100, un detergente no idnico, fue
incorporado en la solucién de lisis en la expresion de EgGST1, obteniéndose importantes
niveles de proteina recombinante en la fraccidn soluble. Es asi que se decidié utilizar el Triton
X-100 en la expresion de EgGST3, en las mismas condiciones. Sin embargo, tanto al utilizar el
protocolo de referencia como en todas las otras estrategias empleadas para la expresién de
EgGST3, casi la totalidad de la proteina se encontré en la fraccién insoluble. Dado que EgGST1
se obtuvo soluble en estas condiciones, se podria pensar que la lisis celular funciond
adecuadamente, pero el problema radica en la solubilidad de EgGST3. Por otra parte, se utilizd
el CHAPS, un detergente zwitteridénico que, al igual que el Tritdn X-100, no tiene el efecto
desnaturalizante de los detergentes idnicos. De todas formas, si bien la incorporacion de
CHAPS en el buffer de lisis en lugar de Tritén produjo un minimo aumento de la proporcidn de
proteina soluble, éste no fue significativo. Asi, ninguno de los dos detergentes en las
condiciones analizadas contribuyd lo suficiente para desagregar los cuerpos de inclusion
formados por EgGST3.

Por otra parte, el establecimiento de las interacciones hidrofébicas proteina-proteina se
ve favorecido por altas concentraciones de éstas. Asi, se podria disminuir los niveles de
proteina como un posible mecanismo para evitar su agregacién. Con este fin se probaron tres
estrategias: disminucion de la temperatura de induccién y del tiempo de induccién, y de la
concentracién de inductor. Tanto el cambio del tiempo como de la concentracién de IPTG no
provocaron variaciones en los niveles de proteina. Esto indicaria que la proteina se expresa
rapidamente una vez que se incorpora el inductor, llegando a una especie de meseta, en la que
la cantidad de proteina se mantiene constante a lo largo del tiempo. Tal vez se podrian haber
probado tiempos menores de inducciéon, de apenas unos minutos, para ver si en las primeras
etapas de la expresion la proteina no llega a agregarse (el menor intervalo de tiempo probado
fue de 30 minutos). Por otra parte, pareceria que bajas concentraciones de inductor son
suficientes para que EgGST3 se exprese. De hecho, se observé una cierta cantidad basal de
proteina recombinante en los cultivos controles sin IPTG, la cual fue reducida mediante la
incorporacién al medio de cultivo de 1% de glucosa. Estos niveles de expresidn basal pueden
ser importantes en el caso de que EgGST3 resultara toxica para las células, disminuyendo su
viabilidad. Esto pareceria no haber ocurrido, ya que el crecimiento de los cultivos realizados en
principio sin glucosa, fue similar al de los cultivos posteriores conteniendo glucosa en el medio

de cultivo. De esta forma, los niveles basales de EgGST3 parecerian no estar afectando la
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viabilidad de las células. De todas formas, existen cepas comerciales de E. coli que fueron
desarrolladas para expresar proteinas posiblemente téxicas para la BL21[DE3]. Dentro de estas
se encuentran las cepas pLySE[DE3] y pLySS[DE3] que fueron utilizadas en este trabajo para la
expresidon de EgGST3, aunque sin buenos resultados. También se probaron las cepas C41[DE3]
y C43[DE3], obteniéndose un pequefio aumento en la solubilidad de EgGST3 en la C43[DE3].
De todas formas, se intenté purificar la proteina soluble producida por afinidad al GSH, pero
EgGST3 no se unid a la columna. Este hecho podria constituir nueva evidencia de que EgGST3
presenta caracteristicas que la acercan a la clase Omega, ya que todas las proteinas de esta
clase descritas hasta el momento no pudieron ser purificadas de esta forma (Whitbread A. K. y
col., 2005).

Mientras tanto, la disminucidon de la temperatura de induccidon permitié disminuir los
niveles de expresion pero la solubilidad de EgGST3 no se vio modificada, permaneciendo casi la
totalidad de la proteina en la fracciéon insoluble.

Por otro lado, se sugiere que las interacciones electrostaticas no serian las mds
relevantes para el plegamiento de las proteinas (Dill K. A. y col., 2008). Sin embargo, las
regiones cargadas de las mismas son importantes ya que determinan su pl, punto en el cual la
proteina presenta un minimo en su solubilidad (Benedek G. B. y Villars F. M. H., 2000). Esto no
implica que la proteina sea completamente insoluble en su punto isoeléctrico. De hecho, el pl
tedrico de EgGST1 es de 7,5 y fue expresada en forma soluble y activa utilizando una solucién
de lisis de pH 7,4 (Harispe L. y col., 2010). De todas formas, es importante que en todos los
pasos del proceso de expresion y purificacidon, en particular en la lisis celular, se utilicen
soluciones que presenten un pH alejado del pl de la proteina a expresar para aumentar las
probabilidades de que ésta esté soluble. En el caso de EgGST3, su pl tedrico es de 7.71,
cercano al pH de la solucidn de lisis utilizada como referencia (7,4). Si bien en este trabajo no
se determind con precisién el pl de EgGST3, los estudios realizados por electroforesis
bidimensional muestran que hay al menos tres spots correspondientes a esta subunidad que
difieren basicamente en su pl. Los resultados obtenidos por Monteiro y col. (2010) sugieren
que el pl de las EgGSTs se encuentra aproximadamente entre 7,5 y 8,0. Es por esto que se
decidid probar dos nuevas soluciones: un buffer fosfato pH 6,5, que es la solucién en la que se
determina la actividad GST, y un buffer tris pH 8,0 que, si bien tiene pH cercano al pl de
EgGST3, ha sido utilizado en la expresién y purificacion de algunas GSTs, particularmente de
helmintos (Liebau E. y col., 2008). De todas formas, los cambios de pH tampoco favorecieron la
solubilizacion de EgGST3. Esto podria indicar que, como sugiere Dill y cols. (2008), las

interacciones electrostaticas no serian el principal factor contribuyendo al plegamiento de
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EgGST3, de forma que un ajuste en el pH no es suficiente para solucionar las posibles causas de
un incorrecto plegamiento.

Hasta este punto, se ha mencionado la influencia en el plegamiento de las proteinas de
las interacciones, tanto covalentes como no covalentes, entre los residuos aminoacidicos que
las componen. Estos residuos pueden sufrir ademas procesos de modificacién durante o
después de la traduccion (Walsh C. T. y col., 2005). Estos incluyen entre otros la fosforilacidn,
acilacion y alquilacion, glicosilacién y oxidacion (un ejemplo de oxidacion es lo que ocurre en la
formacién de los enlaces disulfuro discutidos previamente). Ademas, se puede producir el
clivaje de la cadena polipeptidica, generalmente mediante la accién de proteasas. Todas estas
modificaciones postraduccionales son importantes para que la proteina adquiera su
conformacién nativa y funcional. Se han identificado GSTs glicosiladas (Kuzmich S. y col., 1991;
Gronwald J. W. y Plaisance K. L., 1998) y se ha observado que ciertas GSTs pueden sufrir otras
modificaciones postraduccionales in vitro, en particular fosforilacién, metilacion y oxidacién, lo
que sugiere la posibilidad de que también lo hagan in vivo (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995).
Por otra parte, se ha observado que una GST de clase Pi humana es capaz de catalizar la
glutationilacién de ciertas proteinas, en un mecanismo que incluye su propia glutationilacion
(Tew K. D. y col., 2011; Tew K. D. y Townsend D. M., 2011). En helmintos se han identificado
GSTs glicosiladas, como es el caso de una GST de clase Sigma del nematodo O. volvulus (Liebau
E. y col,, 1994). A través de los estudios bioinformaticos realizados en este trabajo no se
identificaron sitios que probablemente sean N-, O- o C-glicosilados en EgGST3, pero si se
encontraron varios posibles sitios fosforilados. La fosforilaciéon es un mecanismo sumamente
relevante en la regulacion de la actividad de numerosas proteinas, y esto podria aplicarse
también en el caso de EgGST3. El andlisis por electroforesis bidimensional y western-blot de la
expresion en PEs de las EgGSTs, y en particular de EgGST3, reveld la presencia de varias formas
de cada una de estas proteinas, las cuales podrian corresponderse con alguna de las
modificaciones postraduccionales descritas anteriormente. Sin embargo, como se ha
mencionado previamente, E. coli carece de los mecanismos necesarios para la incorporacion
de gran parte de las modificaciones postraduccionales descritas en eucariotas, entre ellas la
glicosilacién, la fosforilacién e hidroxilacién (Brondyk W. H., 2009). De esta forma, la falta de
estas modificaciones podria haber afectado el plegamiento de EgGST3, lo que podria haber
contribuido a su agregacion.

Todas las estrategias utilizadas con el fin de evitar la formacién de los cuerpos de
inclusidon condujeron al mismo resultado: elevados niveles de proteina casi en su totalidad en
la fraccion insoluble. Si bien suele considerarse un problema la formacion de agregados

insolubles, la expresidn de proteinas recombinantes en cuerpos de inclusién presenta ciertas
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ventajas (Singh S. M. y Panda A. K., 2005). En primer lugar, la sobre-expresién de la proteina
permite obtener importantes cantidades de la misma, y al agregarse, quedan de cierta manera
protegidas de la accién de las proteasas celulares, disminuyendo su degradacion. Por otra
parte, los cuerpos de inclusién pueden aislarse facilmente del resto de los componentes
celulares, ya que presentan una densidad mayor que la de éstos, y al tener pocos
contaminantes, se facilita el proceso de purificacién de la proteina (Singh S. M. y Panda A. K.,
2005). Una vez que se produjo la proteina, se deben aislar y solubilizar los cuerpos de inclusion
y luego renaturalizar la proteina para que ésta adquiera su conformaciéon nativa y
funcionalmente activa. En la mayoria de los casos esto no se consigue facilmente y son pocas
las proteinas que pueden producirse de manera soluble y activa por este tipo de estrategias
(Graslund S. y col.,, 2008), por lo que deben cambiarse las condiciones o el sistema de
expresion (Burgess R. R., 2009). En el caso de EgGST3, se logré solubilizar la proteina de los
cuerpos de inclusidon pero luego del refolding, se observd claramente la precipitaciéon de
EgGST3 y no se la pudo recuperar en la fraccién soluble.

Otro aspecto a considerar es que si bien en el gen EgGST3 se utilizan con frecuencia
codones de los considerados “raros” para E. coli, lo que nos haria pensar que la sintesis
proteica se enlenteceria, disminuyendo asi los niveles de proteina obtenida, se obtienen
cantidades significativas de EgGST3, incluso con tiempos cortos de induccién de la expresién y
bajas concentraciones de inductor. Una posible interpretacién de estos hechos, estaria
relacionada con posibles diferencias en la regulacion de la expresidn del gen EgGST3. Segun el
anadlisis realizado, en general los codones que aparecen con mayor frecuencia en el gen
EgGST3 coinciden con los mas utilizados en los genes altamente expresados en E. granulosus
seglin Fernandez y col. (2001). Sin embargo, EgGST3 se expresa en bajos niveles en
protoescdlex, aunque puede inducirse su expresion en presencia de ciertos estimulos (Arbildi
P., 2013). Se han identificado varios elementos en la regién promotora del gen EgGST3 que
permitirian alcanzar esta estricta regulaciéon de la expresién, desde sitios de unidn para
factores de transcripcion hasta elementos de respuesta que permiten la induccién de la
expresion en determinadas condiciones (Arbildi P., 2013). Mientras tanto, el vector pET5a
contiene el promotor del bacteriéfago T7, un promotor fuerte que permite la sobre-expresion
de las proteinas recombinantes, obteniéndose grandes niveles de las mismas (Terpe K., 2006).
A esto se debe agregar que la T7 ARN polimerasa tiene una tasa de traduccién cinco veces
mayor que la de la polimerasa de E. coli (Sorensen H. P. y Mortensen K. K., 2005a), de forma
que la velocidad de sintesis de EgGST3 tal vez seria significativamente mayor que la necesaria
para su correcto plegamiento. Por otra parte, si EgGST3 no se plegd correctamente durante su

sintesis pueden haber quedado regiones hidrofébicas expuestas, favoreciendo asi las

73



Expresion de EgGST3 recombinante Capitulo 4

interacciones proteina-proteina y por lo tanto la agregacién. Teniendo todos estos factores en
cuenta, tal vez se podria haber optado por utilizar otro vector de expresién que presentara un
promotor que permitiera una regulacion mas estricta de la expresién, alcanzando menores
niveles de proteina sintetizada. Un ejemplo de estos vectores podria ser el sistema pBAD,
basado en el promotor araBAD (Sorensen H. P. y Mortensen K. K., 2005a; Terpe K., 2006). El
mismo permite una fina regulacion de la expresion, mediante la variacidn en la concentracion
de inductor, en este caso, la L-arabinosa. También podrian utilizarse vectores con el promotor
rhaBAD, inducible mediante la adicién de L-rhamnosa. Asi, la utilizacién de un vector que
permita una mayor regulacion de la expresion podria ser una posible estrategia a analizar para
la produccion de EgGST3 soluble y activa en E. coli.

De todas formas, uno de los objetivos de nuestro grupo de trabajo, que serd llevado a
cabo préximamente, es la expresion de EgGST3 en un sistema eucariota. Entre estos sistemas,
podemos encontrar varias levaduras, como Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris, asi
como células de mamifero y el sistema del baculovirus para la expresion en células de insectos
(Brondyk W. H., 2009). Una de las principales ventajas de estos sistemas es que permiten la
incorporacién de diferentes modificaciones postraduccionales como la glicosilacion. De todas
formas, existen diferencias en las estructuras glucidicas incorporadas en cada uno de los
sistemas, lo que puede afectar la estructura y funcién de la proteina. Por otro lado, los niveles
de produccion de la proteina recombinante por parte de los sistemas eucariotas varia de una
proteina a otra, pero en general son menores que los obtenidos en E. coli (Romanos M. A.y
col., 1992; Brondyk W. H., 2009). Ademas, la expresidén de proteinas en estos sistemas implica
una dedicacion de tiempo mayor, son mas costosos y en algunos casos presentan dificultades
para optimizar la expresion a gran escala y poder obtener asi cantidades significativas de
proteina (Brondyk W. H., 2009).

En este capitulo se describid la utilizacién de diversas estrategias y el ensayo de un gran
numero de condiciones para expresar EgGST3 recombinante en forma soluble vy
funcionalmente activa. A pesar de esto, ninguna de ellas tuvo éxito, por lo que, hasta el
momento, EgGST3 no ha podido ser bioquimicamente caracterizada. Sin embargo, la proteina
EgGST3 obtenida en cuerpos de inclusidon pudo ser utilizada para la produccion de anticuerpos
policlonales especificos para EgGST3, tanto en ratén como en conejo. Estos anticuerpos fueron
utilizados para confirmar la presencia de EgGST3 en PEs y constituirdn ademas una

herramienta fundamental para otros estudios realizados en este trabajo.
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Capitulo 5. Caracterizacion de una GST parasitaria

heterodimérica

La dimerizacién de las GSTs requiere de ciertos residuos en la estructura de cada
subunidad, que se encuentran conservados dentro de una clase (Hayes J. D. y Pulford D. J,,
1995). Teniendo en cuenta el andlisis de secuencia de EgGST3 presentado previamente, se
plantea la posibilidad de que EgGST3 forme una enzima heterodimérica con EgGST2. En este
capitulo se describe la deteccién in vivo de esta GST heterodimérica parasitaria (EgGST2-3).
Asimismo, se incluyen los estudios bioquimicos de la correspondiente proteina recombinante y
se pone en manifiesto la presencia de anticuerpos especificos en sueros de pacientes con
Hidatidosis. Finalmente, en base a los datos obtenidos, se discute el posible papel en la

infeccion de EgGST2-3.

5.1. Resultados

5.1.1. Deteccion de un heterodimero de GST en protoescdlices

Con el fin de determinar si existe in vivo una EgGST heterodimérica constituida por las
subunidades EgGST2 y EgGST3 se realizaron ensayos de inmunoprecipitacién. Para esto, se
utilizdé una resina de proteina G, a la que se le acoplaron anticuerpos de ratén especificos para
EgGST3 (ver detalles en Materiales y Métodos). De esta forma, al incubar un extracto de PEs
con la resina, aquellas proteinas que contengan como uno de sus componentes a la subunidad
EgGST3 quedarian retenidas. Posteriormente, se analizd por Western-blot la presencia de la
subunidad EgGST2 en las proteinas retenidas en la resina (Figura 19).

En primer lugar, se verificé la presencia de EgGST2 y EgGST3 en el extracto de PEs
utilizado para la inmunoprecipitacién (SPE). A continuacidn, pudimos observar que EgGST3 se
encuentra entre las proteinas unidas por los anticuerpos anti-EgGST3, observandose una
banda del peso molecular esperado para esta proteina en la fraccién I. Asimismo, los
anticuerpos anti-EgGST2 reconocieron en la fraccion | una proteina dando una banda que, por
su peso molecular, podria corresponder a EgGST2 (Figura 19). Esto sugeriria que hay una
interaccion entre EgGST2 y EgGST3 que daria lugar a una enzima heterodimérica compuesta
por estas dos subunidades.

En los carriles correspondientes a la fraccion | y al SPE se observan otras bandas ademas
de las correspondientes a las EgGSTs. Considerando que se pegaron a la proteina G

inmunoglobulinas totales, no sélo las especificas para las EgGSTs, podria haber anticuerpos
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especificos contra otras proteinas que podrian presentar reactividad cruzada con proteinas
presentes en los PEs. Esto podria explicar las bandas que aparecen en estos carriles que, por su
peso molecular, no corresponderian a las EgGSTs. Otro hecho que se puede observar, es que el
PM de cada EgGST difiere si comparamos la fraccion | y la SPE (Figura 19). Se ha sugerido que
migraciones andmalas en geles de SDS-PAGE podrian deberse a diferencias en la carga
intrinseca de la proteina, o a que la proteina adopte conformaciones ligeramente diferentes en
ambos medios (Dunker A. K. y Rueckert R. R., 1969). En ambos casos, se veria afectada la union

del SDS a la proteina y por lo tanto la migracidn.

Anti-lgG-Peroxidasa

Anti- EgGST2 Anti- EgGST3

I SPE RSA I SPE RSA |

24kDa ——

Figura 19. Deteccidon de la proteina heterodimérica EgGST2-3 en PEs por inmunoprecipitacion (ver Materiales y
Métodos). Western-blot en el que se analiza la presencia de EgGST2 y EgGST3 en I: fraccidon conteniendo las
proteinas de SPE que quedaron retenidas en la resina de proteina G por los anticuerpos anti-EgGST3; SPE: sonicado
de PEs; RSA: proteinas que son retenidas en la resina de proteina G sin anticuerpos acoplados; Anti-EgGST:
antisuero especifico para cada EgGST utilizado como anticuerpo primario (dilucion 1/200); Anti-lgG-Peroxidasa:
anti-IgG de raton conjugado a peroxidasa (anticuerpo secundario, dilucién 1/1000).

Se realizaron ademds controles para asegurar que no existieran interacciones
inespecificas que pudieran afectar los resultados. En este sentido, previo a la
inmunoprecipitacién se incubd el extracto de PEs con una alicuota de resina sin anticuerpos
acoplados, para eliminar del extracto aquellas proteinas que pudieran interaccionar
inespecificamente con la proteina G (Figura 19). En la fraccién conteniendo dichas proteinas
(RSA), no se observan bandas debidas al reconocimiento por parte de los anticuerpos anti-

EgGST2 y anti-EgGST3. En particular, no se observan bandas del peso molecular esperado para
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las EgGSTs. Se puede observar ademas que el anticuerpo secundario utilizado no reconoce a
ninguna proteina en la fraccion | (Figura 19).

De esta forma, colectivamente todos estos datos sugieren que el reconocimiento de
EgGST2 y EgGST3 en la fraccidn de proteinas retenidas en la columna de proteina G es
especifico, y que por lo tanto, ambas subunidades se encuentran en dicha fraccion.

Vale la pena mencionar que también se realizd una inmunoprecipitacion con la resina de
proteina G acoplada a anticuerpos anti-EgGST2. Al igual que en el experimento anterior, se
detectd por Western-blot que ambas subunidades fueron retenidas en la resina, indicando

también que podria existir en PEs un heterodimero EgGST2-3 (datos no mostrados).

5.1.2. Expresion del heterodimero EgGST2-3 recombinante

La expresion del heterodimero EgGST2-3 recombinante (rEgGST2-3) se realizd mediante
la co-transformacion de células de la cepa BL21[DE3] de E. coli con las construcciones
recombinantes de EgGST2 y EgGST3 en los vectores de expresién pET28a y pET5a
respectivamente. De esta forma, se expresd una proteina heterodimérica conteniendo la
subunidad rEgGST2 fusionada a una cola de histidinas, que permitié la purificacion de rEgGST2-
3 por afinidad a una resina de Niquel-agarosa. En la figura 20 se muestra un SDS-PAGE de las
diferentes fracciones obtenidas durante la purificacion. El carril 2 contiene la fraccidn soluble
(S) del cultivo bacteriano en el que se indujo la expresidon de rEgGST2-3. Si bien parece que la
cantidad de proteina cargada fue excesiva, dificultando la distincién de las bandas, en el
entorno de los 25kDa se observa una gran acumulacién de proteina que podria corresponder a
rEgGST2 y rEgGST3. La fraccidn S fue la que se utilizé para purificar la enzima por columna de
Ni-agarosa. En el carril NR se encuentran las proteinas que no fueron retenidas en la resina de
niquel-agarosa. El patrén de bandas, en las regiones en que éste puede ser distinguido,
coincide con el observado en la fraccion S. Incluso gran parte de la proteina que suponemos
corresponde a las EgGSTs no fue retenida. Esto puede haberse debido a que la cantidad de
proteina cargada en la columna fue grande con relacién al volumen de resina empleado
(superod la capacidad de la resina Ni-agarosa). Los lavados realizados permitieron eliminar las
proteinas que no quedaron unidas a la resina (carriles Lavados). Finalmente, en las fracciones
correspondientes al eluido se pueden observar dos bandas en el entorno de los 25kDa,
coincidentes con la acumulacién de proteinas detectada en la fraccion S, que corresponderian
a EgGST2 y EgGST3. La identidad de las proteinas presentes en dicha fraccion fue confirmada
por western-blot utilizando los anticuerpos especificos para EgGST2 y EgGST3 (datos no

mostrados). El rendimiento de la purificacion fue de 20 mg de rEgGST2-3 por litro de cultivo.
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PM S NR Lavados Eluidos

24kDa

Figura 20. Purificacién de rEgGST2-3 por afinidad a una resina de niquel-agarosa. Se muestra el analisis de las
diferentes fracciones de la purificacién por SDS-PAGE. PM: Peso molecular; S: fraccion soluble del cultivo de E. coli
BL21[DE3] inducido, a partir de la que se purificé la enzima recombinante; NR: proteinas no retenidas en la resina.

5.1.3. Caracterizacién bioquimica de rEgGST2-3

Se determind la actividad especifica de rEgGST2-3 frente al CDNB, la cual fue de 1,2 £ 0,2
umol.mint.mg®. Ademas, las diferentes clases de GSTs de mamiferos se diferencian, entre
otros aspectos, por su especificidad de sustratos. Asi, se ha definido un conjunto de sustratos
modelo, cada uno de ellos especifico para una determinada clase de GSTs, con el fin de
identificar y clasificar estas enzimas. En este trabajo se analizé la actividad glutation
transferasa de rEgGST2-3 frente a algunos de los sustratos considerados modelo (Tabla 7). Se
estudié ademas la actividad frente a dos compuestos que se podrian generar como productos
secundarios de la peroxidacion lipidica, el trans-nonenal y el trans-trans-decadienal. La enzima
heterodimérica rEgGST2-3 presentd actividad frente a los sustratos 1,2-dicloro-4-nitrobenceno
(DCNB), acido etacrinico y trans-trans-decadienal, mientras que no se detecté actividad con el
1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)propano (EPNP), bromosulfoftaleina (BSP) y trans-nonenal (Tabla 7).

Por otra parte, se analizd la sensibilidad de la actividad catalitica frente a posibles
inhibidores, en particular, drogas antihelminticas. Para esto, se determind el porcentaje de
actividad remanente de la enzima con el sustrato CDNB luego de una incubacién de 5 minutos
con los diferentes antihelminticos (Tabla 8). Los mayores niveles de inhibicién se obtuvieron

con el mebendazol, de forma que rEgGST2-3 retuvo solamente entre un 30 y 40% de la
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actividad luego de la incubacidn con dicho compuesto. Mientras tanto, otros antihelminticos

como el albendazol no inhibieron significativamente a la enzima.

Actividad especifica
(umol. min™. mg?)
CDNB 1,2+0,2
DCNB 0,015 £ 0,005
Acido etacrinico 0,27 £ 0,03
trans-trans-decadienal 0,010 + 0,002
EPNP ND
trans-nonenal ND
BSP ND

Tabla 7. Actividad especifica de rEgGST2-3 frente a diferentes sustratos modelo. Los datos presentados
corresponden al promedio de al menos dos experimentos independientes, cada uno de ellos incluyendo
determinaciones por triplicado. ND: no fue detectable.

Inhibidor Concentracion | Porcentaje de actividad
(uM) remanente
0,
Mebendazol 50 31%
36%
0,
Albendazol 200 95%
86%
0,
Febendazol 100 82%
55%
i 75%
Rafoxamida 100
71%
0,
Bitionol 10 46%
36%
4 0,
Closantel 10 6%
24%
0,
Hexaclorofeno 5 58%
56%

Tabla 8. Inhibicién de rEgGST2-3 por antihelminticos. Se presenta el porcentaje de actividad remanente de la
enzima luego de una incubacién de 5 minutos con el antihelmintico con respecto a la actividad de la enzima sin
inhibidor. Se incluyen los resultados de dos experimentos independientes.

5.1.4. Presencia de anticuerpos anti-EgGST2-3 en sueros de pacientes.
Un aspecto importante es determinar si en los sueros de pacientes cursando una

infeccidn por E. granulosus existen anticuerpos especificos que reconozcan a rEgGST2-3. Para
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esto, se analizaron 17 sueros de pacientes con una infeccidon por este parasito confirmada
quirdrgicamente, y se compararon con 13 sueros provenientes de personas no infectadas
mediante la técnica de ELISA. La comparacidn entre las poblaciones se realizé con el test de
Mann Whitney, considerandose diferencias significativas un P<0,05. En la Figura 21 se
muestran graficamente los resultados de uno de los experimentos realizados. El P obtenido en
este experimento, de 0,0082, indica que existen diferencias significativas en el titulo de
anticuerpos que reconocen rkEgGST2-3 entre individuos no infectados y pacientes con

equinococosis quistica.

2.0-
1.54 [ |
N
N [ |
o 1.01
Lo
L
< ° Hggh
..... -
0.5 ®
oe? -
LY X
0.0 T T
Individuos no Pacientes con
infectados equinococosis
quistica

Figura 21. Comparacion del titulo de anticuerpos que reconocen rEgGST2-3 entre un grupo de individuos no
infectados y uno de pacientes con equinococosis quistica. Se muestra la mediana para cada poblacién y la
comparacion de las mismas se realizé con el test de Mann Whitney. Los resultados indican diferencias significativas
entre ambas poblaciones (P<0,05).

En ambas poblaciones existen puntos que parecen alejarse del comportamiento general
del resto. En el caso del grupo de los individuos no infectados, hay tres puntos que presentan
valores ligeramente menores. Considerando que este experimento fue realizado dos veces de
forma independiente y en ambos los sueros de estos individuos tienen la misma tendencia,
podemos pensar que la misma no se debid a un error experimental, por lo que en principio no
hay razones para descartarlos. Por otro lado, en el grupo de los pacientes con equinococosis
quistica hay dos individuos que presentan valores relativamente superiores al resto. Al igual
que en el caso anterior, la tendencia se mantiene en los dos experimentos. Igualmente, la

diferencia de uno de estos puntos con el resto es ligeramente mayor en el experimento
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presentado en la figura respecto al otro experimento. De todas formas, dicho punto no afecta
el resultado obtenido ya que con su eliminacién se siguen observando diferencias significativas

entre ambas poblaciones (P=0,0201).

5.2. Discusion

Como se menciond en secciones anteriores, se nos presentaron importantes dificultades
para expresar el homodimero recombinante EgGST3 en forma soluble en E. coli. Se han
descrito dificultades similares en la expresién de otras subunidades que componen proteinas
multiméricas, y se ha propuesto que podrian deberse a que el plegamiento correcto de cada
subunidad requiere la presencia de los otros componentes del oligdmero (Sorensen H. P. y
Mortensen K. K., 2005b). De esta forma, nos planteamos la posibilidad de que EgGST3 formara
una enzima heterodimérica con alguna de las dos EgGSTs identificadas hasta el momento,
EgGST1 y EgGST2. La dimerizacion de las GSTs parece ocurrir Unicamente entre subunidades
de la misma clase ya que se requieren ciertos residuos conservados en la estructura de cada
una de ellas (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995). Si bien EgGST3 presenta caracteristicas propias
tanto de la clase Omega como de la Sigma, los residuos que estarian involucrados en la
dimerizacién son conservados con los de esta Ultima clase (Iriarte A. y col., 2012). Ademas, no
hemos identificado GSTs de clase Omega en E. granulosus. Teniendo en cuenta todos estos
factores, decidimos investigar si las subunidades EgGST2 y EgGST3 podrian dimerizar, dando
lugar a una enzima cataliticamente activa.

La estrategia utilizada implicd la separacién de las proteinas presentes en un extracto de
PEs que contienen la subunidad EgGST3 por afinidad a anticuerpos anti-EgGST3 de ratén
acoplados a una resina de proteina G. Si existiera in vivo una interaccidon entre EgGST2 y
EgGST3 que diera lugar a una enzima heterodimérica, podriamos detectar a EgGST2 en la
fraccion que contiene a las proteinas retenidas en la resina, como finalmente sucedié. Se
realizaron ademas controles para verificar que las bandas observadas en el Western-blot se
debieran al reconocimiento especifico de las EgGSTs y no a la deteccién de otras proteinas
presentes en la muestra. Esto es particularmente importante ya que durante el procedimiento
se podrian desprender los anticuerpos acoplados a la proteina G. El anticuerpo secundario
utilizado, un anti-lgG de ratdn, podria reconocer las cadenas livianas de dichos anticuerpos,
dando lugar a una banda de aproximadamente 25kDa. Teniendo en cuenta que el peso
molecular de las EgGSTs se encuentra entre 24 y 25kDa, no podriamos asegurar que una banda
detectada de este peso correspondiera especificamente a las EgGSTs. Asi, se realizd un control

en el que la fraccién de proteinas unidas a la resina fue enfrentada directamente al anticuerpo
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secundario. No se observaron bandas en el entorno de los 25kDa, indicando que el anticuerpo
secundario no reconocid directamente ninguna proteina retenida por la resina, incluyendo las
cadenas livianas de las inmunoglobulinas. En conclusidn, se podria pensar que las bandas
observadas cuando la misma muestra fue enfrentada a los anticuerpos anti-EgGSTs
corresponderian a dichas proteinas parasitarias, evidenciando asi la existencia de una enzima
heterodimérica EgGST2-3.

De esta forma, podemos decir que E. granulosus expresa las subunidades EgGST2 y
EgGST3, y que produce una enzima heterodimérica formada por estas. Podemos preguntarnos
si el pardsito expresa, ademas de EgGST2-3, a los correspondientes homodimeros. En este
sentido, podemos plantear la posibilidad de una distribucién diferencial de cada una de las
subunidades en el parasito y en las diferentes etapas de su ciclo de vida. Esto implicaria que,
por ejemplo, en algunas regiones se exprese una sola subunidad y por lo tanto sélo se exprese
el homodimero correspondiente. La pregunta seria qué pasa en aquellas regiones en las que se
expresen tanto EgGST2 como EgGST3: ise expresan simultdaneamente uno o los dos
homodimeros y el heterodimero? ¢O existe algin mecanismo que permita producir
preferentemente una u otra enzima? Podemos pensar en diferentes posibles respuestas a
estas preguntas teniendo en cuenta las actividades enzimaticas y no enzimaticas que cumplen
las GSTs. Considerando las actividades cataliticas de estas enzimas, debemos tener en cuenta
gue cada subunidad que compone una GST contiene un sitio activo, por lo que un
heterodimero presenta dos sitios cataliticos diferentes. Esto podria sugerir que una enzima
heterodimérica como EgGST2-3 podria actuar sobre los mismos sustratos utilizados por los
homodimeros con los que comparte subunidades, en este caso EgGST2-2 y EgGST3-3. Si este
fuera el caso, podriamos tener a mas de una enzima actuando simultdneamente sobre el
mismo sustrato. Otro aspecto a tener en cuenta es que cada uno de los homodimeros y el
heterodimero presentaran una afinidad y eficiencia catalitica diferente frente a un
determinado sustrato. A su vez, cada enzima tendra una sensibilidad diferente frente a la
inhibicidn por diferentes compuestos con los que se encuentre el pardsito y por el producto de
la reaccién que cataliza. En este sentido, Hayes y cols. (1995) han propuesto que una de las
ventajas de la formacion de enzimas heterodiméricas es que los productos de las reacciones
catalizadas por una de las subunidades pueden ser “secuestrados” por la otra subunidad, de
forma de impedir la inhibicion de la enzima por el producto. Asi, en funcidn de las condiciones
encontradas en una determinada regién del parasito, se podria favorecer la expresiéon del
heterodimero o del homodimero correspondiente segln las propiedades de cada uno de ellos.

Esto implicaria la existencia de mecanismos reguladores que determinen que, teniendo a
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disposicion las subunidades EgGST2 y EgGST3, las mismas sean utilizadas para formar los
homodimeros y/o del heterodimero.

Sin embargo, existe la posibilidad de que, si bien EgGST2-3 tiene dos sitios activos
diferentes, los mismos no sean exactamente iguales a los encontrados en los correspondientes
homodimeros. Las diferencias en las interacciones entre las subunidades podrian dar lugar a
estructuras proteicas diferentes, afectando asi la arquitectura de los sitios activos y
repercutiendo en la especificidad de sustratos de la enzima. Asi, EgGST2-3 podria utilizar
sustratos diferentes a los de los homodimeros, por lo que seria relevante la expresion de las
tres enzimas en forma simultdnea en una determinada regidn del pardsito para actuar sobre
un rango mas amplio de sustratos.

Por otra parte, la importancia de producir tanto las enzimas homodiméricas como la
heterodimérica, ya sea simultdnea o separadamente, podria estar relacionada con la funciéon
transportadora o de reserva de las GSTs. En este sentido, la interface entre los mondmeros
que forman la enzima heterodimérica adopta una distribucidon espacial diferente a la que
podrian presentar los homodimeros de las mismas subunidades, permitiendo la formacion de
diferentes sitios de union para ligandos (Hayes J. D. y col., 2005).

Todos los aspectos discutidos anteriormente sugieren que la formacién de GSTs
heterodiméricas podria ser de gran importancia a nivel fisiolégico. Hasta el momento, se han
detectado GSTs heterodiméricas en mamiferos, las cuales estdan formadas por subunidades de
la misma clase, en particular Alfa y Mu (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995). En helmintos
pardsitos, no se han caracterizado hasta el momento GSTs heterodiméricas, por lo que
EgGST2-3 seria la primera enzima de este tipo expresada y parcialmente caracterizada.

Otro de los objetivos planteados en este trabajo fue la expresién y purificacién de
rEgGST2-3. La expresién de rEgGST2-3 se llevé a cabo utilizando el protocolo de referencia
probado en primera instancia para la expresion de rEgGST3. A diferencia de rEgGST2 y
rEgGST3, rEgGST2-3 pudo ser expresada en E. coli en cantidades adecuadas sin mayores
dificultades. Esto podria deberse, como se menciond anteriormente, a la necesidad para un
correcto plegamiento de ambas subunidades que componen la proteina dimérica (Sorensen H.
P. y Mortensen K. K., 2005b). Esto plantea nuevamente la interrogante de si podrian existir in
vivo las enzimas homodiméricas EgGST2-2 y EgGST3-3, y si es asi, por qué no logramos
expresarlas solubles. Se podria pensar que dichas enzimas no se pudieron expresar en E. coli
debido a que la interaccién entre dos subunidades iguales no da lugar a una enzima
correctamente plegada y funcional, tanto in vitro como in vivo. Esto implicaria que los
homodimeros no serian expresados por el parasito. Como se comentd anteriormente, este

hecho no ha sido confirmado y no podemos descartar la posibilidad de que EgGST2-2 y
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EgGST3-3 sean producidas in vivo. Si este fuera el caso, épor qué no logramos obtener los
homodimeros recombinantes en forma soluble y activa? En el capitulo anterior nos
planteamos varias hipdtesis para explicar este hecho, algunas de las cuales podremos
reconsiderar con la nueva informacidon obtenida. Varios de los factores que podrian haber
contribuido a la agregacién de rEgGST3, y probablemente de rEgGST2, afectarian tanto la
expresion de estas subunidades en forma individual, para producir los correspondientes
homodimeros, como simultanea para producir una enzima heterodimérica. Por ejemplo, la
diferencia en el uso de codones entre E. coli y E. granulosus o la posibilidad de que se formen
enlaces disulfuro incorrectos entre los residuos de cisteina que forman las subunidades,
influirian en la expresidon de EgGST3 tanto para producir tanto rEgGST3-3 como rEgGST2-3. De
todas formas, otros factores podrian influir en la expresidon de EgGST3-3, pero no contribuir en
la de EgGST2-3. Uno de ellos estaria relacionado con la necesidad de incorporar modificaciones
postraduccionales a las EgGSTs. Ambas subunidades fueron detectadas en PEs en varias
formas diferentes por electroforesis bidimensional y Western-blot. A su vez, estudios
bioinformaticos identificaron secuencias conteniendo posibles sitios para la incorporacién de
modificaciones como fosforilacion. La carencia de E. coli de los mecanismos necesarios para
hacerlo podrian afectar el correcto plegamiento de las proteinas, llevando a su agregacion.
Teniendo esto en cuenta, podriamos pensar que las variantes de EgGST2 y EgGST3 que
conforman los homodimeros y la enzima heterodimérica son diferentes. Por ejemplo,
podriamos sugerir que las subunidades que conforman EgGST2-3 no presentan modificaciones
postraduccionales, o si las tienen, éstas pueden ser incorporadas por E. coli, mientras que las
que conforman los homodimeros requieren modificaciones que la bacteria no puede realizar.
De esta forma, rEgGST2-2 y rEgGST3-3 no adoptarian su conformacion correctamente plegada
y precipitarian, mientras que rEgGST2-3 si podria ser producida en forma soluble y funcional.
Esta podria ser una de las explicaciones de por qué las dificultades presentadas para la
expresion de rEgGST3-3 no afectaron la produccién de rEgGST2-3.

Las diferentes estrategias utilizadas para obtener los homodimeros rEgGST2-2 vy
rEgGST3-3 recombinantes solubles y activos no permitieron obtener cantidades de proteina
soluble suficientes para efectuar posteriores ensayos de actividad enzimatica. De todas
formas, la escasa proteina soluble producida se intentd purificar por afinidad al glutation. Esta
estrategia no fue exitosa, ya que no se obtuvieron los homodimeros solubles en el eluido de la
columna. Esto podria deberse a que la cantidad de proteina fuera muy pequefia y no pudiera
ser detectada, o a que las proteinas no quedaran retenidas en la columna. Asi, se buscé otra
metodologia para la purificacion de rEgGST2-3. Esto llevd a plantearnos la expresiéon de

rEgGST2 fusionada a una cola de histidinas, lo que nos permitiria purificar a rEgGST2-3 por
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afinidad de la misma a una resina de niquel-agarosa. Esta metodologia tiene la ventaja de que,
dado que rEgGST3 no presenta esta cola de histidinas, el homodimero rEgGST3-3 no quedara
retenido en la columna, facilitando la purificacién. Ademas, se puede separar rEgGST2-3 de
regGST2-2 eluyendo las proteinas retenidas en la columna con un gradiente de concentracion
de imidazol. De esta forma, la metodologia empleada permite la purificacién de rEgGST2-3,
separandola de posibles trazas de los homodimeros correspondientes presentes en el extracto.
Una vez expresada y purificada, se determind la actividad de la enzima rEgGST2-3, en
primera instancia con el CDNB, el sustrato modelo utilizado comuinmente para la
determinacion de la actividad glutation transferasa (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995). La
enzima presentd una actividad especifica de 1,2 £ 0,2 umol.mint.mg? frente a dicho sustrato.
Si bien en este trabajo no se obtuvo el homodimero rEgGST3-3 en forma soluble, como habia
ocurrido previamente con rEgGST2, estudios posteriores permitieron obtener minimas
cantidades de estas enzimas, suficientes para determinar la actividad de las mismas frente al
CDNB (Iriarte A. y col., 2012). Estos estudios, si bien son preliminares, indican actividades
especificas de 1,7 + 0,1 y 1,3 = 0,2 umol.mint.mg' para rEgGST2-2 y rEgGST3-3
respectivamente. Para ciertas GSTs de mamiferos, se ha observado que la actividad frente a un
determinado sustrato de una enzima heterodimérica presenta un valor intermedio entre las
actividades de los correspondientes homodimeros (Hayes J. D. y Pulford D. J., 1995). En el caso
de rEgGST2-3, la actividad con el CDNB se aproxima a la de rEgGST3-3, pero es menor que la de
ambos homodimeros. Igualmente, si tenemos en cuenta el margen de error en la
determinacidn de la actividad, podriamos decir que el valor de esta para rEgGST2-3 se
encuentra en el orden de los de ambos homodimeros, e incluso podria ubicarse entre estos.
Las primeras GSTs identificadas fueron clasificadas, entre otros criterios, por los
sustratos que eran capaces de utilizar. Cada una de las clases de GSTs de mamiferos cataliza un
conjunto determinado de reacciones y utiliza sélo ciertos sustratos. Para determinar qué tipos
de reacciones cataliza cada clase de enzimas se utilizan sustratos denominados “modelo”. En
el caso de los mamiferos, en general las GSTs pueden ser clasificadas segun el tipo de sustratos
modelo que utilizan. Sin embargo, este criterio no puede ser extrapolado a otros organismos,
entre ellos los helmintos parasitos. Esto se debe a que en general las GSTs de estos organismos
pueden actuar sobre varios sustratos modelos correspondientes a diferentes clases (Torres-
Rivera A. y Landa A., 2008). Este hecho ya habia sido observado con EgGST1, que presenta
actividad glutation transferasa, entre otras, frente al sustrato BSP caracteristico de la clase Mu
y el acido etacrinico de la clase Pi, asi como actividad GSH peroxidasa frente al hidroperdxido

de cumeno caracteristico de la clase Alfa (Harispe L. y col., 2010) (Tabla 9). En el caso de
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rEgGST2-3 se volvid a observar este comportamiento, ya que la enzima presenta actividad con
el acido etacrinico, marcador para la clase Pi, y con el DCNB, marcador de la clase Mu.

Ademas de los sustratos modelo, existen un conjunto de moléculas, como el trans-
nonenal y el trans-trans-decadienal, generadas como productos de la peroxidacion lipidica,
gue son utilizados como marcadores de estrés oxidativo (Torres-Rivera A. y Landa A., 2008). En
este sentido, rEgGST2-3 exhibid cierta actividad frente al trans-trans-decadienal. Se han
descrito GSTs parasitarias de diferentes clases que son capaces de conjugar GSH a este
compuesto, y se las ha relacionado con la proteccién del pardsito frente a la exposicién a las
especies oxidantes producidas por la respuesta inmune del hospedero (Torres-Rivera A. y
Landa A., 2008).

En la Tabla 9 se muestran los valores de actividad especifica frente a diferentes sustratos
de rEgGST2-3, rEgGST1 y dos enzimas de S. mansoni, una de clase Omega (SmMGSTO) y otra de
clase Sigma (SmGST28). Como podemos observar, los sustratos utilizados por rEgGST2-3
difieren en parte de los correspondientes a rEgGST1. Esto podria indicar que cada una de estas
enzimas actuaria en cierta medida sobre diferentes tipos de sustratos, y por lo tanto podrian

cumplir roles al menos ligeramente diferentes en el parasito.

Actividad especifica (umol.mint.mg?)
Sustrato rEgGST2-3 reEgGST1 SmGSTO | SmGST28
CDNB 1,210,2 2,50,4 0,02 7,27
DCNB 0,015+0,005 ND ND ND
Acido etacrinico 0,27+0,03 0,87+0,08 0,02 1,58
BSP ND 0,015%0,007 - ND
EPNP ND ND - ND
trans-nonenal ND 0,15+0,02 - 0,45
trans-trans-decadienal | 0,010+0,002 0,16%0,02 - 0,22

Tabla 9. Comparacion de la actividad especifica de rEgGST2-3 frente a diferentes sustratos con la correspondiente
para rEgGST1 y dos GSTs de S. mansoni, una de clase Omega (SmGSTO) y una de clase Sigma (SmGST28). DCNB: 1,2-
dicloro-4-nitrobenceno; BSP: bromosulfoftaleina; EPNP: 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)propano; ND: No se detecto. -:
No fue determinada. Datos tomados de: Harispe y cols. (2010) (rEgGST1), Girardini y cols. (2002) (SmGSTO) y Torres-
Rivera y cols. (2008) (SmGST28).

Se ha descrito que en general, las GSTs de parasitos, entre ellas las de helmintos, no
utilizan el EPNP y la BSP como sustratos, mostrando preferencia por el acido etacrinico y el
hidréxido de cumeno (Torres-Rivera A. y Landa A., 2008). Los resultados obtenidos para
rEgGST2-3 siguen también este comportamiento, aunque aun no se determind si presenta

actividad peroxidasa.
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Ademas, rEgGST2-3 presenta una actividad relativamente baja frente al CDNB, al igual
qgue SmGSTO. Esta caracteristica ha sido observada para varias GSTs de clase Omega, tanto de
mamiferos como de parasitos (Tabla 9) (Girardini J. y col., 2002; Whitbread A. K. y col., 2005).
Los estudios con SmMGSTO no incluyeron la determinacién de la actividad frente a varios de los
sustratos modelo mas comunes. Sin embargo, esta enzima presenta actividad tioltransferasa y
dehidroascorbato reductasa, y se ha propuesto que estas serian sus principales funciones
(Girardini J. y col., 2002). Como se mencioné previamente, la actividad tioltransferasa de esta
clase de GSTs estaria involucrada en reacciones de glutationiliacidon y deglutationilacién de
proteinas. Estas reacciones serian importantes para la proteccién de las proteinas en
condiciones de estrés oxidativo, asi como para la regulacion de su funcién en dichas
condiciones (Townsend D. M., 2007). Por otra parte, la actividad dehidroascorbato reductasa
seria importante para la regeneracion del ascorbato. En presencia de compuestos oxidantes, el
ascorbato se convierte en monodehidroascorbato que, si no es reducido rapidamente, se
convierte en dehidroascorbato (Dixon D. P. y col,, 2011). Las enzimas con actividad
dehidroascorbato reductasa catalizan la reduccién del dehidroascorbato a ascorbato acoplada
a la oxidacidn del glutatioén. El ascorbato es un importante antioxidante para los mamiferos y
las plantas, aunque no hay informacién sobre la utilizacidn de este compuesto por parte de los
helmintos. Se ha propuesto que SmGSTO podria utilizar el ascorbato proveniente de su
hospedero (Girardini J. y col., 2002), lo que contribuiria a la proteccidn del parasito frente a los
oxidantes. De esta forma, adquiere importancia para el parasito la regeneracion del ascorbato,
y por lo tanto, la actividad dehidroascorbato reductasa de enzimas como las GSTs. Hasta el
momento no hemos podido determinar si rEgGST2-3 presenta actividad tioltransferasa y
dehidroascorbato reductasa, caracteristicas de las GSTs de clase Omega. Teniendo en cuenta
qgue no se han identificado GSTs de esta clase en cestodos y que EgGST3 presenta los residuos
cataliticos conservados de esta clase, se podria sugerir que EgGST3, y quizads también EgGST2-
3, podrian cumplir dichas funciones en estos organismos.

Las GSTs han recibido gran atencién dentro de las enzimas parasitarias debido a sus
funciones detoxificantes e inmunomoduladoras y se ha propuesto que la inactivacién o
neutralizacion de las mismas puede producir efectos nocivos sobre el pardsito, que podrian
incluso conducir a su muerte (Torres-Rivera A. y Landa A., 2008). En este sentido, y teniendo
en cuenta ademas, que existen importantes diferencias a nivel estructural entre las GSTs de
pardsitos y las de mamiferos, se ha planteado que las GSTs podrian ser blanco de drogas
antihelminticas (Torres-Rivera A. y Landa A., 2008). Incluso estd en discusion una posible
relacién de las GSTs con la resistencia a ciertas drogas observada en algunos parasitos (Torres-

Rivera A. y Landa A., 2008). Ademas, se ha observado una induccion de la expresién de GSTs
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por xenobidticos (Cvilink V. y col., 2009), por lo que la exposicion del pardsito a la droga podria
estimular la produccién de estas enzimas, favoreciendo asi su inactivacion. Se han descrito
GSTs parasitarias capaces de unir algunas drogas antihelminticas, y se ha observado que la
unién produce una inhibicidn de la actividad enzimdtica (Brophy P. M. y col., 1989). En este
trabajo se comenzd a analizar la inhibicién de rEgGST2-3 por algunos antihelminticos
disponibles. Dentro de los compuestos estudiados, el mebendazol fue el que produjo una
mayor inhibicion de la actividad enzimatica. Vale la pena mencionar ademds que el
mebendazol induce la expresion de EgGST2 en PEs en cultivo (Arbildi P., 2013). Ademas,
también se observé inhibicidon, aunque en menor medida, con el hexaclorofeno, closantel y
bitionol. Esto concuerda con lo observado para otras GSTs de helmintos, las cuales resultan, en
general, mas sensibles al bitionol y al hexaclorofeno que al resto de los antihelminticos, y en
particular al albendazol (Torres-Rivera A. y Landa A., 2008). De todas formas, en los ensayos
realizados con algunos de los antihelminticos se observé una baja reproducibilidad. Esto podria
deberse a dificultades en la solubilizacidn de los antihelminticos. La concentracién a utilizar de
cada uno de los compuestos fue optimizada previamente, de forma de ser la maxima
concentracién en la que no se observara precipitacion del compuesto. Si bien en cada ensayo
se verificé que no se formaran precipitados, quizds estos no fueron visibles pero su presencia
afectd los valores de absorbancia obtenidos, y por lo tanto, la actividad de la enzima
determinada.

De esta forma, se podria pensar en EgGST2-3 como un posible blanco de nuevos
antihelminticos. Igualmente, para el disefio racional de nuevas drogas que puedan ser
utilizadas en el tratamiento de infecciones por helmintos, seria importante disponer de la
estructura cristalografica de EgGST2-3 y conocer qué otras actividades enzimaticas presenta.
En nuestro grupo ya se estd trabajando para cristalizar la proteina y luego poder determinar su
estructura. Por el momento disponemos de un modelo de la misma creado en base a la
estructura de una GST de S. mansoni (Iriarte A. y col., 2012), que podria ser de utilidad si
decidiéramos profundizar en la busqueda de nuevos inhibidores, mientras obtenemos la
estructura cristalina de la EgGST2-3.

Por otra parte, se ha descrito que la actividad enzimatica de las GSTs parasitarias puede
ser inhibida por anticuerpos especificos generados contra ellas (Riveau G. y col., 2012). La
produccién de anticuerpos contra las GSTs de helmintos ha sido observada en varios de sus
hospederos (Shuxian L. y col., 1997; LaCourse E. J. y col., 2012; Riveau G. y col., 2012), y se han
realizado estudios con el fin de determinar si podrian ser candidatas para el desarrollo de
vacunas. En los estudios realizados el éxito obtenido ha sido variable. Los resultados mas

alentadores fueron conseguidos con las GSTs de Schistosomas spp. Este es el caso de una GST
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de S. haematobium, Sh28GST, que esta siendo utilizada en ensayos clinicos (Riveau G. y col.,
2012). Se ha observado que la inmunizacién de diferentes animales con esta enzima seguida
de una infeccién experimental disminuye el nimero de parasitos y/o la fecundidad de los
mismos. Ademas, la produccién de anticuerpos especificos contra la enzima, capaces de inhibir
su actividad ha sido relacionada con la resistencia a una re-infeccion en humanos. Esta
informacién llevd a iniciar estudios clinicos para determinar la inmunogenicidad de la
preparacidon conteniendo Sh28GST, asi como la seguridad en su administracién y la tolerancia
de los individuos a la misma (Riveau G. y col., 2012).

Si bien las GSTs de clase Sigma de helmintos han adquirido en la actualidad una gran
importancia en la busqueda de estrategias de control de las infecciones por estos parasitos,
también se han realizado estudios con GSTs de otras clases. En este sentido, se ha observado
que la inmunizacion de varios hospederos de S. japonicum (bufalos, cerdos y ratones) con una
GST de clase Mu de este parasito (Sjc26GST) estimula la produccién de anticuerpos especificos
para esta proteina (Shuxian L. y col., 1997). La inmunizacion de bufalos con Sjc26GST produce
una disminucién en el nimero de parasitos asi como de huevos tanto depositados en los
tejidos del hospedero como los liberados en las heces en los animales desafiados.

Hasta el momento no se han llevado a cabo ensayos de inmunizacién con GSTs de clase
Omega de helmintos parasitos, por lo que la posibilidad de ser utilizadas para el desarrollo de
vacunas no ha sido probada. De todas formas, se ha detectado la produccién de anticuerpos
especificos para OvGST3, una GST de clase Omega de O. volvulus, por pacientes con
infecciones por este parasito (Liebau E. y col., 2008).

De esta forma, los anticuerpos producidos contra las GSTs parasitarias podrian ser un
componente importante de la respuesta inmune contra los helmintos, que podria ser
aprovechado para el disefio de vacunas. Teniendo esto en consideraciéon, decidimos analizar la
presencia de anticuerpos anti-EgGST2-3 en sueros de pacientes con infeccién por E. granulosus
confirmada quirdrgicamente. Los resultados muestran una diferencia significativa entre los
sueros de los pacientes y los de individuos no infectados con relacién a la presencia de
anticuerpos anti-rEgGST2-3. Dado que no tenemos a las subunidades EgGST2 y EgGST3
solubles, sdlo pudimos analizar la presencia de anticuerpos capaces de reconocer el
heterodimero rEgGST2-3, pero no podemos saber si estos reconocen a una subunidad en
particular o si hay anticuerpos especificos para las dos. De todas formas, se podria realizar un
Western-blot para identificar qué subunidades son reconocidas por los anticuerpos presentes
en los sueros de los pacientes, ya que para eso no necesitamos a las EgGSTs solubles. Por otra

parte, seria importante analizar un nimero mayor de sueros de pacientes asi como de

89



Caracterizaciéon de una GST parasitaria heterodimérica Capitulo 5

individuos control no infectados para tener una muestra mas representativa de ambas
poblaciones y asi confirmar el comportamiento observado.

Teniendo en cuenta que se utilizd como anticuerpo secundario en el ELISA un anti-(IgG
humana), sabemos ademas que los anticuerpos detectados son de isotipo IgG, aunque no
podemos especificar a qué subtipo pertenecen y tampoco si existen anticuerpos de otras
clases. En pacientes con equinococosis quistica crénica, se ha descrito la presencia de
anticuerpos de isotipo IgM, IgE e IgG (Zhang W. y col., 2012). Dentro de esta ultima clase,
predomina primeramente el subtipo IgG1 y con el transcurso de la infeccién comienza a
predominar 1gG4 (Siracusano A. y col., 2012). Los anticuerpos de tipo IgG4 no participan en
mecanismos de citotoxicidad ni pueden fijar complemento, por lo que se ha propuesto que la
induccion por parte del paradsito de respuestas en las que predominan estos anticuerpos
constituiria un mecanismo para evadir la respuesta inmune del hospedero (Siracusano A. y
col., 2012). Se ha asociado a las respuestas de IgG4 con el crecimiento y desarrollo de los
quistes, y por lo tanto, con la progresién de la enfermedad, mientras que 1gG1, 2 y 3 estarian
relacionadas con quistes infiltrados o destruidos por el hospedero (Zhang W. y col., 2012).

Vale la pena mencionar que también se han detectado anticuerpos especificos para
EgGST1 en sueros de pacientes con equinococosis quistica (Monteiro K. M. y col., 2010). La
produccién de anticuerpos especificos para las EgGSTs sugiere que estas enzimas podrian
localizarse en las regiones del pardsito en contacto con el hospedero, o incluso ser secretadas.
De esta forma, las EgGSTs no sélo estimularian la produccidn de anticuerpos sino que también
podrian estar en contacto con células del sistema inmune, afectando su activaciéon y sus
funciones, y por lo tanto la respuesta frente al parasito. Esto se ha descrito para FhGST-S1, que
es capaz de activar células dendriticas inhibiendo el desarrollo de una respuesta Th17 (Dowling
D. J. y col., 2010). Ademas se ha descrito que GSTs de clase Sigma de helmintos, entre otros
mecanismos, producen compuestos inmunomoduladores como las prostaglandinas (Arbildi P.,
La Rocca S., Fernandez, V., 2011). Dado que EgGST2 pertenece a la clase Sigma, y que EgGST3
presenta caracteristicas que la acercan a dicha clase, podriamos pensar que EgGST2-3, y los
correspondientes homodimeros, podrian presentar actividad prostaglandina sintasa. Durante
la realizacidon de este trabajo no pudimos disponer de los reactivos necesarios para llevar a
cabo los ensayos de actividad con rEgGST2-3, pero es uno de los objetivos planteados por
nuestro grupo de trabajo.

A modo de resumen, podemos decir que E. granulosus expresa una GST heterodimérica
formada por las subunidades EgGST2 y EgGST3, que presenta actividad con sustratos modelos
de las glutation transferasas asi como con productos secundarios de la peroxidacién lipidica.

Este hecho, en conjunto con los estudios realizados previamente sobre el origen y clasificacion
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de ambas subunidades sugieren que EgGST2-3 podria estar involucrada en la proteccién del
pardsito frente al estrés oxidativo. En este sentido, debe confirmarse si EgGST2-3 presenta
también actividad tioltransferasa y dehidroascorbato reductasa. Ademas, EgGST2-3 podria
afectar la respuesta inmune del hospedero actuando directamente sobre las células del
sistema inmune o produciendo compuestos inmunomoduladores como prostaglandinas, pero
esto también debe ser verificado. Finalmente, se detectaron anticuerpos especificos que
reconocen a rEgGST2-3 en sueros de pacientes con infecciones por este cestodo, lo que podria
contribuir a la neutralizacién e inhibicién de la actividad de estas enzimas en el hospedero.
Este hecho sugiere una posible aplicacidon de las EgGSTs en el desarrollo de vacunas contra E.

granulosus.
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Capitulo 6. Localizacion de las EgGSTs

La localizacién de una proteina proporciona informacién relevante para conocer su
funcién en el organismo. En este capitulo se describe la distribucion de las EgGSTs en los
diferentes componentes del quiste hidatico asi como la identificacion de los dominios de

expresion dentro del protoescélex.

6.1. Resultados

6.1.1. Deteccion de EgGSTs en diferentes materiales parasitarios

Se analizé la presencia de las tres EgGSTs en PEs, liquido hidatico y capa germinativa
mediante Western-blot, utilizando los anticuerpos especificos para cada una de ellas
previamente obtenidos por nuestro grupo (Figura 22). En el Western-blot se observan bandas
del peso molecular esperado para las respectivas GSTs (24-25KDa) en los extractos de PEs. En
el caso de EgGST1, también se observa una banda del peso esperado en los carriles
correspondientes a los extractos de capa germinativa y liquido hidatico (Figura 22).

De esta forma, se puede afirmar que las tres EgGSTs se encuentran en PEs, como ya se
habia descrito previamente, y solamente EgGST1 se encuentra ademds en capa germinativa y

liquido hidatico.

EgGST1 EgGST2 EgGST3

PEs CG LH PEs CG LH PEs CG LH

2akpa — > R S— — ==

Figura 22. Localizacion de las EgGSTs en diferentes materiales parasitarios. Se muestra un Western-blot en el que se
analizaron muestras de protoescélices (PEs), capa germinativa (CG) y liquido hidatico (LH). Se utilizaron anticuerpos
de conejo especificos para cada EgGST y un anticuerpo secundario anti-IgG conejo conjugado a peroxidasa. El
revelado se realizé por quimioluminiscencia.

6.1.2. Identificacion de EgGSTs en productos de excrecidn-secrecion

En la seccién anterior, se detectd EgGST1 en liquido hidatico, lo que podria estar
indicando que dicha proteina podria ser secretada por el parasito. Mientras tanto, EgGST2 y
EgGST3 no fueron detectadas en esta fraccion. De todas formas, debemos considerar que

ambas proteinas se expresan en niveles bajos en comparacién con EgGST1 (Arbildi P., 2013) y
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que las proteinas del hospedero estdn presentes en el liquido hiddtico en altas
concentraciones, lo que, en conjunto, podria estar dificultando su deteccidon. Es por esto que
se realizaron otros abordajes para estudiar la posibilidad de que las EgGSTs sean secretadas.
Una primera aproximacion fue mediante predicciones bioinformaticas, para buscar la
presencia de péptido sefial en las secuencias aminoacidicas. Ninguna de las tres EgGSTS
presenta dicho péptido seiial en su extremo N-terminal. Sin embargo, se han descrito
proteinas extracelulares que no requieren un péptido senal para su secrecién y se han
desarrollado programas bioinformaticos para predecir si esto puede suceder para una
determinada proteina (Bendtsen J. D. y col., 2004). De todas formas, estos programas estan
disefados para ser aplicados al estudio de proteinas bacterianas o de mamiferos. Es por esto

que dicha aproximacion no fue llevada a cabo con las EgGSTs.

o—lgG conejo- FA

0.-EgGST1 0.-EgGST2 0.-EgGST3 Pre-inmune
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24kDa—>

Figura 23. Deteccién de las EgGSTs en productos de excrecidn-secrecion de E. granulosus. Western-blot en el que se
analizo la presencia de cada una de las subunidades en sonicado de PEs (PE) y en productos de excrecidn-secrecion
(ES). Como control, se verificd el reconocimiento por parte de cada suero de la correspondiente proteina
recombinante (R1, R2 y R3). Las fracciones PE y E-S fueron enfrentadas ademas a un suero pre-inmune de conejo y
se realizé un control de la fraccién ES sin anticuerpo primario. El revelado se realizé con un anticuerpo secundario
anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (FA). Los sueros fueron utilizados en una dilucidn de (dilucion
1/250).

Otra estrategia utilizada, fue analizar la presencia de las tres EgGSTs en productos de
excrecion-secrecién de pardsitos en cultivo. Los anticuerpos especificos para cada subunidad
reconocen a la proteina recombinante correspondiente por Western-blot (Figura 23). Se

observan ademas bandas del peso molecular esperado para cada una de las tres EgGSTs en los
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extractos de los PEs puestos en cultivo, asi como en el medio de cultivo de los mismos.
Ademas, se verificd que no hay reconocimiento por parte del anticuerpo secundario asi como
del suero pre-inmune de las proteinas presentes en los productos de excrecidn-secrecion
(Figura 23). Estos resultados indican que E. granulosus podria, si se dieran las condiciones

adecuadas, secretar las tres EgGSTs.

6.1.3. Localizacion de las EgGSTs en protoescdlex

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos del andlisis de la localizacién de
las EgGSTs en PEs mediante inmunofluorescencia. Este trabajo se llevd a cabo en el marco de
una pasantia realizada en el Laboratorio de Proteinas y Acidos Nucleicos del Instituto de
Investigaciones Biolégicas Clemente Estable, bajo la supervisién de la Dra. Alejandra Kun.

En primera instancia se utilizaron PEs recién extraidos de los correspondientes quistes
hidaticos y lavados segun lo descrito en Materiales y Métodos. Primeramente, se visualizod su
estructura por microscopia 6ptica, la cual concuerda con lo descrito previamente en la
literatura (Galindo M. y col., 2002; Galindo M. y col., 2008) (Figura 24). Posteriormente, se
analizé la localizacion de las EgGSTs en PEs evaginados. Dado que no nos es posible acceder a
la forma adulta del parasito, el estudio de los PEs evaginados nos podria dar una idea de los
cambios que podria sufrir el pardsito durante su maduracién, tanto a nivel estructural asi como
también en la distribucidn de enzimas parasitarias, en este caso las EgGSTs. Para la obtencién
de los parasitos evaginados, los PEs extraidos de los quistes fueron cultivados en las
condiciones descritas en Materiales y Métodos y observados periédicamente. En trabajos
previos se habia observado que en dichas condiciones los PEs evaginan al poco tiempo de
cultivo (horas o dias). Inicialmente los PEs se mantienen practicamente inmdviles. A las pocas
horas de cultivo, los PEs ya comienzan a mostrarse mas activos, realizando diferentes tipos de
movimientos que finalmente terminarian con la salida del escélex al exterior. Este proceso no
es sincronizado, de forma que se observan simultaneamente PEs en diferentes etapas del
mismo. En los parasitos evaginados se pudieron observar las principales regiones descritas por
Galindo y colaboradores (2008), cuerpo, cuello y escolex (Figura 24).

Posteriormente, se pasd al estudio por inmunofluorescencia y microscopia confocal. Como
referencia para la determinacién de la localizacidn de las EgGSTs se visualizo la distribucién de
los nucleos celulares y los filamentos de actina. Los nucleos, visualizados por tincién con DAPI,
muestran una distribucién no homogénea. Se observa mayor abundancia de nucleos celulares
en las ventosas y en la regién que rodea al rostelo (Figura 25) y en menor proporcion, en la
region subtegumentaria del organismo. Este patron de distribucién de los nucleos celulares

observado en los parasitos con el escdlex invaginado concuerda con lo descrito previamente
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por Martinez y cols. (2005). Un patrén similar se observa en los parasitos evaginados (Figura

25).

Canal de evaginacion

Ventosas

PE evaginado

PE invaginado

Ganchos

Corpusculo calcdreo

Figura 24. Morfologia de los PEs visualizada por microscopia éptica. Aumento 20X.

Los filamentos de actina fueron detectados mediante el uso de faloidina marcada con un
fluoréforo. En los pardsitos invaginados se distingue una capa de fibras musculares
subtegumentaria conformada por fibras tanto longitudinales como transversales que se
extienden a lo largo de todo el organismo (Figura 25). Las ventosas presentan una musculatura
importante compuesta por un conjunto de fibras radiales, las cuales han sido descritas
también en otros cestodos (Ambrosio J. R. y col., 2003). Se observa ademds, un grupo de fibras
dispuestas en diferentes direcciones en la zona que corresponderia al rostelo (Figura 25).

El parasito evaginado mantiene la disposicién de la musculatura subtegumentaria,
observandose un estrechamiento que constituye el cuello del mismo (Figura 25). Este da lugar
a la separacién entre el escolex y el cuerpo del parasito propiamente dicho. Dentro del escélex,
en la region del rostelo, las coronas de ganchos se disponen sobre una regién con importante
presencia de fibras musculares que actuarian como soporte y permitirian los movimientos
necesarios para el anclaje al intestino del hospedero. Las ventosas mantienen la misma
organizacién de las fibras musculares observada en el parasito invaginado. En la zona entre las
ventosas se observa un entramado de fibras en diversas direcciones, situacién que se

mantiene en el cuello y el cuerpo del parasito. El cuerpo ademas exhibe algunas
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organizaciones circulares de actina, también observadas en parasitos invaginados. Si bien en
las condiciones trabajadas no se puede reconocer a qué corresponden, estos anillos de actina
podrian estar rodeando determinadas estructuras, por ejemplo corpusculos calcareos, cuya

presencia ha sido descrita en esta region del parasito.

200um * 200pm

Figura 25. Visualizacién de los filamentos de actina y los nlcleos celulares en PEs. Se muestran las sefiales de la
actina (rojo) y los nucleos (azul) por tincidn con faloidina marcada y DAPI respectivamente. En la parte superior de la
imagen las sefiales individuales y superpuesta en un PE invaginado y en la parte inferior las sefiales individuales en
PE evaginado. Aumento 60X.

De esta forma, la utilizaciéon de un marcador para los nucleos celulares y los filamentos
de actina nos permitid visualizar en parte la morfologia del parasito, identificando las
diferentes estructuras descritas en la literatura y su distribucién, lo que resultarda muy

importante para poder analizar la localizacién de las GSTs parasitarias.

6.1.3.1. Localizacion de las EgGSTs en PEs
Se estudid la localizacion de las tres EgGSTs mediante inmunofluorescencia. Para esto,
se utilizaron los correspondientes sueros especificos para cada una de las subunidades

producidos en conejos y anticuerpos de cabra anti-lgG de conejo conjugado con el
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fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen) (sefial visualizada en color verde). Se realizé6 un
control sin anticuerpo primario, para determinar la contribucion a la sefial de las interacciones
inespecificas entre el anticuerpo secundario y los tejidos del parasito asi como la propia
fluorescencia del mismo (autofluorescencia) (Figura 26). La sefial detectada en este control fue
utilizada posteriormente para definir el umbral que determina si una sefial es positiva o

negativa.

—
20.0pm

Figura 26. Control para el estudio de PEs sin sueros especificos. En verde se muestra la autoflorescencia de un PE
invaginado, sometido a la técnica de Inmunofluorescencia (ver 2.2.6.2) donde se sustituyd el anticuerpo primario
por buffer de incubacion. El anticuerpo secundario fue utilizado en una dilucién de 1/1000. Aumento 60X.

6.1.3.2. Localizacion de EgGST1

La sefial especifica para EgGST1 parece localizarse en todo el parénquima del PE
invaginado (Figura 27). También se puede observar la presencia de esta proteina en la region
externa del parasito, por fuera de la red de fibras musculares subtegumentarias. Esto podria
indicar la expresion de EgGST1 en el tegumento del pardsito. Este patron de expresidon cambia
ligeramente en los PEs evaginados, ya que en éstos la sefal especifica para EgGST1 es mas
débil en el parénquima, presentando una mayor intensidad en el tegumento (Figura 28).

Al analizar la distribucion de EgGST1 se pudo observar ademas que en algunas regiones
la sefal pareceria co-localizar con los nucleos celulares (Figura 29). Al visualizar dicha regién a
mayor aumento, se observd que la sefial correspondiente a EgGST1 en ciertas zonas rodea a
los nucleos o se superpone con los mismos. De esta forma, se podria pensar que EgGST1 se
encuentra en dicho compartimiento. Se realizé un andlisis informatico de la localizaciéon
subcelular de EgGST1, que indica una probabilidad de practicamente el 96% de que EgGST1 sea
una proteina citosdlica. Sin embargo, habria un 3,4% de probabilidades de que se encontrara

en el nucleo, un 0,4% en la membrana y un 0,2% en la mitocondria.
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Figura 27. Localizacion de EgGST1 en PEs invaginados. En azul se observan los ntcleos celulares (tincion con DAPI) y
en rojo los filamentos de actina (tincién con faloidina marcada). En verde se muestra la distribucion de EgGST1. Se
utilizé el antisuero especifico producido en conejo para esta subunidad (dilucién 1/100) y un anticuerpo secundario
conjugado al fluorocromo Alexa 488 (dilucién 1/1000). Se presenta ademas la superposicion de las tres sefiales.

Aumento de las imagenes 60X.
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Figura 28. Localizacién de EgGST1 en PEs evaginados. (A) Ndcleos celulares visualizados por tincion con DAPI. (B)
Filamentos de actina. (C) Sefial especifica para EgGST1. (D) Superposicién de las tres sefiales. El suero especifico
para EgGST1 fue utilizado en una dilucién 1/100 y el anticuerpo secundario en dilucién 1/1000. Aumento 60X.

99




Localizaciéon de las EgGSTs Capitulo 6

Superposicion de sefales
de EgGST1 y DAPI

Figura 29. Localizacion de EgGST1 en PEs. Vista ampliada (aumento 120X) de una regién del PE invaginado de la
Figura 27.

6.1.3.3. Localizacion de EgGST2

Al analizar la expresion de EgGST2 en los PEs invaginados, se puede observar que esta
proteina se localiza principalmente en la regidon mas externa del parasito, por fuera de lo que
es la red de fibras musculares, indicando que EgGST2 podria estar presente en el tegumento
del pardsito. En cambio, la sefial en las ventosas y el parénquima es similar a la fluorescencia
basal (Figura 30). Una situacién similar se advierte en PEs total (Figura 31) y parcialmente
evaginados (Figura 32), donde EgGST2 se expresa mayoritariamente en el tegumento, en todo
el largo del organismo, incluyendo el que rodea el rostelo y las ventosas. En la figura 31
también se muestra una ventosa aislada. En la misma se puede ver que la expresién de EgGST2
se localiza principalmente en la base de la ventosa.

Con respecto a la localizacidn sub-celular, el programa YLoc predice que existe una gran
probabilidad (84,2%) de que EgGST2 sea una proteina citosélica. Sin embargo, también podria
localizarse en la mitocondria, en el nicleo o en la membrana siendo las probabilidades de que
esto ocurra del 13,9%, 1,8% y 0,1% respectivamente. Como se menciond anteriormente,
EgGST2 también fue localizada en productos de excrecién-secrecidn de PEs, por lo que podria

ser secretada por el pardsito.
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Figura 30. Localizacién de EgGST2 en PEs invaginados. En azul se observan los nucleos celulares teiidos con DAPI y
en rojo los filamentos de actina tefidos con faloidina marcada. En verde se encuentra la distribucion de EgGST2. Se
utilizaron los anticuerpos especificos producidos en conejo para esta subunidad (dilucién 1/100) y un anticuerpo
secundario conjugado al fluorocromo Alexa 488 (diluciéon 1/1000). Se presenta ademas la superposicién de las tres

sefales. Aumento de las imagenes 60X.
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Figura 31. Localizaciéon de EgGST2 en un PE
evaginado y una ventosa. En rojo se
observan los filamentos de actina y en verde
la sefial especifica para EgGST2. Se presenta
ademas la superposicidon de las dos sefiales.
Se utilizdé el suero de conejo especifico para
EgGST2 en una dilucién 1/100 y el anticuerpo
secundario en dilucion 1/1000. Aumento
60X.
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Figura 32. Localizacién de EgGST2 en PEs parcialmente evaginados. Se muestra la localizaciéon de los nucleos
celulares (azul), filamentos de actina (rojo) y la sefial especifica para EgGST2. Se incluye ademas la superposicién de
las tres sefiales. Se utilizd el suero de conejo especifico para EgGST2 en una dilucién 1/100 y el anticuerpo

secundario en dilucién 1/1000. Aumento 60X.
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Figura 33. Localizacion de EgGST3 en PEs invaginados (corte transversal). En azul se visualizan los nucleos celulares,
en rojo la actina y en verde la sefial especifica para EgGST3. Se observa también la superposicion de las tres sefiales.
Se utilizo el suero de conejo especifico para EgGST3 en una dilucion de 1/500 y el anticuerpo secundario en dilucion
1/1000. Aumento 60X.
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Figura 34. Localizaciéon de EgGST3 en PEs invaginados. En azul se visualizan los nucleos celulares, en rojo la actina y
en verde la seial especifica para EgGST3. Se observa también la superposicion de las tres sefiales. Se utilizé el suero
de conejo especifico para EgGST3 en una dilucidén de 1/500 y el anticuerpo secundario en dilucién 1/1000. Aumento
60X.
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Figura 35. Localizacién de EgGST3 en PEs invaginados. En azul se visualizan los nucleos celulares, en rojo la actina y
en verde la seial especifica para EgGST3. Se observa también la superposicion de las tres sefiales. Se utilizé el suero
de conejo especifico para EgGST3 en una dilucién de 1/500 y el anticuerpo secundario en dilucién 1/1000. Aumento
60X.
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Figura 36. Localizacion de EgGST3 en el tegumento de PEs invaginados. En azul se visualizan los nucleos celulares
(DAPI), en rojo la actina (faloidina marcada) y en verde la sefial especifica para EgGST. Se observa también la
superposicion de las tres sefiales. Se utiliz6 el suero de conejo especifico para EgGST3 en una dilucién de 1/500 y el
anticuerpo secundario en dilucién 1/1000. Aumento 60X.
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Figura 37. Localizacién de EgGST3 en el escdlex de un parasito evaginado. En blanco se encuentran los nucleos
celulares (DAPI) y en rojo la actina (faloidina marcada). En verde observamos la sefial especifica para EgGST3. Se
presenta ademas la superposicion de las tres sefiales. Se utilizd el suero de conejo especifico para EgGST3 en una

dilucion de 1/500 y el anticuerpo secundario en dilucién 1/1000. Aumento 60X.
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Figura 38. Localizacién de EgGST3 en un PE invaginado y uno evaginado. En blanco se observan los nucleos celulares
tefidos con DAPI y en rojo la actina con faloidina marcada. En verde se encuentra la seial especifica para EgGST3.
Se muestra ademas la superposicion de las tres sefiales. Se utilizé el suero de conejo especifico para EgGST3 en una
dilucién de 1/500 y el anticuerpo secundario en dilucién 1/1000. Aumento 60X.
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6.1.3.4. Localizacion de EgGST3

La subunidad EgGST3 se distribuye en todo el organismo del PE invaginado, tanto en el
parénquima como en las ventosas y en el tegumento, aunque en algunas regiones este ultimo
es el que presenta una sefal mas intensa (Figura 33, 34, 35 y 36). Si bien no hemos logrado
obtener un plano longitudinal del parasito evaginado, obtuvimos un plano transversal a nivel
del escélex, en el que se observa una distribucion uniforme de esta subunidad en las ventosas,
el parénguima que queda entre ellas y el tegumento que las rodea (Figura 37 y 38). Un aspecto
gue vale la pena mencionar, es que, a diferencia de lo observado con las otras dos EgGSTs, la
sefial especifica para EgGST3 se superpone con la correspondiente para la actina (Figura 39),
tanto en los pardsitos invaginados como evaginados, y podria indicar que ambas proteinas co-

localizan.

100pm 10.0pm

100pm 10.0pm

Figura 39. Localizacion de EgGST3. Vista ampliada (aumento 120X) de una region de un PE invaginado donde se
observa la superposicién de la sefial especifica de EgGST3 con la correspondiente a la actina y en algunos puntos a
los nucleos.

El andlisis de la secuencia de EgGST3 predice un 85,6% de probabilidades de que dicha
proteina sea citosodlica. De todas formas, EgGST3 podria localizarse en otros compartimientos
celulares, aunque las probabilidades de que esto ocurra son mucho menores: 8,4% de
probabilidad de estar en el nicleo, 3,3% de estar en la mitocondria, 2,1% en los peroxisomas,

0,3% en la membrana y 0,1% en los lisosomas. Igualmente, en la figura 39 se puede observar
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que la senal especifica de EgGST3 se superpone en algunas zonas con la sefial correspondiente
a los nucleos celulares, por lo que no se puede descartar la posibilidad de que EgGST3 se

encuentre en dicho compartimiento.

6.3. Discusion

Los cestodos parasitos, y en particular E. granulosus, han perfeccionado diferentes
mecanismos a lo largo de la evolucidn, que les permiten ingresar, establecerse y sobrevivir en
sus hospederos, protegiéndose al mismo tiempo de la respuesta generada por el sistema
inmune de estos. Es asi que los helmintos parasitos presentan diversas caracteristicas
morfoldgicas desarrolladas y optimizadas para poder cumplir con dichos objetivos. La
estructura de los diferentes estadios de E. granulosus ha sido estudiada desde hace ya varias
décadas (Morseth D. J., 1967). Las metodologias utilizadas se centraron en la observacién del
pardsito por microscopia éptica u electrdnica, tanto de transmision como de barrido. Esto ha
permitido identificar en el pardsito diferentes regiones y las estructuras que las componen,
analizando las posibles funciones que cumplirian a lo largo del ciclo de vida de E. granulosus.
Este trabajo se centré particularmente en la estructura de los PEs y su relacidon con los
componentes del quiste hidatico en el que se originan. Se estudiaron entonces algunos
aspectos de la morfologia de los PEs, necesarios para posteriormente analizar la distribucién
de las EgGSTs y la relacion de ésta con las posibles funciones de estas enzimas parasitarias.

Nuestro laboratorio dispone de un suministro regular de quistes hidaticos,
principalmente de origen bovino y ovino, de los cuales podemos obtener PEs. Sin embargo, no
tenemos acceso a la forma adulta del parasito. De todas formas, hemos trabajado con PEs
recién extraidos del quiste, los cuales presentan el escélex invaginado, asi como con parasitos
evaginados, obtenidos al mantener a los PEs en cultivo como se describe en Materiales y
Métodos. En dichas condiciones, se observé que en cuestién de minutos u horas, los parasitos
comenzaban a moverse activamente, y ya a las 24 horas habia un nimero importante de
pardsitos evaginados. Si bien estos parasitos no son adultos, el proceso de evaginacion del
escolex es uno de los requerimientos para la maduracion de los mismos y su pasaje al estadio
adulto en el intestino del hospedero definitivo (Smyth J. D. y col., 1967). Probablemente, las
condiciones en las que trabajamos con este parasito distan mucho de las que existen in vivo en
el interior del hospedero. Es decir, el desarrollo del parasito, incluyendo la evaginacién del
escllex, podria estar influenciado por una gran diversidad de factores, que son en parte
desconocidos, y que por lo tanto, no pueden ser reproducidos in vitro. En particular, no se

conocen con exactitud los factores que estimulan in vivo la evaginacién del escdlex. Se ha
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propuesto que uno de estos estimulos lo constituirian la bilis y las enzimas digestivas liberadas
en el duodeno del hospedero (Smyth J. D. y col.,, 1967). In vitro, se han obtenido PEs
evaginados tratando a los parasitos extraidos de quistes hidaticos con tripsina, pancreatina y
bilis obtenida de perros, luego de una incubacidn con pepsina (Smyth J. D. y col., 1967). Se ha
reportado ademds que las hormonas sexuales producidas por el hospedero pueden afectar el
desarrollo de los helmintos parasitos. En este sentido, se ha descrito que la progesterona
estimula la evaginacién del escélex de T. solium in vitro (Escobedo G. y col., 2010).

Se procedid entonces a analizar la distribuciéon de las EgGSTs. Los pardsitos fueron
observados primeramente por microscopia Optica y luego se utilizaron maracadores
fluorescentes para los filamentos de actina y los nucleos celulares que fueron visualizados por
microscopia confocal. Ambas estrategias permitieron observar a grandes rasgos las
caracteristicas morfoldgicas detalladas previamente para E. granulosus (Galindo M. y col.,
2008). El marcado de la actina permitid observar un citoesqueleto sumamente organizado,
cuyos filamentos se distribuyen y ordenan en forma desigual entre las diferentes regiones del
pardsito. No hay disponible informacidn previa sobre este aspecto de la estructura de E.
granulosus en la literatura. De todas formas, este alto grado de organizacion de los filamentos
de actina se ha descrito también en otros helmintos parasitos (Mair G. R. y col., 1998;
Ambrosio J. R. y col.,, 2003; Tansatit T. y col., 2006). Por ejemplo, en T. solium, cestodo
cercanamente relacionado a E. granulosus, se han realizado estudios de la distribucion de la
actina en el pardsito, observandose una prevalencia de la misma en las regiones de las
ventosas, la base del rostelo, la pared de la vesicula del cisticerco y el canal espiral por donde
se producird la evaginacién del escélex (Ambrosio J. R. y col., 2003). Se identificaron fibras
radiales formando parte de las ventosas y otras mas desorganizadas en la region que rodea los
ganchos, encontrandose en el tejido circundante fibras tanto longitudinales como
transversales (Ambrosio J. R. y col.,, 2003). Dicho patrén de distribucion de las fibras
musculares en T. solium coincide a grandes rasgos con los resultados obtenidos en este trabajo
para E. granulosus. A su vez, y dado que el proceso de evaginacidon del escdlex no estd
sincronizado para todos los parasitos, se lograron visualizar PEs en diferentes etapas de dicho
proceso (

Figura 40 40), las cuales coinciden con lo descrito previamente para E. multilocularis.

Este altamente organizado citoesqueleto, podria haber sido adquirido por los helmintos
pardsitos en el transcurso de la evolucién como una estrategia para optimizar los mecanismos
que les permiten ingresar en su hospedero, establecerse en el mismo y desarrollarse,
completando asi su ciclo de vida. En este sentido, las diferencias encontradas en la

organizacidn de los filamentos de actina en cada regién del parasito podrian corresponderse
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Figura 40. Distribucion de la actina en diferentes etapas del proceso de evaginacion del escélex de E. granulosus. La
actina fue detectada por incubacidn de los cortes de PEs con faloidina marcada y microscopia confocal. A: PEs con el
escélex invaginado. B: canal por el que el escélex saldra al exterior del parasito. C: posicion de las ventosas,
primeras estructuras en salir, respecto al canal. D: ventosas en un PE en proceso de evaginacion. E: vista de un PE en
el que las ventosas han salido al exterior. F y G: parasitos evaginados. Las imagenes A (derecha), B, E, F y G fueron
tomadas a un aumento de 60X, las imagenes A (izquierda y centro) 90X y las Cy D 120X.
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con los diferentes roles que cumple cada una de ellas en los mecanismos mencionados y con la
etapa del desarrollo en la que se encuentra el pardsito. A su vez, estas diferencias podrian
estar relacionadas con la expresién de diferentes variantes de la actina en cada region. Se ha
descrito en varios helmintos la presencia de varias isoformas de esta proteina, como por
ejemplo en T. solium, en donde se identificaron, hasta el momento, dos genes, y se detectaron
por electroforesis bidimensional y Western-blot, siete spots correspondientes a la actina
(Ambrosio J. R. y col., 2003). En el caso de E. granulosus, se ha propuesto la presencia de al
menos tres genes de actina. Estos genes presentan porcentajes de identidad entre el 79 y 81%
a nivel de secuencia de nucléotidos, y entre 85 y 90% a nivel de aminodcidos (da Silva C. M. y
col., 1993). Este nivel de identidad dificulta la discriminacidn entre las diferentes formas de la
actina expresadas en cada region del parasito, cuando se emplean técnicas, por ejemplo, de
hibridacidn in situ o de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-actina especificos para
cada una de ellas. Mas aun, se han descrito en PEs, varias isoformas de cada uno de los dos
genes aplicando estrategias proteémicas (Monteiro K. M.y col., 2010).

Por otra parte, teniendo en cuenta la importancia del citoesqueleto para estos parasitos
y su estructura sumamente organizada, se podria pensar en sus componentes como blancos
para posibles drogas antihelminticas. De hecho, algunos de los compuestos utilizados en el
tratamiento de infecciones por helmintos, actian afectando, entre otras cosas, la organizacién
del citoesqueleto (Tansatit T. y col.,, 2006). Por ejemplo, los benzimidazoles, farmacos
utilizados a nivel humano y veterinario, y ciertos derivados, afectan la formacién de los
microtubulos (Perez-Serrano J. y col., 1995; Cumino A. C. y col., 2009). Entre estos farmacos se
encuentran el albendazol y su derivado el albendazol sulféxido. La exposicién de PEs de E.
granulosus en cultivo a estos dos antihelminticos, por separado o combinados, induce la
muerte de los parasitos. Este efecto se corresponde ademas con una modificacién de la sefial
especifica de la tubulina visualizada por inmunohistoquimica, lo que apoyaria la idea de que la
accion de estas drogas se basa en la desorganizacion del citoesqueleto (Perez-Serrano J. y col.,
1995). Se ha propuesto que estos antihelminticos actuarian uniéndose directamente a los
mondmeros de tubulina, impidiendo su polimerizacidn. Se observé ademas una disminucién
de la cantidad de tubulina en el pardasito, y en el caso del flubendazol, un derivado halogenado
de los benzimidazoles, también una disminucién de la expresién de la B-tubulina a nivel de
ARNm en E. granulosus luego de una incubacion con esta droga (Cumino A. C. y col., 2009). La
deficiencia de microtubulos ha sido asociada con la inhibicidn de la sintesis de proteinas en las
células del tegumento, y la alteracion de los sistemas de transporte intra- e intercelular, asi

como el ingreso de glucosa a las células afectando los depdsitos de glucégeno (Ingold K. y col.,
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1999; Cumino A. C. y col., 2009). Este ultimo efecto es particularmente relevante ya que el
glucdgeno es la principal reserva de energia en el parénquima de los helmintos parasitos.

Ademas, algunos estudios analizan los efectos de ciertas drogas antihelminticas sobre
los filamentos de actina de los parasitos (Markoski M. M. y col., 2006). Por ejemplo, se ha
descrito que el tratamiento con praziquantel de M. corti, tanto en su estadio larvario
(tetratiridio) como en el parasito segmentado, produce la ruptura de los filamentos de actina,
principalmente a nivel del tegumento (Markoski M. M. y col., 2006). Esto provoca inicialmente
perforaciones y la aparicion de vesiculas en el tegumento que finalmente culminan con su
desprendimiento. Conder y cols. (1981) estudiando los efectos del praziquantel sobre adultos
de E. granulosus, observaron la pérdida de los ganchos, la alteracion de la estructura de las
ventosas y la pérdida de integridad del tegumento. De todas formas, no se han estudiado los
cambios que sufren los filamentos de actina luego del tratamiento con esta droga. Se ha
propuesto que el efecto del praziquantel sobre los filamentos de actina se deberia a la
activacion de la gelsolina, una proteina fragmentadora de los filamentos de actina (Markoski
M. M. y col., 2006). Todos estos aspectos le dan gran importancia al estudio de la actina de los
pardsitos, en particular, su organizacion y distribucion, asi como su potencial como blanco de
nuevas drogas antihelminticas.

Por otra parte, la distribucién de los nucleos celulares concuerda con lo descrito
previamente para este cestodo (Martinez C. y col., 2005). Se ha observado que ya desde el
surgimiento de las vesiculas que daran lugar a los PEs maduros a partir de la capa germinativa,
existe una distribucién desigual de los nucleos celulares. Los mismos parecen concentrarse en
las regiones que daran lugar a las ventosas y a la zona del rostelo que contiene los ganchos.
Asi, existirian conjuntos de células determinadas que se diferenciaran para dar origen a las
diferentes estructuras del pardsito. Se ha propuesto que la identificacion de las moléculas
involucradas en este proceso de diferenciacién celular y, por lo tanto, de desarrollo de los PEs,
podria contribuir al disefio racional de drogas que permitan la interrupcién del ciclo de vida del
pardasito (Martinez C. y col., 2005).

De esta forma, las metodologias empleadas nos permitieron visualizar las caracteristicas
morfoldgicas del parasito, lo que resultd de gran importancia para el estudio posterior de la
localizacién de las EgGSTs. Dicho estudio es de relevancia ya que la distribucion de estas
proteinas esta intimamente relacionada con las funciones que cada una de ellas podria cumplir
en el pardsito. Asi, conocer la ubicacién de las EgGSTs podria contribuir para comprender los
posibles roles de estas enzimas en la infeccion. Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran algunas diferencias en los patrones de expresion de cada una de las EgGSTs, lo que

nos podria hacer pensar que su contribucidon al establecimiento y mantenimiento de la
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infeccidn seria al menos ligeramente diferente. Como se menciond en capitulos anteriores, las
tres EgGSTs fueron detectadas en PEs, hecho que concuerda ademas con resultados obtenidos
previamente por nuestro grupo. En este sentido, se habia detectado en PEs, tanto a nivel de
MARN como de la proteina, a EgGST1 (Fernandez C. y Hormaeche C. E., 1994; Fernandez V. y
col., 2000) y EgGST2 (Arbildi P., 2013). Ademas, se habia aislado de PEs el mARN de EgGST3.
Por otro lado, sélo EgGST1 se localizd en la capa germinativa de la pared del quiste y en
liguido hidatico. Vale la pena mencionar que en estudios previos realizados por Monteiro y
cols. (2010), en los que se utilizaron herramientas protedmicas para la identificacion de
proteinas parasitarias, tampoco se detectaron EgGST2 y EgGST3 en capa germinativa ni en
liqguido hidatico. Mientras que, en dicho estudio asi como en otros similares (Aziz A. y col.,
2011), si se describié la presencia de EgGST1 en liquido hidatico proveniente de quistes
desarrollados tanto en bovinos, como en ovinos y humanos, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos en este trabajo. De todas formas, se debe tener en cuenta que la
ausencia de EgGST2 y EgGST3 tanto en la capa germinativa como en el liquido puede deberse a
que la sensibilidad de las metodologias utilizadas no sea suficiente para detectarlas. De hecho,
EgGST3 fue identificada en el transcriptoma de la capa germinativa (Parkinson J. y col., 2012),
por lo que no podemos descartar que la proteina sea expresada alli. Ademas, el liquido
hidatico presenta altas concentraciones de proteinas del hospedero, lo que suma una
dificultad para la deteccidon de proteinas parasitarias poco representadas (Monteiro K. M. y
col., 2010). Es por esto que se decidido estudiar la presencia de las EgGSTs en productos de
excrecion-secrecién de PEs in vitro. Esta estrategia ya habia sido previamente utilizada por
otros grupos (Carmena D. y col.,, 2004) y recientemente fue retomada por Virginio y cols.
(2012), logrando identificar proteinas posiblemente liberadas por el pardsito que hasta el
momento no se habian podido detectar en liquido hidatico. A diferencia del estudio realizado
por Virginio y cols., en este trabajo hemos detectado a las tres EgGSTs en los productos de
excrecion-secrecién de PEs. Estas discrepancias podrian deberse a las condiciones de cultivo
utilizadas en cada caso, que podrian afectar cualitativa y cuantitativamente las proteinas
secretadas, asi como a los distintos métodos utilizados para la deteccion de las proteinas, que
en nuestro caso implico el reconocimiento de las EgGSTs por anticuerpos especificos para cada
una de ellas. De todas formas, este resultado debe ser analizado con precaucion, ya que no
implica que las EgGSTs sean efectivamente secretadas. Es decir, las condiciones en las que se
mantuvieron los PEs en cultivo distan mucho de ser las que estos pardsitos encontraran al
ingresar y establecerse en el cuerpo de su hospedero, por lo que, que en dichas condiciones
hayan sido secretadas no implica que lo deban ser in vivo. Lo que este resultado nos permite

decir es que, los PEs podrian ser capaces de liberar estas proteinas al exterior, si se dieran las
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condiciones adecuadas para que ello suceda. En este sentido, ciertas proteinas intracelulares
podrian ser liberadas al exterior por la descamacién del tegumento parasitario (Virginio V. G. y
col., 2012). Igualmente, se debe tener en cuenta que con el correr de las horas la viabilidad de
los pardsitos en cultivo disminuye, y si bien los cultivos fueron controlados periédicamente
para evitar este hecho, no podemos descartar que la presencia de las EgGSTs en los
sobrenadantes se deba a la liberacidn del contenido celular de parasitos muertos. Todos estos
aspectos nos generaron ademas una dificultad para seleccionar controles adecuados para el
experimento. En este sentido, se ha descrito la presencia tanto del AgB como del Ag5 en
liguido hidatico y se ha calificado a ambas proteinas como secretadas. Sin embargo, esto no
necesariamente implica que sean secretadas por PEs en cultivo. De hecho, Virginio y cols.
(2012) no detectaron al Ag5 en productos de ES, y sélo encontraron el AgB en una de las
muestras analizadas con la estrategia de trabajo empleada. Asi, podriamos pensar en utilizar
estas proteinas como un control positivo pero si en el experimento no se detectan, no implica
gue no sean secretadas. Esto dificulta la eleccion de un control positivo. Por otro lado,
proteinas que generalmente son asociadas con localizaciones intracelulares, como la actina,
han sido detectadas en ES (Virginio V. G. y col., 2012), por lo que tampoco es sencillo
seleccionar un control negativo.

Asimismo, se han descrito ciertas diferencias en la composicion de los productos de
excrecidén-secrecién de PEs provenientes de quistes alojados en el higado o en los pulmones
del hospedero (Carmena D. y col., 2004). Se ha propuesto que estas diferencias podrian
deberse a las presiones que cada uno de estos entornos ejerce sobre el parasito, que lo
estimulan a producir y secretar diferentes tipos de proteinas. Si bien en este trabajo no se
realizd una comparacién de la presencia de las EgGSTs en los productos de excrecidn-secrecion
de PEs de quistes hepaticos o pulmonares, podria ser un punto a estudiar en un futuro. Esto
podria contribuir al estudio de posibles estimulos que el parasito recibiria en el interior de su
hospedero que pudieran afectar la expresion y secrecion de las EgGSTs y de los roles que estas
enzimas cumplirian en el parasito.

Como se menciond anteriormente, las tres EgGSTs son expresadas en PEs, por lo que se
decidio estudiar la distribucién de cada subunidad en el parasito por inmunofluorescencia. Un
primer aspecto a destacar estd relacionado con los controles incluidos en los experimentos. El
control negativo consistié en la incubacién de los cortes con buffer de incubacidn en lugar de
un anticuerpo primario, y luego con el anticuerpo secundario utilizado con todas las muestras
del experimento. De esta forma, lo que estaremos observando con este control es la
contribucion de las interacciones inespecificas del anticuerpo secundario con los tejidos del

pardsito y la autofluorescencia del mismo. En dicho control se observd una seial distribuida a
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lo largo de todo el pardsito pero muy tenue en comparacién con el suero pre-inmune. De esta
forma, decidimos utilizar este control como referencia para la localizacion de las sefiales
especificas de las EgGSTs. Con respecto a la localizacidn de las tres subunidades, se observaron
diferencias en los patrones de distribucidn de cada una de ellas. Por un lado, EgGST1 fue
detectada en el parénquima de los PEs invaginados. Previamente, se ha reportado la
caracterizacion de EgGST1, analizando, entre otros aspectos, los posibles sustratos utilizados
por la enzima (Harispe L. y col., 2010). Dicho estudio permitié detectar actividad glutation
transferasa frente a trans-non-2-enal y trans, trans-deca-2,4-dienal, compuestos con grupos
carbonilo reactivos que podrian generarse como productos secundarios de la peroxidacidn
lipidica, asi como actividad glutation peroxidasa frente al perdéxido organico hidroperdxido de
cumeno. De esta forma, EgGST1 podria estar involucrada en defender al parasito de los
posibles dafios causados por las especies reactivas producidas por su propio metabolismo. Esta
posibilidad se ve apoyada por la ubicacidon de EgGST1, que al distribuirse en gran parte del
pardsito, podria proteger a una parte importante de sus células de los efectos nocivos de los
compuestos oxidantes y sus derivados. Asimismo, dichos compuestos también pueden ser
generados como consecuencia de la respuesta inmune del hospedero. De esta forma, EgGST1
podria cumplir un importante rol en la defensa del pardsito, evitando que los compuestos
nocivos generados por el hospedero alcancen a las células del mismo. Ademas, la presencia de
EgGST1 también en la capa germinativa de la pared del quiste y en liquido hidatico podria estar
relacionada con esa funcién protectora cuando el parasito se encuentra en el interior de su
hospedero intermediario.

Por otra parte, en el hospedero definitivo, EgGST1 se encuentra en una regién mas
externa, contigua al tegumento del pardsito evaginado. Los ambientes a los que se enfrenta el
pardsito en su hospedero intermediario y en el definitivo son diferentes, lo que puede a su vez
generar diferentes mecanismos de proteccién por parte del parasito. Esto podria repercutir en
el patréon de expresion de EgGST1 en ambas condiciones, ya que el parasito va a responder de
manera diferente en funcién de los estimulos que reciba de su hospedero.

Se ha descrito la presencia de otras GSTs de clase Mu en el parénquima de los parasitos,
principalmente adultos. Este es el caso de una enzima de 26kDa de S. japonicum, que fue
localizada en las células entre las glandulas vitelinas en las hembras y en la regién por debajo
de la capa de fibras musculares de los machos (Gobert G. N. y col., 1998). Esta GST, al igual que
EgGST1, es capaz de conjugar glutatidn a productos de la peroxidacion de lipidos, y presenta
actividad peroxidasa frente a perdxidos lipidicos. De todas formas, también se ha descrito la
presencia de GSTs de clase Mu en el tegumento, y que incluso podrian ser secretadas, como

por ejemplo, una GST de 26kDa de S. mansoni (Walker J. y col., 1993).
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Mientras tanto, EgGST2 se localiza principalmente en el tegumento, tanto en los
pardsitos invaginados como evaginados. Hasta el momento no hemos logrado expresar EgGST2
en forma recombinante, y por lo tanto, no conocemos los sustratos sobre los que puede actuar
y las actividades enzimdaticas que puede presentar. De todas formas, la localizacién de EgGST2
en la regién mds externa del organismo, en la interface hospedero-parasito, podria ser
importante teniendo en cuenta las funciones descritas para las GSTs de clase Sigma de
pardsitos, en particular, la produccién de compuestos con efectos inmunomoduladores como
las prostaglandinas. Se han reportado estudios donde se sugiere la localizacion de GSTs
parasitarias de clase Sigma en el tegumento, parénquima y dorganos reproductores de los
pardsitos (Taylor J. B. y col., 1988; Hong S. J. y col., 2002). Por ejemplo, una GST de clase Sigma
del trematodo C. sinensis, ha sido localizada en la regién subtegumentaria del parasito adulto,
y en menor medida en el sincitio que da lugar al tegumento, asi como en los drganos
reproductores y en los huevos localizados en el interior del Utero (Hong S. J. y col., 2002).
Ademads, una GST de F. hepatica, FhGST-S1, fue localizada en el parénquima y tegumento del
pardsito adulto, asi como en parte del aparato reproductor como son las células vitelinas y los
huevos (LaCourse E. J. y col.,, 2012). Por otra parte, una GST de O. volvoulus, OvGST1, se
encuentra principalmente en la regidon mas externa del pardsito, es decir, en el sincitio que da
lugar a la hipodermis (Liebau E. y col., 1994). Se describid la presencia tanto de FhGST-S1 como
de OvGST1 en los sobrenadantes de cultivos de estos parasitos, por lo que estas enzimas
podrian ser secretadas. Como ya hemos mencionado, la presencia de esta clase de GSTs en la
interface hospedero-pardsito estaria relacionada con su capacidad de influir sobre las células
del sistema inmune, afectando la respuesta generada. Mientras tanto, su presencia en los
drganos reproductores estaria vinculada con un posible rol en la reproduccién de los parasitos
(LaCourse E. J. y col., 2012). Se ha detectado a FhGST-S1 en los huevos de F. hepatica, lo que
sugiere que esta enzima podria participar en el desarrollo de los mismos y en la embriogénesis.
Dicha accién de FhGST-S1 podria deberse a la produccidon de PGD2, la cual ha sido relacionada
con funciones en el proceso de reproduccion de diversos organismos (LaCourse E. J. y col.,
2012). En este trabajo no tuvimos a disposicion parasitos adultos, por lo que no hubo
posibilidad de observar si EgGST2 se encuentra en los érganos reproductores desarrollados,
pero no debe ser descartado.

Finalmente, EgGST3 se localiza en todo el organismo del parasito incluyendo ventosas y
tegumento. Como se ha discutido en secciones anteriores, si bien el origen de EgGST3 aun
debe ser confirmado, esta subunidad presenta, en la region del sitio activo que posee los
residuos cataliticos, un mayor porcentaje de identidad con la clase Omega. Dicha clase estaria

involucrada en la proteccion y regulacion de la actividad de numerosas proteinas en
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condiciones de estrés oxidativo a través de reacciones de glutationilacion/deglutationilacion.
Asi, la presencia de EgGST3 en todo el parasito podria deberse a la necesidad de proteccion de
las proteinas parasitarias de las especies oxidantes producidas tanto en las células del propio
pardsito como por el sistema inmune del hospedero. Hasta el momento, sélo se dispone de
informacidn sobre la localizacién de OvGST3, la GST de clase Omega de O. volvulus, en gusanos
adultos. La misma se encuentra distribuida en la envoltura que rodea a los embriones en
desarrollo. Se ha planteado que las proteinas presentes en la cubierta de los huevos, como
parece ser OvGST3, actuarian como sensores que indicarian posibles cambios en el estado
redox en el embrién a medida que éste se desplaza hacia la region proximal del Utero (Liebau
E.y col., 2008).

Un elemento que llama la atencidn en la localizacion de EgGST3, es que la seiial
especifica para esta proteina parece coincidir con la sefial de la actina. Hasta el momento no se
ha descrito la interaccién de las GSTs parasitarias con la actina. Sin embargo, se ha observado
una relacién entre esta proteina y los CLIC (Canal intracelular de cloruro). Los CLIC son
proteinas citosdlicas relacionadas con las GSTs de clase Omega. Sus funciones aln se estan
estudiando, pero se ha propuesto que estas proteinas podrian integrarse en las membranas y
actuar como canales para permitir el flujo de iones cloruro a través de las mismas (Ponsioen B.
y col., 2009). Se ha observado que CLIC-4 interacciona en el cerebro con un complejo formado
por la dinamina-I, la actina y la tubulina, por lo que se ha propuesto que podria estar implicado
en el trafico de membrana y la organizacion del citoesqueleto. Se ha descrito ademas que CLIC-
4 es dirigido hacia la membrana plasmatica, en un proceso que requiere la polimerizacion de la
actina (Ponsioen B. y col.,, 2009). Una vez en la membrana, CLIC-4 pareceria no afectar
directamente el movimiento de cloruro, pero si podria tener actividades enzimaticas que
dependen de la presencia de un residuo de cisteina conservado con las GSTs de clase Omega.
Considerando esta informacién en conjunto con los resultados obtenidos en este trabajo que
indican que EgGST3 estaria relacionada con la clase Omega, se podria pensar que esta proteina
podria, de forma similar a CLIC-4, asociarse con el citoesqueleto, y en particular con la actina,
cumpliendo funciones aun no determinadas.

Por otro lado, los datos obtenidos acerca de la localizacién de las EgGSTs podrian
contribuir con posibles respuestas a preguntas planteadas a lo largo de este trabajo, en
particular, aquellas relacionadas con la existencia de los homodimeros EgGST2-2 y EgGST3-3.
Como se menciond previamente, EgGST2 parece localizarse unicamente en el tegumento del
pardsito, mientras que EgGST3 lo hace en practicamente todo el organismo, incluyendo el
parénquima, las ventosas y el tegumento. La presencia de EgGST3 en regiones donde EgGST2

parece no expresarse estaria indicando que alli se produciria el homodimero EgGST3-3. Otro
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aspecto a resaltar, es que ambas subunidades parecen coincidir en el tegumento, por lo que la
enzima heterodimérica sélo podria expresarse en dicha regién. De todas formas, seria
interesante analizar con mds precisidn en qué regiones ambas proteinas co-localizan. Esto se
podria llevar a cabo marcando los anticuerpos especificos para cada una de las EgGSTs con un
fluoréforo diferente y analizar si las sefales de los mismos se superponen en alguna regién del
parasito.

Vale la pena mencionar que, si bien EgGST2 se localiza en el tegumento, donde podria
formar un heterodimero con EgGST3, no podemos descartar que en dicha region también se
exprese el homodimero EgGST2-2.

Otro aspecto manejado en este trabajo, es la localizaciéon subcelular de las EgGSTs. Si
bien los estudios realizados sugieren una localizacidn principalmente citosdlica para las tres
subunidades, hay algunos indicios que sugeririan su ubicacidon en otros compartimientos
celulares. Se ha observado que en algunas regiones del parasito, la seial especifica tanto para
EgGST1 como EgGST3 en las inmunofluorescencias coincide con la sefal correspondiente al
DAPI, marcador de los nucleos celulares. Ademas, los estudios bioinformaticos realizados
sugieren que existen pequenas probabilidades de que las EgGSTs se encuentren en el nucleo,
mitocondrias e incluso en las membranas plasmaticas.

Si bien se habla de la familia de las “GSTs citosdlicas”, se ha descrito la presencia de
algunas de estas enzimas, principalmente de mamiferos, en otros compartimientos celulares
(Stella L. y col., 2007). En este sentido, la informacion disponible en helmintos es muy escasa.
No se ha descrito la localizacidon subcelular de GSTs parasitarias especificas, aunque si se ha
observado actividad glutation transferasa en diferentes fracciones (Ahmad R. y col., 2008). Con
respecto a las GSTs de mamiferos, una enzima de clase Alfa humana, la GSTA4-4, fue
detectada tanto en el citosol como en la membrana plasmatica y la mitocondria. Su presencia
en la membrana y la mitocondria seria importante ya que esta enzima inactiva ciertos
productos de la peroxidacidn lipidica mediante su actividad glutation transferasa y peroxidasa.
Ademas, se ha observado la presencia de GSTs de clase Mu humana, de rata y de ratén en la
mitocondria. Teniendo toda esta informacién en cuenta, junto con los resultados de este
trabajo, no podemos descartar que EgGST1, de clase Mu y con actividad frente a productos de
peroxidacidn lipidica, se encuentre en la membrana o la mitocondria. Por otra parte, se han
detectado GSTs de clase Alfa, entre ellas GSTA4-4, Mu, Pi y Omega en el nucleo celular. Si bien
no se han establecido los roles que cada una de estas clases de enzimas juega en este
compartimiento, se las ha relacionado con la inactivacion de hidroperéxidos de ADN
generados como consecuencia de la exposicidn a condiciones de estrés oxidativo (Tan K. H. y

col., 1988). De todas formas, la presencia de las EgGSTs en estos organelos debe ser
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confirmada. Una primera aproximacion para hacerlo es realizar un fraccionamiento subcelular
con extractos de PEs seguido de un Western-blot utilizando los anticuerpos especificos para
cada una de las subunidades. Ademads, se podria realizar un estudio de la ultraestructura del
pardsito por microscopia electrénica, lo que permitiria analizar las estructuras con mayor
detalle, localizando a cada EgGST utilizando los anticuerpos especificos para cada una de ellas.
En suma, podemos decir que las tres EgGSTs presentan patrones de distribucion
diferentes, los cuales podrian estar relacionados con diferencias en las posibles funciones de
estas enzimas. Ademas, en el caso de EgGST1 se observd un cambio en su distribucidn luego
de la evaginacion del escdlex, que podria estar relacionado con la exposicion del parasito a las
especies oxidantes producidas por el hospedero. Si bien las funciones de las EgGSTs, y en
particular de EgGST2 y EgGST3, deben ser estudiadas en mayor profundidad, el analisis de la
localizacién de estas enzimas, en conjunto con los datos acerca de su posible origen y la
comparacién con proteinas de la misma clase en otros helmintos parasitos, nos ha permitido
tener una primera aproximacion a los potenciales roles de las EgGSTs. Resta aun determinar
las posibles reacciones catalizadas por estas enzimas y los efectos que dichas actividades

podrian tener sobre el parasito y también sobre su hospedero durante la infeccion.
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Capitulo 7. Discusion general

El helminto parasito E. granulosus es causante de la hidatidosis en animales y en el
hombre. Las infecciones por este cestodo estdn distribuidas en todo el mundo, causando
grandes problemas sanitarios asi como importantes pérdidas econdmicas. En este sentido, se
vuelve necesario encontrar estrategias que permitan controlar estas infecciones. Estos
organismos han desarrollado mecanismos que les permiten adaptarse y sobrevivir en sus
diferentes hospederos y asi completar su ciclo de vida. Para esto, disponen de un conjunto de
moléculas que les dan la posibilidad de obtener los nutrientes y compuestos que requieren
para su supervivencia, asi como de defenderse de la respuesta inmune del hospedero. Asi, la
identificacion y caracterizacién de estas moléculas parasitarias, y el estudio de la regulacién de
su expresion y su actividad, pueden aportar datos significativos sobre la interaccién
hospedero-pardsito, que permitan el desarrollo de posibles estrategias para el control de las
infecciones por E. granulosus. Entre estas moléculas podrian encontrarse las GSTs. Se han
descrito una gran variedad de posibles funciones de las glutation transferasas, las cuales varian
de una clase a otra (Board P. G. y Menon D., 2013). Histéricamente, se ha propuesto a las GSTs
parasitarias como el principal sistema de detoxificaciéon de los parasitos, debido a la carencia o
escasa actividad de otros sistemas detoxificantes (Cvilink V. y col., 2009). En este sentido, se
han identificado GSTs de clases Mu y Pi en helmintos, que serian importantes para la
inactivacién de productos de la peroxidacién lipidica generados en presencia de compuestos
oxidantes (Liebau E. y col., 1996a; Liebau E. y col., 1996b; Harispe L. y col., 2010). Mas
recientemente, se han reconocido otras funciones de las GSTs que podrian ser sumamente
relevantes para los pardsitos. En particular, se han descrito algunas GSTs de clase Sigma de
helmintos que presentan actividad prostaglandina sintasa (Angeli V. y col., 2001; Herve M. y
col., 2003; Sommer A. y col., 2003). Este hecho seria importante ya que las prostaglandinas
producidas por las GSTs parasitarias podrian actuar como moduladores de la respuesta inmune
del hospedero, tal como se ha descrito en el caso de S. mansoni (Angeli V. y col., 2001). Esta
clase de GSTs parasitarias también podrian entrar en contacto directo con las células del
sistema inmune del hospedero, afectando su activacion y funciones efectoras, como se ha
descrito para una enzima de F. hepatica (Dowling D. J. y col., 2010). Ademas, se han
identificado enzimas de clase Omega que presentan actividad tioltransferasa, la cual ha sido
relacionada con la regulacidon de la funcidén de ciertas proteinas en condiciones de estrés
oxidativo a través de la glutationilacién-deglutationilacion de las mismas (Girardini J. y col.,

2002; Liebau E. y col., 2008). Estos roles de las GSTs parasitarias serian de gran importancia
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para estos organismos, lo que ha llevado a colocar a estas enzimas como candidatas para el
desarrollo de vacunas asi también como posibles blancos de drogas antihelminticas (Torres-
Rivera A. y Landa A., 2008). Teniendo esto en cuenta nos preguntamos, ¢Cudles son los roles
de las EgGSTs en el pardsito? ¢Cudl es la importancia de estas enzimas para E. granulosus? éLa
inactivacién o neutralizaciéon de su actividad podria tener alglin efecto sobre el parasito que
pudiera ser de utilidad para el control de las infecciones? En busca de respuestas, nuestro
grupo previamente caracterizd una GST de clase Mu de este pardsito, EgGST1. Esta enzima es
capaz de conjugar GSH a compuestos generados como consecuencia de la peroxidacidon
lipidica, y presenta ademas actividad peroxidasa frente a perdxidos organicos (Harispe L. y col.,
2010). Ademas, se identific6 una enzima de clase Sigma, EgGST2, la cual no ha sido
caracterizada aun (Iriarte A. y col., 2012; Arbildi P., 2013). El presente trabajo tiene como
objetivo continuar el estudio de las EgGSTs, centrandose principalmente en una nueva
subunidad, EgGST3, y en una enzima heterodimérica formada por ésta y EgGST2.

Primeramente, se realizd un andlisis de la secuencia aminoacidica de EgGST3
encontrandose que ésta no puede ser agrupada con ninguna de las clases de GSTs
anteriormente descritas. Esta enzima presenta caracteristicas similares a las GSTs de clase
Sigma y de clase Omega, que podrian determinar sus actividades enzimaticas, y por lo tanto los
roles que cumpliria en el parasito. Hasta el momento no podemos establecer cudles son estos
roles, ya que no hemos obtenido la proteina recombinante en forma soluble y
enzimaticamente activa en cantidades suficientes para realizar su caracterizacién. Igualmente,
en funcidn del analisis de secuencia y los estudios filogenéticos, y teniendo en cuenta que no
se han encontrado GSTs de clase Omega en cestodos, podemos pensar que EgGST3 podria
cumplir las funciones de esta clase de enzimas en E. granulosus (Iriarte A. y col., 2012). Esto
implicaria que EgGST3 podria ser importante en la proteccion celular en condiciones de estrés
oxidativo, como las generadas por la respuesta inmune del hospedero. Este hecho podria
relacionarse ademads con la localizacion de EgGST3 en el pardsito, ya que esta subunidad se
encuentra distribuida a lo largo de todo el organismo. Esta ubicacion le permitiria
contrarrestar los potenciales efectos nocivos de las especies oxidantes en todo el parasito.

Por otra parte, EgGST3 fue localizada en la interface hospedero-pardasito, ya que esta
presente en el tegumento de los PEs y ademds podria, si se dieran las condiciones apropiadas,
ser secretada por el parasito. Teniendo en cuenta esta localizacion y que EgGST3 presenta a
nivel de secuencia algunos elementos similares a las enzimas de clase Sigma, no podemos
descartar que presente actividad prostaglandina sintasa. De esta forma, podria estar
involucrada también en la modulacidn de la respuesta inmune del hospedero. Igualmente,

todas estas posibles funciones de EgGST3 deben ser confirmadas.
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Por otra parte, en este trabajo se describe la produccién por parte de E. granulosus, de
una enzima heterodimérica formada por las subunidades EgGST2 y EgGST3. Dicha enzima fue
expresada en E. coli y se comenzé con el analisis de su actividad enzimatica. Hoy en dia, sdlo
podemos afirmar que rEgGST2-3 podria estar involucrada en la detoxificacion de compuestos
potencialmente nocivos para el parasito, en particular, productos de la peroxidacién lipidica.
De igual forma que se propuso para EgGST3, podemos pensar que EgGST2-3 podria presentar
actividad tioltransferasa y prostaglandina sintasa, aunque esto también debe ser confirmado.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, nos planteamos algunos objetivos
para llevar a cabo a corto plazo. Por un lado, queda pendiente la caracterizacién de EgGST3
para poder profundizar en sus posibles funciones. Para esto, debemos obtener la proteina
recombinante soluble y funcional, para lo cual nos proponemos producir rEgGST3 en un
sistema eucariota. Vale la pena mencionar que nuestro grupo (Lic. Verdnica Lépez, trabajo de
maestria) ya ha comenzado a trabajar para cumplir este objetivo. Una vez obtenida la enzima,
seria importante analizar sus actividades enzimaticas, en particular, la capacidad de conjugar
GSH a productos de peroxidacion de lipidos asi como también realizar ensayos de actividad
tioltransferasa. Asimismo, nos planteamos analizar si EgGST3 presenta actividad
prostaglandina sintasa y glutatién peroxidasa. También seria importante realizar estos ensayos
de actividad con rEgGST2-3.

Por otra parte, ademads de las actividades descritas anteriormente, las GSTs pueden unir
diferentes compuestos, sin utilizarlos como sustratos de sus actividades enzimaticas (Hayes J.
D. y col.,, 2005). Esto le permitiria a las GSTs parasitarias tomar y/o transportar ciertos
compuestos provenientes del hospedero, necesarios para el funcionamiento de su organismo,
o “secuestrar” otros que puedan ser nocivos para el mismo. De esta forma, otro objetivo, seria
el estudio de esta funcion “ligandina” de las EgGSTs. Para esto, debemos en primera instancia
seleccionar un conjunto de compuestos cuya union por parte de estas proteinas pueda ser
relevante para el pardsito. Posteriormente, se podria analizar por espectroscopia de
fluorescencia si dichos compuestos pueden unirse a cada EgGST, y finalmente realizar ensayos
de actividad GST para determinar si la unidn tiene algun efecto en ésta. En este sentido, la Lic.
Lépez ha iniciado recientemente estos estudios con la enzima heterodimérica rEgGST2-3
utilizando algunos inhibidores de la actividad GST incluyendo antihelminticos.

Todos estos estudios permitirian acercarnos un poco mas a las funciones de las EgGSTs.
De todas formas, determinar cudl es la importancia de las mismas para el parasito. Esto
implicaria analizar el efecto que tendria sobre el parasito la inhibicion de la actividad glutation
transferasa. Asi, podriamos establecer si alguna de estas enzimas podria ser candidata para el

desarrollo de vacunas o drogas que permitan prevenir o controlar las infecciones por E.
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granulosus. Por un lado, sabemos que la actividad de rEgGST1 y de rEgGST2-3 se ve inhibida
por diferentes compuestos. En el caso de EgGST1, se ha observado una inhibicién por parte de
cibacron blue y cloruro de trifenilestafio, dos inhibidores modelo de las GSTs, asi como por
drogas antihelminticas como el hexaclorofeno y la rafoxamida (Harispe L. y col., 2010).
Mientras tanto, rEgGST2-3 es inhibida por los antihelminticos mebendazol, closantel, bitionol y
hexaclorofeno. Si bien la inhibicidon de la actividad GST podria contribuir al mecanismo de
accién de estos farmacos, éstos podrian estar afectando a varias proteinas, por lo que no
podemos concluir que el efecto observado sobre los pardsitos se deba exclusivamente a la
inhibicidon de las EgGSTs. De hecho, se ha descrito que el principal efecto de varias drogas
antihelminticas es impedir la polimerizacidn del citoesqueleto (Tansatit T. y col., 2006). De esta
forma, si bien es probable que cualquier farmaco tenga varios blancos bioldgicos, se podria
pensar en desarrollar nuevos compuestos que puedan, entre otros efectos, inhibir
especificamente a las GSTs parasitarias. En este sentido, una posible aproximacion implica el
estudio bioinformatico de la interaccion de la proteina con potenciales inhibidores. Estudios de
este tipo se han realizado con GSTs de otros helmintos, entre ellos los nematodos Brugia
malayi y Wuchereria bancrofti (Saeed M. y col., 2013). A partir de la estructura tridimensional
de la proteina o de un modelo de la misma, se analizé la interaccién con diferentes drogas. En
particular, se determinaron los residuos involucrados en la unién y la afinidad de la misma. Se
ha planteado que la informacién obtenida a partir de estos estudios, que debe ser validada
experimentalmente, podria ser utilizada para el disefio de nuevos farmacos con actividad
antihelmintica (Saeed M. y col., 2013). Por ejemplo, se podrian desarrollar analogos de estos
compuestos, estructuralmente similares, y comparar su capacidad de inhibicién de las GSTs
parasitarias. Teniendo todo esto en cuenta, se podrian plantear estrategias similares para
aplicar con las EgGSTs, para lo cual seria importante contar con la estructura tridimensional de
cada una de ellas, mas alld de contar con algunos modelos moleculares. La cristalizacién y
determinacion de la estructura de estas enzimas es otro de nuestros objetivos, y ya se ha
puesto en marcha el trabajo con rEgGST2-3.

Por otra parte, obtuvimos evidencia de que pacientes con equinococosis quistica
producen anticuerpos especificos que reconocen el heterodimero rEgGST2-3. Hasta el
momento no hemos determinado si los mismos son especificos para EgGST2 o EgGST3, o para
ambas debido al escaso volumen de las muestras de sueros de pacientes disponibles. Seria
importante entonces tratar de ampliar el nimero de muestras analizadas para confirmar
nuestros resultados y poder determinar la especificidad de los anticuerpos detectados. Vale la
pena mencionar que Monteiro y cols. (2010) detectaron anticuerpos especificos para EgGST1

en sueros de pacientes. La produccidn de anticuerpos especificos para las tres subunidades es
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coherente con los datos obtenidos en este trabajo acerca de la localizacién de estas proteinas.
Los mismos indican que tanto EgGST2 como EgGST3 se encuentran en la interfase hospedero-
pardsito, en particular, en el tegumento y en productos de excrecién-secrecién de PEs, y
EgGST1 se encuentra ademas en el liquido hidatico y en la capa germinativa de la pared del
quiste, por lo que podrian estar expuestas a las células del sistema inmune del hospedero.

Considerando la produccion de anticuerpos especificos para las EgGSTs por parte de
pacientes con equinococosis quistica, podriamos proponer a estas enzimas como candidatas
para el desarrollo de vacunas. Esto implicaria analizar si los anticuerpos generados contra estas
proteinas podrian inhibir la/las actividades de las EgGSTs, ya que esto podria resultar en un
efecto nocivo para el parasito, impidiendo su establecimiento en el hospedero. Primeramente
se podria determinar in vitro si la interaccién de las EgGSTs con sus correspondientes
anticuerpos especificos produce una inhibicidon de la actividad o impide la funcion “ligandina”
de estas proteinas. Luego se podria trabajar in vivo con ratones, a los que se les administraria
una de las EgGSTs para luego infectarlos con PEs por via intraperitoneal. De esta forma, se
podrian evaluar parametros relacionados con la infeccién como el nimero de quistes
desarrollados o su tamafio en el grupo de ratones a los que previamente se les administro la
EgGST, en comparacién con ratones que no tuvieron contacto con dicha proteina antes de la
infeccion. Esto permitiria determinar si la neutralizacién de las EgGSTs por anticuerpos
especificos podria ser importante para el control de las infecciones por E. granulosus. Vale la
pena mencionar que, la estudiante Rosina Giorgi realizd este trabajo y no observé una
correlacién directa entre la inhibicion de la actividad GST por los anticuerpos especificos y la
proteccion a la infeccién.

Finalmente, nos podriamos preguntar si la deteccidon de estos anticuerpos especificos
para las EgGSTs producidos por parte de los hospederos, podrian ser utilizados para el
diagnédstico de equinococosis quistica. Se podria pensar en desarrollar por ejemplo técnicas de
ELISA o Western-blot que permitieran detectar estos anticuerpos. Nuevamente, esto implicaria
analizar un mayor nimero de muestras de pacientes con una infecciéon confirmada por E.
granulosus asi como de personas no infectadas para poder determinar la especificidad y
sensibilidad del método desarrollado.

De esta forma, podemos decir que el presente estudio contribuyd en parte a conocer
con un poco mas de profundidad a las glutatidn transferasas de E. granulosus, quedando aun

varios aspectos por analizar y mucho trabajo por hacer.
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Conclusiones

En este trabajo se abordaron diferentes estrategias con el objetivo de establecer las
posibles funciones de las glutation transferasas de E. granulosus asi como su relevancia a nivel
fisiolégico para el parasito. Se presentd una nueva GST parasitaria, EgGST3, que no puede ser
incluida en ninguna de las clases de GSTs citosdlicas previamente descritas. Su sitio activo
presenta similitud al de las GSTs de clase Omega, sugiriendo que EgGST3 podria presentar
algunas de las actividades caracteristicas de esta clase de enzimas. Esto no pudo ser
confirmado ya que no se logré expresar la enzima soluble y funcionalmente activa en E. coli.

Ademas, se describid la produccién in vivo en PEs, de una enzima heterodimérica
formada por EgGST2 y EgGST3 (EgGST2-3). La enzima recombinante rEgGST2-3 cataliza la
conjugacion del GSH con un producto secundario de la peroxidacién lipidica. Esto podria ser
importante ya que la respuesta inmune del hospedero implica la produccidon de diversas
especies oxidantes que podrian iniciar un proceso de peroxidacién en las membranas de las
células del parasito. Resta analizar si EgGST2-3 presenta actividad prostaglandina sintasa y/o
tioltransferasa, que podrian ser relevantes para E. granulosus en el contexto de una infeccion.

Por otra parte, se estudio la localizacidn de las EgGSTs en PEs, observandose que las tres
subunidades se encuentran en la region mas externa del organismo, el tegumento, aunque
EgGST1 y EgGST3 se distribuyen ademas en todo el parénquima del parasito. Ademas, las tres
subunidades podrian ser secretadas por los PEs en determinadas condiciones.

Finalmente, se detectaron en los sueros de pacientes infectados por E. granulosus
anticuerpos especificos para EgGST2 y/o EgGST3. Esto indicaria que estas enzimas se
encuentran en la interface hospedero-parasito, apoyando los resultados obtenidos en los
estudios de la localizacion de las EgGSTs. De esta forma, sus actividades podrian afectar directa
o indirectamente la respuesta inmune del hospedero y los mecanismos de evasién de la misma
por parte del parasito.

En resumen, los resultados obtenidos indicarian que EgGST3 y la enzima heterodimérica
EgGST2-3 podrian ser importantes para el parasito en el contexto de una infeccion a través de
diferentes mecanismos, los cuales no hemos establecido totalmente. La importancia asignada
a estas enzimas, hace que sean consideradas como posibles blancos de nuevas drogas
antihelminticas o candidatas para el desarrollo de vacunas, como se ha observado con otras
GSTs de helmintos parasitos. Igualmente, restan varios aspectos de las EgGSTs por estudiar
antes de pensar en la posibilidad de utilizarlas en una posible estrategia para el control o

prevencion de las infecciones por E. granulosus.
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Anexo

Clase Acceso GeneBank OrEITE
(Proteina)
ACO10825 Caligus rogercresseyi
NP_571809 Danio rerio
NP_000843 Homo sapiens
NP_038569 Mus musculus
NP_036709 Rattus norvegicus
i CAD33920 Xenopus laevis
AAX20373 Unio tumidus
ACM16805 Venerupis philippinarum
CAAT73325 Brugia malayi
CAA31979 Caenorhabditis elegans
AAA53575 Onchocerca volvulus
ABA42914 Trichinella spiralis
AAH60914 Danio rerio
NP_001103201 Danio rerio
CAA73482 Homo sapiens
NP_000838.3 Homo sapiens
Alfa AAA37754 Mus musculus
NP_001100310 Rattus norvegicus
NP_001089496 Xenopus laevis
ADK11695 Strongylocentrotus intermedi
XP_002740017 Saccoglossus kowalevskii
ACO15225 Caligus clemensi
ACF35504 Dermacentor variabilis
NP_001103586 Danio rerio
AAAB0963 Homo sapiens
CADO01094 Xenopus laevis
AAHO08790 Homo sapiens
NP_034490 Mus musculus
AADO00603 Rattus norvegicus
Mu ACJ06748 Crassostrea ariakensis
AAB46369.3| Clonorchis sinensis
AAB66318 Echinococcus granulosus
CAA59739 Echinococcus multilocularis
ACF59730 Fasciola hepatica
AAD23997 Fasciola gigantica
AAB59203 Schistosoma japonicum
XP_002582203 Schistosoma mansoni
AAM64045 Taenia solium
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ADG65347 Bombus ignitus
NP_725653 Drosophila melanogaster
AAP91748 Ciona intestinalis
AAH20734 Homo sapiens
BAA96845 Mus musculus
BAA22898 Rattus norvegicus
AAM82563 Xenopus laevis
XP_785609 Strogg?’;ﬂ?:{‘l}gows
CAA53218 Ascaris suum
Sigma AAB65417 Caenorhabditis elegans
AAD17488 Clonorchis sinensis
Ded(ggﬁ%d3e4§8R)Nm Echinococcus multilocularis
De%égggd%ﬁ'\'m Echinococcus granulosus
ABI79450 Fasciola hepatica
AAL23713 Opisthorchis viverrini
AAB63382 Paragonimus westermani
AAC00518 Schistosoma japonicum
CAA28796 Schistosoma mansoni
ACNB88552 Taenia solium
NP_648235 Drosophila melanogaster
XP_967412 Tribolium castaneum
NP_001007373 Danio rerio
NP_034492 Mus musculus
ACI32122 Rattus norvegicus
NP_004823 Homo sapiens
Omega -
NP_001084924 Xenopus laevis
XP_002738514 Saccoglossus kowalevskii
ACJ06747 Crassostrea ariakensis
ABO26601 Haliotis discus discus
CAX74405 Schistosoma japonicum
AA049385 Schistosoma mansoni
csrs De%sgggd%gliNm Echinococcus granulosus
Dedumdg de ARNm Echinococcus multilocularis
(contig 1718)

Tabla 10. Secuencias utilizadas en la construccion del arbol filogenético de las GSTs presentado en la Figura 2. Se

indica el nimero de acceso de cada proteina en el GeneBank y el organismo del que proviene la misma. Las

secuencias de EmGST2 y EmGST3 fueron deducidas a partir de la secuencia obtenida del genoma de E. multilocularis

(Sanger Institute).
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