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1. RESUMEN

Este trabajo se enmarca en una linea general seguida por nuestro laboratorio
desde tiempo atras, basada en el estudio, a nivel molecular, de la biologia de los
parasitos Echinococcus granulosus y Mesocestoides vogae. Han surgido asi las
proteinas de unién de acidos grasos (FABPs), que podrian ser claves para la
supervivencia de E. granulosus y M. vogae, y son en si mismas todo un desafio. Los
cestodos son incapaces de sintetizar de novo la mayoria de sus propios lipidos
dependiendo de la captura de los mismos del hospedero, proceso en donde las FABPs
podrian estar involucradas. Las FABPs son proteinas muy conservadas a lo largo de la
escala zooldgica para las cuales la elucidacion de su funcién es uno de los temas aun
no resuelto por la comunidad cientifica internacional. Se trata de proteinas de bajo
peso molecular, principalmente intracelulares y capaces de unir acidos grasos (AG) y
otras moléculas hidrofoébicas pequefas. Previamente, hemos aislado dos genes que
codifican FABPs de E. granulosus (EQFABP1 y EQFABP2) y de M. vogae (MvFABPa y
MvFABPD).

En este trabajo nos proponemos profundizar en el conocimiento de la biologia
molecular de los cestodos mediante la comprensidén de los mecanismos moleculares
de accién de las FABPs de E. granulosus y M. vogae. Buscamos definir los destinos
subcelulares de las EgFABPs y las MvFABPs utilizando dos estrategias
experimentales distintas. Por un lado, aplicamos electroforesis uni y bidimensionales a
fracciones subcelulares de las formas larvarias e identificamos estas proteinas
mediante Western Blot y espectrometria de masa. Por otro lado, realizamos
inmunolocalizaciones in tofo y sobre criosecciones, buscando colocalizacién con
marcadores subcelulares fluorescentes. Asimismo, determinamos si estos organismos
son capaces de capturar un analogo de acido graso. Ademas, analizamos el
mecanismo de transferencia de ligandos desde EgFABP1, MvFABPa y MvFABPb
hacia membranas artificiales, utilizando ensayos de Transferencia de Energia de
Resonancia de Forster (FRET). Finalmente, nos propusimos identificar las proteinas
del parasito capaces de interactuar con las FABPs, utilizando dos métodos
complementarios, captura de ligando e inmunoprecipitacién, y posterior identificacion
mediante espectrometria de masa.

De esta manera identificamos a tres isoformas de EgFABP1 en la fraccidon
citosdlica, nuclear, mitocondrial y microsomal de células de protoescéleces de E.
granulosus. Proponemos que dos isoformas pueden poseer modificaciones
postraduccionales como fosforilacion y trimetilacion de lisinas. A pesar de los
esfuerzos realizados, EQFABP2 no pudo ser identificada en las fracciones analizadas,
sugiriéendonos una expresion baja o nula en el estadio de protoescéleces. Por otro
lado, encontramos que tanto MvFABPa como MvFABPb se localizan en la fraccion
citosolica, nuclear, mitocondrial y microsomal, de células de tetratiridios de M. vogae.
La presencia de MvFABPa y MvFABPb en citosol, nucleo y mitocondrias es verificada
a través de inmunolocalizaciones. Destacamos que este trabajo muestra, por primera
vez, que los tetratiridios son capaces de capturar acidos grasos del medio, y
proporciona evidencias que indican que MvFABPa y MvFABPb podrian ser las
responsables de distribuirlo en el citosol, ya que ambas MvFABPs colocalizan con el
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analogo de acido graso. Ademas, encontramos a MvFABPb en gotas lipidicas en el
citosol, sugiriendo la participacion de dicha proteina en el almacenamiento de AG. En
base a la localizacién nuclear de EgFABP1, MvFABPa y MvFABPb, asi como del acido
graso fluorescente, y a la presencia de la senal de localizaciéon nuclear en dichas
proteinas y de la senal de exportacion nuclear exclusivamente en MvFABPa,
sugerimos que EgFABP1 y MvFABPb podrian llevar AG al nudcleo, mientras que
MvFABPa podria exportar AG excedentes hacia el citosol. Debido a la localizacion de
MvFABPa en el aparato de Golgi, sugerimos que esta proteina podria ser secretada al
medio llevando, tal vez, AG hacia el exterior evitando asi su accion deletérea. También
es posible que EgFABP1, MvFABPa y MvFABPb transporten ademas, los AG hacia
las mitocondrias para ser utilizados como via alternativa de energia. En este trabajo
determinamos que el mecanismo de transferencia de ligandos desde EgFABP1,
MvFABPa y MvFABPb hacia membranas modelo es colisional. EQFABP1 y MvFABPa
presentan un comportamiento similar donde la interaccion proteina-membrana es
mediada por factores ionicos e hidrofébicos. En cambio, MvFABPb presenta un
mecanismo de transferencia del tipo colisional fuerte al transferir el ligando a las
membranas negativas mientras que adopta un mecanismo del tipo colisional débil para
entregar el ligando a las membranas neutras. Sugerimos que la alta densidad de carga
positiva en la region helical de MvFABPD seria la responsable de la fuerte interaccion
electroestatica que podria establecerse con las membranas negativas o con proteinas
de membrana que exponen residuos negativos. A partir del andlisis de las proteinas
que podrian interactuar con las FABPs encontramos que una proteina similar al factor
de elongacién de la planta del caucho podria interaccionar con EQFABP1, una proteina
similar a la cadena liviana reguladora de la miosina (CLRM) de invertebrados podria
interaccionar con MvFABPa y MvFABPD, y una proteina similar a la paramiosina de E.
granulosus podria interaccionar con MvFABPa.

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que las FABPs de los platelmintos
parasitos llevarian a cabo la mayoria de las funciones que actualmente cumplen los
diversos tipos de FABPs de vertebrados. El estudio de las modificaciones
postraduccionales de la EQFABP1, asi como de la posible interaccion entre las FABPs
estudiadas y factores transcripcionales, y la confirmacion de la interaccion de las
FABPs con las proteinas musculares identificadas nos permitira avanzar en el
conocimiento de las funciones de las FABPs.



2. INTRODUCCION

2.1. Proteinas de union de acidos grasos

2.1.1. Clasificacion

Las proteinas de unién de acidos grasos (FABPs), se clasifican dentro de la
superfamilia de las Calicinas. Esta superfamilia incluye a las proteinas de unién de
ligandos lipofilicos cuyos miembros estan ampliamente distribuidos en el reino animal
(Flower, 1993). Se subdivide en tres familias: las Avidinas, las Lipocalinas, y las
Proteinas de unién de lipidos intracelulares (iLBPs) (Flower, 1996). A pesar de
presentar baja identidad de secuencia a nivel aminoacidico (menos del 10% de
identidad), las Calicinas comparten su estructura tridimensional de barril § (Flower,
1996). Las iLBPs, incluyen a las proteinas de unién de acidos grasos (FABPs), junto
con las proteinas que unen &cido retinoico celular (CRABPs) y las que unen retinol
celular (CRBPs). Estas proteinas participan en la captura celular y transporte
intracelular de varios compuestos hidrofébicos, como son los acidos grasos de cadena
larga (AG), colesterol y retinoides, entre otros (Glatz et van der Vusse, 1996; Donovan
et al., 1996). Estos ligandos participan en diversos procesos celulares, incluyendo la
sintesis de membranas, modificacion de proteinas, regulacién de la transcripcion,
sefalizacién intracelular y provisidn de energia metabdlica. La calidad de insolubles de
los lipidos determina la necesidad de contar con moléculas capaces de transportarlos
a través del citoplasma y conducirlos hacia sus destinos metabdlicos. Miembros de las

iLBPs han sido identificados tanto en vertebrados como en invertebrados.

La presencia de las FABPs parece estar confinada al reino animal, sugiriendo
que el gen ancestral surgié luego de la divergencia de animales, hongos y plantas
(1200-1000 millones de afos atras). Se estima que la primera duplicacién génica
ocurrié hace alrededor de 930 millones de afios (Schaap et al., 2002). La hipétesis de
que estos genes comparten un origen evolutivo comun se apoya en que la
organizacién génica de las iLBPs de vertebrados es conservada y presenta una
estructura de cuatro-exones/tres-intrones (Ganformina et al., 2000; Schaap et al.,
2002; Veerkamp et Maatman, 1995).

Las FABPs son proteinas principalmente intracelulares, de entre 14 y 15 kDa

(127 a 134 aminoacidos). En mamiferos se han descrito nueve miembros, cada uno
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nombrado de acuerdo al 6rgano o tejido en donde fue aislado por primera vez y/o en el
que su expresion predomina: corazén (H-FABP) (Fournier et al.,1978), adipocito (ap2 o
A-FABP) (Bernlohr et al., 1984), higado (L-FABP) (Mishkin et al., 1972, Gordon et al.,
1983; Chan et al., 1985), cerebro/retina (B-FABP/R-FABP) (Feng et al., 1994),
intestino (I-FABP) (Alpers et al.,1984), epidermis (E-FABP/K-FABP) (Siegenthaler et
al., 1993), células de Schwann (proteina P2 de mielina/My-FABP) (Weise et al., 1980),
iledn (gastrotropina o il-FABP) (Walz et al., 1988; Gantz et al., 1989), y testiculos (T-
FABP) (Oko et Morales, 1994). Algunos miembros de esta subfamilia se expresan en
un unico tejido, mientras que otras lo hacen en varios. A modo de ejemplo, en
mamiferos se ha determinado que la expresion de A-FABP esta confinada casi
exclusivamente al tejido adiposo (Coe et Bernlohr, 1998); mientras que la H-FABP se
expresa en el corazén, musculo esquelético, rifidn, testiculos, glandula mamaria,
glandula adrenal y cerebro, predominando en los dos primeros tejidos (Hertzel et
Bernlohr, 2000). La expresion de FABPs en un tipo celular dado refleja su capacidad
de metabolizar lipidos, llegando a representar del 1 al 5% de las proteinas citosélicas

solubles totales (Haunerland et Spener, 2004).

En los invertebrados se han aislado varias FABPs de platelmintos, nematodos
y artrépodos. Dichas proteinas presentan identidad de secuencia baja con las FABPs
de vertebrados, siendo ésta mayor con las del tipo H-FABP (Esteves et Ehrlich, 2006).
Sin embargo, las estructuras resueltas y predictivas coinciden con la estructura de
barril B consenso descrita para las FABPs de vertebrados (Benning et al., 1992;
Haunerland et al., 1994; Jakobsson et al., 2003). Con respecto a la organizacion
génica, la posicion de los intrones de las FABPs de invertebrados es conservada en
relacidon a las proteinas de vertebrados aunque el numero de los mismos es variable.
Por otro lado, la expresion de FABPs en invertebrados parece estar relacionada a
procesos de desarrollo. Se considera la hipdtesis que la FABP de tipo cardiaca,
frecuente en invertebrados, podria ser cercana a la FABP ancestral y llevaria a cabo
todas las funciones de los diversos tipos de FABPs de vertebrados (Esteves et Ehrlich,
2006).

2.1.2. Estructura

Las FABPs poseen una identidad variable a nivel de su estructura primaria (20-

70%). A pesar de ello, se ha definido una region relativamente conservada en la
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secuencia aminoacidica de las FABPs, ubicada en el extremo N-terminal, que oficia de
huella de la familia: [GSAIVK]-{FE}-[FYW]-x-[LIVMF]-x(2)-{K}-x-[NHG]-[FY]-[DE]-x-
[LIVMFY]-[LIVM]-{N}-{G}-[LIVMAKR] (ExPASYy, entrada PROSITE PS00214).

Es también una caracteristica compartida por todos los miembros de la familia
su estructura de barril B (Figura 1). El mismo contiene diez cadenas B antiparalelas
organizadas en dos hojas casi ortogonales que forman un barril levemente eliptico,
con un motivo hélice-vuelta-hélice uniendo las dos primeras cadenas beta (BA y $B)
(Banaszak et al., 1994; Zhang et al.,, 2003). Se ha descrito una regién portal que
podria actuar como una puerta de ingreso y egreso de acidos grasos, que comprende
la hélice a-1l, y los giros BC-BD y BE-BF (Sacchetttini et al., 1989; Banaszak et al.,
1994). Mediante la comparacion de estructuras de apo y holo-FABPs se ha
determinado que existen regiones especificas de desorden en el dominio portal de la
forma apo (Richieri et al., 1999; He et al., 2007), sugiriendo asi que ocurren cambios

conformacionales en esta region durante la unién o liberacién del acido graso.

Figura 1. Estructura tridimensional de la proteina de union a acidos grasos 1 de
Echinococcus granulosus recombinante. Se muestra el ligando unido (acido palmitico).
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Los elementos de estructura secundaria se marcan con los nombres convencionales
(BA a BJ, a1y a2). Figura tomada de Jakobsson et al., 2003.

Los distintos miembros de la familia alojan el o los ligandos en un bolsillo
hidrofébico, variando la posicion o los puntos de contacto dependiendo de cada
proteina. Generalmente, los miembros del grupo al que pertenecen las H-FABPs
acomodan sus ligandos en una conformacion con forma de U, dirigiendo el grupo
carboxilato hacia el fondo de la cavidad para asi interaccionar con los residuos
Arg106-Arg126-Tyr128. La estructura de FABPs de invertebrados resueltas muestran
que el grupo carboxilato del ligando interacciona con la misma region interior del barril
(Esteves et Ehrlich, 2006). Todos los complejos FABP-acido graso cuya estructura ha
sido determinada exhiben una estequiometria de unién 1:1, con excepcion del de la L-
FABP que puede unir dos ligandos (Thompson et al., 1999; Hanhoff et al., 2002).

A pesar de no haberse detectado en estas proteinas dominios funcionales
consenso, podrian existir a nivel de superficie, elementos estructurales que conformen
sitios especificos de interaccion con membranas o proteinas. En particular en la FABP
de adipocito se han identificado ciertos dominios funcionales potenciales que incluyen
la sefial de localizacién nuclear (NLS), la sefal de exportacion nuclear (NES) y el sitio
de union de la lipasa sensible a hormona (HSL) (Ayers et al., 2007, Gillian et al., 2007;
Smith et al., 2007). La secuencia primaria no muestra la sefial NLS consenso lineal (K-
K/R-X-K/R); sin embargo, la sefial se encuentra en la estructura tridimensional de la
proteina y se localiza en tres residuos basicos (K21, R30, K31) en la regidon hélice-
vuelta-hélice (Ayers et al., 2007). La sefial NES tampoco esta presente en la estructura
primaria pero se ensambla en la estructura terciaria a partir de tres residuos de
leucinas no-adyacentes (L66, L86, L91) (Ayers et al., 2007). La entrada de ciertos
ligandos activa la sefial NLS; genera una oscilacién de la F57, cerrando el portal y
contrayendo el bolsillo de unién. Se ha demostrado que los ligandos que actuan como
no-activadores (por ejemplo, oleato y estearato) protruyen desde el portal, impidiendo
su cierre, mientras que los ligandos activadores (por ejemplo, troglitazona, acido
linoleico, y sulfonato de anilinonaftaleno) favorecen la conformacién en donde la sefial
NLS esta expuesta (Gillian et al., 2007).



2.1.3. Funciones

La funcion especifica de cada FABP estd aun bajo investigacion, si bien
recientemente se han obtenido hallazgos prometedores (Smith et al., 2007; Storch et
Cdrsico, 2008, Hostetler et al., 2009, Storch et Thumser, 2010). La abundancia tejido
especifica y afinidad diferencial por los acidos grasos, sugieren que cada FABP puede
cumplir roles especificos dentro de los tejidos en que se encuentran (Storch et
McDermott, 2009). Por ejemplo, a la I-FABP se le atribuye un rol en la absorcion de los
acidos grasos de la dieta, mientras que la H-FABP y la L-FABP se relacionan con la

beta-oxidacion cardiaca y la oxidacion peroxisomal, respectivamente.

Tradicionalmente, se ha postulado que la funcién general de estas proteinas es
la solubilizacién de sus ligandos y su transporte a través del citosol (Peeters et
Veerkamp, 1989; Waggoner et al., 1990). Sin embargo, con el correr de los afos su
caracter de meros transportadores se ha ido modificando. Hertzel y Bernlhor
consideran a las FABPs como chaperonas, debido a su capacidad de proteger y dirigir
a los acidos grasos dentro de la célula y por su participacién activa en la adquisicién o

remocioén de acidos grasos de los depésitos intracelulares (Hertzel et Bernlhor, 2000).

Algunos miembros de esta familia estarian implicados en procesos de
regulacion de la expresion génica (Schroeder et al., 2008, Hostetler et al., 2009),
modulacion del crecimiento y proliferacion celular (Madsen et al., 1992; Yang et al.,
1994; Shimizu et al., 1997; Wang et al., 2003), y regulaciéon del metabolismo lipidico
(Shen et al.,, 1999; Scheja et al 1999; Coe et al., 1999; Hertzel et al., 2002).
Participarian, ademas, en la captura de acidos grasos desde el medio extracelular,
cooperando con los transportadores de membrana (FAT/CD36, FABPpm, FATP) (van
der Vusse et al.,, 2002). Recientemente, se ha establecido la intervencién de las
FABPs de macréfagos en procesos inflamatorios a través de su rol en la sintesis del

leucotrieno C4 (Long et al., 2013).

Las FABPs podrian adquirir o entregar sus ligandos a las membranas a través
de diferentes mecanismos. Mediante ensayos de Transferencia de Energia de
Resonancia de Forster (FRET) se ha demostrado que la mayoria de las FABPs

transfieren su ligando a través de un mecanismo colisional que involucra interacciones
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directas entre la proteina y la membrana, mientras que unas pocas utilizan un
mecanismo de difusién en donde el ligando difunde hacia la pelicula acuosa adyacente
a la membrana. EI mecanismo colisional seria aplicable a las proteinas de los
subgrupos H-FABP, I-FABP, A-FABP, K-FABP, entre otras (Kim et Storch, 1992a;
Wootan et al.,, 1993; Hsu et al., 1996; Storch et Thumser, 2000), mientras que el
proceso de difusién ha sido descrito para las L-FABP y la proteina de unién a retinol
celular de tipo Il (CRBP-II) (Kim et Storch, 1992b; Herr et al., 1999; Thumser et
Storch, 2000). En este contexto, el dominio a-helicoidal de las FABPs estaria
implicado en la transferencia de los acidos grasos mediante interaccion electroestatica
entre los fosfolipidos aniénicos de las membranas y los residuos basicos de este
dominio, en particular los residuos de lisina (Herr et al., 1995, Herr et al.1996; Cérsico
et al., 1998; Liou et al., 2001). Experiencias que involucran la delecion de este
dominio, la generacién de proteinas quiméricas y la modificacion de los residuos de
lisinas en esta region, corroboran la importancia del dominio a-helicoidal y de los
residuos de lisinas en la interaccion FABP-membrana (Cistola et al., 1996; Wu et al.,
2001; Cdrsico et al., 2004; Franchini et al., 2008; Cérsico et al., 2005).

Una de las proteinas sobre la que se ha estudiado exhaustivamente su funcion
in vitro es la A-FABP. Esta proteina interactia con la lipasa sensible a hormona (HSL),
sugiriendo el pasaje del ligando lipidico desde la A-FABP al sitio catalitico de la enzima
para regular su actividad enzimatica (Shen et al.,, 1999). Smith y colaboradores
reportan que la A-FABP unida a ligando interacciona con la HSL fosforilada activada e
identifican una regidn en el dominio helical de la A-FABP, llamada el cuarteto cargado
(Asp17-Arg30-Asp18-Lys21), como el sitio de interaccion con la HSL (Smith et al.,
2007; Smith et al., 2008). Este cuarteto esta conservado en otras FABPs que
interaccionan con HSL (H-FABP y E-FABP) pero no en aquellas que no interaccionan
(L-FABP y I-FABP), y podria ser un dominio de interaccion con proteinas general,
utilizado por las FABPs en el control regulatorio del metabolismo lipidico (Smith et al.,
2008).

También ha sido descrita la interaccion entre la E-FABP y la proteina de unién de
calcio S100A7 en presencia de cationes divalentes, relocalizandose en estructuras de

adhesion a membrana (Ruse et al., 2003).



La busqueda de los destinos intracelulares ha sido una aproximacion adoptada
por varios investigadores como forma de esclarecer la funcion de los miembros de
esta familia de proteinas. En la ultima década ha surgido fuerte evidencia indicando
que varios miembros de la familia de las FABPs transportarian acidos grasos desde el
citoplasma hacia el nucleo donde serian transferidos a receptores nucleares, como
respuesta a la activacién por sus ligandos especificos. Varios grupos han demostrado
no solo la localizacién nuclear de la proteina y su ligando, sino también, el efecto
activador del ligando en el proceso de translocacién citoplasma-nucleo, asi como la
presencia de senales de translocacion nuclear y exportacion al citoplasma (Ves-
Losada et al., 2001; Wolfrum et al., 2001; Huang et al., 2002; Gillilan et al., 2007;
Ayers et al., 2007). Distintas experiencias sugieren que varios miembros de las FABPs
interaccionarian con los receptores nucleares para transferirles el ligando unido, por
ejemplo: A-FABP y E-FABP interaccionan con PPAR gama y beta, respectivamente;
H-FABP con PPAR alfa; L-FABP con PPAR alfa y gama (Isseman et al., 1992; Tan et
al., 2002; Schroeder et al., 2008).

Por otro lado, estudios de localizacién intracelular han sugerido que la H-FABP,
se localiza en mitocondrias y nucleos; [|-FABP en mitocondria, reticulo
endoplasmico/Golgi y regién perinuclear, mientras que la L-FABP en los
compartimentos anteriores y en la matriz de los peroxisomas, (Borchers at al., 1989;
Thumser et Storch, 2007; Karsenty et al., 2009). Se determind que la expresién de
esta Ultima es inducida por clofibrato (proliferador de peroxisomas) (Antonenkov et al.,
2006). Asimismo, Karsenty y colaboradores han estudiado la distribucion intracelular
de la I-FABP, determinando que el dominio helical, podria ser importante para
direccionar a la I-FABP hacia la region perinuclear, pero no hacia el reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y mitocondria, y que este dominio no es esencial para

la union del ligando (Karsenty et al., 2009).

En la figura 2 se muestra una sintesis de las funciones que podrian llevar a
cabo las FABPs.
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Figura 2. Funciones putativas de las FABPs en la célula. Se muestra el posible transito
de AG transportados por las FABPs. Figura tomada y modificada de Furuhashi et
Hotamisligil, 2008.

2.1.4. Patologias vinculadas a las FABPs

La comprension de las funciones de las FABPs en sistemas complejos ha sido
ampliada mediante el estudio de células o animales en donde la expresion de estas
proteinas esta genéticamente alterada (Hotamisligil et al., 1996; Binas et al., 1999;
Vassileva et al., 2000; Owada et al., 2002; Martin et al 2003; Owada et al., 2006). Es
asi que, se han abierto nuevas interrogantes sobre los efectos sistémicos de las
FABPs in vivo y sus mecanismos de accién. Estos estudios consideran a las FABPs
como blancos terapéuticos potenciales para un rango de desérdenes asociados,
incluyendo obesidad, diabetes y aterosclerosis. Se ha observado en algunos animales
o tejidos deficientes en una FABP que existe una compensacion de la FABP ausente
mediante la sobreexpresion de otra FABP; por ejemplo, en adipocitos la ausencia de la
A-FABP provoca el aumento de la E-FABP, normalmente presente en bajos niveles
(Hotamisligil et al., 1996; Shaughnessy et al., 2000).
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Las FABPs también parecen ser marcadores sensibles del dafio tisular debido
a que la concentracion tisular es relativamente alta y la concentracion en plasma es
baja. Se ha demostrado que la H-FABP no sélo es un marcador excelente para la
deteccion temprana del dafio cardiaco en sindromes coronarios agudos, sino también
es suficientemente sensible para detectar dafos menores de miocardio en fallas
cardiacas y muestra valores prondsticos promisorios para los eventos cardiacos (Chan
et al., 2003; Bruins Slot et al., 2008). Resultados promisorios se obtuvieron utilizando
la L-FABP de plasma como nuevo marcador para la deteccion de dafio hepatico,
mientras que el nivel de L-FABP urinario es un buen indicador de lesion renal. El dafio
intestinal puede ser detectado especificamente por la I-FABP del plasma. El uso
diagnostico de la A-FABP, de la T-FABP y de la E-FABP, entre otras proteinas de
unién a lipidos, todavia no ha sido explorado para la deteccion de dafio tisular (Pelsers
et Glatz., 2009).

2.2. Modelos experimentales

Nuestro grupo de investigacién se ha centrado en el estudio de la estructura y
funcion de las FABPs en los platelmintos parasitos Echinococcus granulosus (Esteves
et al., 1993, Alvite et al., 2001; Esteves et al., 2003a; Jakobsson et al., 2003, Esteves
et Ehrlich, 2006; Esteves, 2009) y Mesocestoides vogae (Alvite et al., 2008). En el

presente trabajo utilizamos ambos parasitos como organismos de estudio.

2.2.1. Clasificaciéon taxonémica

El phylum Plathyhelminthes incluye los helmintos acelomados de cuerpo
achatado dorso-ventralmente y simetria bilateral. Este phylum contiene cuatro clases:
Turbellaria, Monogenea, Trematoda y Cestoidea o Cestoda. La clase Cestoidea
incluye endoparasitos que no poseen tracto digestivo, se alimentan debido a la
capacidad de absorcion del tegumento sincitial cubierto de microtricas. Generalmente
son segmentados y presentan érganos adhesivos en la extremidad anterior (ventosas).
La clase Cestoda se divide en las subclases Cestodaria y Eucestoda. El cuerpo o
estrobila de los organismos eucestodos es segmentado y consiste en un nimero de
unidades reproductivas (proglétides) conteniendo 6rganos masculinos y femeninos.
Esta subclase posee cuatro érdenes: Tetraphyllidea, Trypanorhynca, Pseudophyllidea
y Cyclophyllidea. El orden Cyclophyllidea se caracteriza por la presencia de un escdélex
con cuatro ventosas musculares semi-esféricas y generalmente un rostelo que

usualmente presenta ganchos. Este orden se subdivide en 14 familias, dos de las
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cuales son Mesocestoididae y Taeniidae que incluyen parasitos de animales
domésticos. La familia Taeniidae es la mas importante del orden Cyclophyllidea desde
el punto de vista sanitario y econémico e incluye los géneros Taenia y Echinococcus

(Thompson, 1995 y referencias incluidas).

Se definen cuatro especies dentro del género Echinococcus, E. granulosus, E
multilocularis, E. vogeli y E. oligarthrus, las cuales presentan una gran especificidad de
hospederos, posiblemente determinada por factores mecanicos, bioquimicos,
fisicoquimicos, nutricionales e inmunoldgicos. Recientemente dos nuevas especies
han sido identificadas: E. shiquicus (en mamiferos pequefios) y E. felidis (en leones
africanos), pero los potenciales de transmision se desconocen (Moro y Schantz, 2009).
La familia Mesocestoididae no es tan relevante para la sanidad y la economia
infectando a canes y gatos domésticos, solo algunos casos de infecciones en

humanos fueron descritos.

2.2.2. Ciclo de vida de Echinococcus granulosus

El ciclo biolégico del parasito E. granulosus se cumple entre animales
ungulados herbivoros y predadores caninos; bajo circunstancias especiales el hombre
es hospedero intermediario. Echinococcus requiere de dos hospederos mamiferos
para completar su ciclo de vida: un hospedero definitivo donde el adulto se desarrolla
en el intestino delgado, y un hospedero intermediario en cuyas visceras se desarrolla
el quiste hidatico o larva metacestode. El hospedero definitivo es un carnivoro que se
infecta al ingerir protoescdélices (PEs) que son producidos por multiplicacién asexual en
el estadio larvario de metacestode. En un solo quiste puede haber cientos de PEs y
cada uno es capaz de desarrollarse generando un gusano adulto sexualmente maduro
que apenas mide de 3 a 6 mm y es hermafrodita. Los adultos producen huevos, cada
uno de los cuales contiene un soélo embrion (oncésfera); estos huevos se depositan
con las heces del hospedero definitivo y son capaces de sobrevivir periodos variables
dependiendo de las condiciones ambientales. Los huevos son redondos, no
operculados, con seis ganchos y cubierta radialmente estriada y resistente
(Thompson, 1995).

La figura 3 ilustra el ciclo de vida de Echinococcus granulosus, comenzando
por el hospedero definitivo que se infecta por la ingesta de visceras que contienen
protoescdlices y el mismo se cierra en el hospedero intermediario (ovinos, bovinos,

porcinos, caprinos, equinos, camellos, ciervos, humanos) donde la oncdsfera penetra
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la pared intestinal, pasando al sistema circulatorio o linfatico, llegando asi a los

organos blanco donde se desarrolla la forma larvaria.

La larva metacestode o quiste hidatico de Echinococcus granulosus se
representa en la figura 4, es unilocular, esférica y contiene liquido en su interior. Esta
formada por una capa interna o capa germinativa, parcialmente sincitial, nucleada y
rodeada externamente por una capa elastica y acelular de espesor variable, la capa
laminar; ésta esta rodeada a su vez por una capa fibrosa producida por el hospedador

llamada capa adventicia.

escolex se une ‘

al intestino sy

.-. adulto en intestino
[ 6 delgado

protoescdlex
del quiste ,
ingestion de quistes \

(en drganos) hospedero definitivo
(perros y otros caninos)

hospedero intermediaric  ingestion de
(oveja, vaca, etc.)  huevos (heces)

huevo
embrionado
en heces

/

oncosfera

quiste hidaticoen . eclosiona, penetra

higado, pulmones, pared intestinal
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Figura 3. Ciclo de vida de Echinococcus granulosus. Figura tomada y adaptada de
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.

A partir de la capa germinativa se desarrollan directa o indirectamente todos los
elementos de la hidatide. El desarrollo y crecimiento del quiste es lento, crecen de 1 a

5 cm por afo y pueden alcanzar tamafios de hasta 20 cm. En su interior se encuentra
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una gran cantidad de liquido, junto con vesiculas proligeras, protoescélices y quistes
hijos. Las vesiculas proligeras son espesamientos de la capa germinativa hacia el
interior del quiste que quedan unidos por pedunculos a la capa germinativa. En su
interior se desarrollan los protoescélices. Por rotura del pedunculo las vesiculas
pueden quedar libres en el liquido hidatico, y a su vez, si la hidatide se rompe los
protoescolices podran ser liberados. Las vesiculas hijas presentan la misma estructura
de la hidatide madre (Thompson, 1995). Existe la posibilidad de ruptura del quiste
hidatico dentro del hospedero, en cuyo caso puede producirse la resiembra de

protoescolices, generando asi nuevos quistes.

/, tejido del
// __/_ hospedero

=== capa adventicia
W capa laminar

i35 capa-germinativa

Figura 4. Representacion esquematica de la larva metacestode o quiste hidatico de E.
granulosus. a, b, ¢, y d son etapas en el desarrollo de las vesiculas que dan lugar a los
PEs (proligeras). Figura tomada y modificada de Thompson, 1995.

2.2.3. Echinococcosis quistica

La forma larvaria de Echinococcus granulosus (Cestoda) es la causante de la
Echinococcosis quistica, una zoonosis cosmopolita. Ha sido identificada desde hace
siglos como un importante problema de salud humana, con una mortalidad en la

actualidad del 2 al 4% (Ammann et Eckert, 1996; Turnes, 2011). Representa, ademas,
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un importante problema econdmico para aquellas regiones del mundo con una
economia basicamente ganadera. La enfermedad es endémica en América del Sur,
Africa, Australia, Europa mediterranea y Asia (Garippa et al., 2004; Torgerson et al.,
2006; Ahmadi et Meshkehkar, 2011). La infeccion causada por E. granulosus ha re-
emergido en ciertas areas donde se creia controlada, por ejemplo, en Bulgaria y en el

pais de Gales (Romig et al., 2006).

Cinco paises de América del Sur, Argentina, Brasil, Chile, Perd y Uruguay, se
encuentran clasificados como paises con alta infeccién (Irabedra et Salvatella 2010;
Larrieu et Zanini, 2012). En éstos, la economia pecuaria se basa en gran medida en la
cria de bovinos y ovinos, existiendo la costumbre de alimentar a los canes con las
visceras resultado de la faena domiciliaria, las que pueden estar infectadas con la
forma larvaria, continuando asi el ciclo del parasito hacia la forma adulta (FAO, 2007).
Esta zoonosis tiene repercusiones sobre la economia ya que a los gastos en salud
publica y campafas de prevencion deben sumarse las pérdidas de produccion, ya sea
por decomisos de aduana, por pérdida de peso de bovinos y ovinos, disminucién de
litros de leche producidos, de fecundidad y pérdida por kilos de lana. A nivel mundial
las pérdidas se calculan en US$ 763:000.000 por afio en pérdidas humanas y US$
2.200:000.000 por afio en pérdidas para la ganaderia (Congreso Mundial de
Hidatidosis 2009, Uruguay). Un informe de la FAO muestra que las pérdidas minimas
por produccion en el cono sur de América Latina a causa de la Echinococcosis quistica

oscilan entre 77 y 115 millones de ddlares.

Para nuestro pais las pérdidas por produccion se calculan entre 13 y 19
millones de dodlares. Las pérdidas en términos de salud humana asciende a 30
millones de ddlares en la regién, con un costo de U$S 4.102 por paciente (Guarnera et
al., 2005; FAO, 2007). En nuestro pais la poblacién afectada incluye principalmente
trabajadores rurales y sus familias, habitantes de centros poblados pequefos o
residentes de areas de contexto socio econdmico critico, muchas veces en los
cinturones de las ciudades. Relevamientos ecograficos (screening de masas)
realizados en el afio 2006 muestran un porcentaje de infeccidn en areas rurales del 1
al 3% de la poblacién general, con aparicion de quistes hidaticos hialinos de higado en
nifos. La aparicion de estos casos muestra que no se ha producido el corte de la
enfermedad (Comision Nacional de Zoonosis, 2006, Uruguay; FAO, 2007). En el afio
2007 comienza a aplicarse un nuevo Plan Estratégico basado en un enfoque de
riesgo, centrado en areas identificadas como favorables a la introduccion y/o

mantenimiento de los ciclos endémicos (Irabedra, 2009). Un estudio de situacion
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realizado en 2008 por la comision de zoonosis sobre estas poblaciones (13 pueblos
seleccionados) encontré 12,4% de muestras positivas, comprobandose ademas que

un 22.2% mantienen la practica de alimentar a sus perros con viceras (Elola, 2009).

Hace 30 afios, la cirugia era la opcion para el tratamiento de los quistes
hidaticos. Mas recientemente se han introducidos tratamientos que han
complementado e incluso reemplazado el uso de la cirugia, evitando el riesgo de la
ruptura del quiste y la resiembra de protoescélices. Consisten en quimioterapia con
compuestos benzimidazolicos y tratamientos con puncion del quiste, aspiracion,
inyeccion de quimicos y re-aspiracion (Moro y Schantz, 2009). El 30 al 50% de los
pacientes tratados con drogas benzimidazdlicas presentan una regresion significativa
del tamano del quiste y alivio de los sintomas, mientras que un tercio
aproximadamente se curan. Sin embargo, del 20 al 40% de los casos no responde
favorablemente (Davis et al., 1989; Horton, 1989; Todorov et al., 1992; Smego et al.,
2005; EI-On, 2003). En el tratamiento de la Hidatidosis se ha utilizado exitosamente la

combinacion de praziquantel y albendazol (Mohamed et al., 1998; Cobo et al., 1998).

En términos de prevencion se ha desarrollado una vacuna recombinante
Providean Hidatil EG95, actualmente comercializada por Tecnhovax en Argentina, que
confiere 96-98% de proteccién. Ensayos en Australia y Argentina han demostrado que
después del afio de la inmunizacion, el 86% de las ovejas vacunadas estaban libres de
quistes hidaticos viables. La vacunacién redujo en un 99.3% el niumero de quistes
viables (Lightowlers et al., 1999; Heath et al., 2003). Modelos matematicos indicarian
que la combinacion de la vacunacion de ovejas y el tratamiento de perros con drogas
antihelminticas seria la estrategia mas efectiva contra la echinococcosis (Torgerson,
2006; Moro y Schantz, 2009).

Si bien se han desarrollado estrategias de erradicacion, no han sido exitosas,
tal vez porque las politicas adoptadas no han sido persistentes y eficaces (Turnes,
2011). De todos modos, se ha avanzado en el desarrollo de ensayos de diagndstico
serolégico, que permiten un diagnostico precoz de la enfermedad, aunque la

especificidad y sensibilidad alcanzadas no son aun satisfactorias (Siles-Lucas, 2009).
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2.2.4. Mesocestoides vogae, syn. (corti)

Dentro del género Mesocestoide, Mesocestoides vogae, a pesar de no ser una
amenaza para la salud publica, es un interesante organismo modelo para el estudio de
la biologia de los cestodos, ya que presenta similitudes con tenias de interés sanitario.
Es considerado un modelo para el estudio de inmunologia, bioquimica, desarrollo y

reproduccién de cestodos (Britos, 2000; Koziol et Castillo, 2011).

En la década del 60 se lograron aislar tetratiridios (larvas) de la cavidad
peritoneal de lagartijas, demostrandose que estas larvas eran capaces de proliferar
asexualmente por fisién longitudinal al ser inyectadas en el peritoneo de ratones
(Specht y Voge, 1965). Los linajes de los organismos utilizados para experimentacion
en los distintos laboratorios provienen de este aislamiento original. Es posible observar
in vitro la reproduccion asexual y la diferenciacion al estado adulto sexuado. Este
parasito es de facil mantenimiento en el laboratorio mediante pasajes intraperitoneales
en ratones machos, obteniendo asi un alto numero de larvas, no siendo asi en E.
granulosus. El material parasitario obtenido de esta manera es mas homogéneo,
desde un punto de vista genético, que aquel que proviene de infecciones naturales
(Smyth, 1990). A pesar de que la prevalencia de la echinococcosis quistica se
mantiene en niveles importantes en nuestro pais, la obtencion de material parasitario
en los frigorificos es dificultosa y el mismo es escaso, por este motivo adoptamos este

cestodo con las ventajas que presenta como organismo modelo.

Mesocestoides tiene un ciclo de vida indirecto, del que no se conocen todos los
detalles para cada especie (Figura 5). Los primeros hospederos
intermediarios son artrépodos (hormigas, escarabajos copréfagos, acaros oribatidos)
que ingieren los huevos expulsados con las heces de un hospedero principal. En ellos
se desarrollan las larvas cisticercoides. Estos artrépodos son ingeridos, a su vez, por
los segundos hospederos intermediarios que pueden ser reptiles, anfibios, aves o
pequefios mamiferos. En ellos se liberan los cisticercoides que se desarrollan a larvas
tetratiridios e invaden su cavidad peritoneal. Cuando un gato o un perro ingieren a su
vez a unos de estos segundos hospederos intermediarios, los tetratiridios se liberan en
el estbmago, alcanzan el intestino, se desarrollan a adultos y comienzan a poner

huevos. El periodo de prepatencia dura de 15 a 20 dias.

También puede ocurrir que la mascota u otro hospedero definitivo ingieran

accidentalmente un artrépodo contaminado. En este caso, los cisticercoides daran
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lugar en él a los tetratiridios que, en vez de quedarse dentro del intestino, atravesaran

la pared intestinal e invadiran la cavidad peritoneal. En esta ultima podran ademas

multiplicarse asexualmente por simple division longitudinal (Witenberg, 1934, citado en

Webster, 1949). En este caso se habla de una tetratiridiosis,

la mesocestoidiasis que es la infestacion del intestino con formas adultas.

Humanos se convierten
accidentalmente en hospederos
luego de ingerir carne cruda
conteniendo tetratiridios.

Carnivoros, sirven como hospederos
definitivos, infectdndose luego de ingerir
carne conteniendo tetratiridios.

e

Desarrollo a larva
(tetratiridio), luego de ser
ingerido por el hospedero

Oncésfera ingerida por el
hospedero intermediario,
artrépodo.

intermediario secundario. ; i i : /

Adulto en intestino
delgado.

Proglétides gravidas
en heces.

Oncésfera en érgano
parauterino.

en vez de

Figura 5. Ciclo de vida de Mesocestoides vogae. Figura tomada y adaptada de

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.

Anatomicamente, los tetratiridios consisten en tegumento, parénquima, ventosas,

musculos internos, sistema excretorio o osmoregulatorio, sistema nervioso y en el pool

de células germinativas (Hess, 1980).
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2.3. Metabolismo lipidico en platelmintos parasitos

Como se mencionara anteriormente, los lipidos son un grupo heterogéneo de

compuestos con roles cruciales en la estructura celular y en el metabolismo
energético. Actuan también como moléculas reguladoras y de sefalizacion, facilitando
una comunicacion dinamica entre el medio extracelular, los depédsitos citoplasmaticos,
organelos, y el nucleo, para controlar las actividades bioldgicas multiples. Debido a las
propiedades fisicoquimicas de los lipidos, el transporte hacia los sitios de
procesamiento y accion deberia estar mediado por proteinas de union a lipidos (LBP)
(Alvite et Esteves, 2011; Alvite et Esteves, 2012).
A pesar que el conocimiento del metabolismo lipidico en los platelmintos parasitos es
escaso, se han establecido dos paradigmas que han gobernado los estudios por
décadas: la incapacidad de sintetizar de novo los acidos grasos y esteroles (Meyer et
al., 1966; Jacobsen et Fairbairn, 1967; Smyth and McManus, 1989) y la ausencia de
oxidacion de acidos grasos (Ward et Fairbairn, 1970; Barrett et Korting, 1976).

Si bien el metabolismo lipidico de los platelmintos parasitos es restringido, se
ha demostrado que pueden elongar acidos grasos (Meyer et al., 1970) y sintetizar
lipidos complejos con preferencia de fosfolipidos (Young et Podesta, 1982), sugiriendo
un rol en la sintesis de membranas. Por otro lado, a pesar de que los platelmintos
parasitos contienen gran cantidad de triacilglicéridos (TAG), éstos no parecen ser
fuente de energia (Ward et Fairbairn, 1970; Barrett et Kérting, 1976). Sin embargo, las
enzimas de la beta oxidacidn estan presentes en los platelmintos Fasciola hepatica y
Himenolepis diminuta y presentan actividad variable (Ward et Fairbairn, 1970; Barrett
et Korting, 1976; Seubert et al., 1968; Vinaud et al., 2007; Vinaud et al., 2009). La
ausencia de la via oxidativa fue explicada por la ausencia de enzimas del ciclo de los
acidos tricarboxilicos, ciclo enlazado con la oxidacién de acidos grasos (Barrett et
Karting, 1976).

Vinaud y colaboradores han demostrado la habilidad de Taenia crassiceps de
producir energia a partir de lipidos, como fuente de energia alternativa, cuando la
concentracién de glucosa es baja o en presencia de antihelminticos (Vinaud et al.,
2007; Vinaud et al., 2009). Probablemente, las drogas impiden la captura de glucosa
del ambiente, favoreciendo el uso de acidos grasos como fuente alternativa de energia
(Vinaud et al., 2009).
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Los lipidos son necesarios para la biosintesis de membranas y renovacion
debido al crecimiento continuo y reproduccion asexual. Los platelmintos pueden
absorber precursores (acidos grasos, glicerol, colina, fosfocolina, etanolamina,
fosfoetanolamina, inositol, y fosfoinositol) e incorporarlos en fosfolipidos,
triacilglicéridos y esteroles (Young et Podesta, 1982). Estudios en Schistosoma
mansoni demostraron que estos parasitos capturan acidos grasos y los metabolizan e
incorporan rapidamente en fosfolipidos, en particular fosfatidilcolina (Brouwers et al.,
1997). Una vez incorporados, los acidos grasos acilados pueden estar sujetos a
dacilacién/reacilacion permitiendo la transferencia a otra clase de lipidos. Pequenas
cantidades de acidos grasos son luego utilizadas en la sintesis de TAGs,
probablemente como depdsito, evitando concentraciones altas intracelulares de acidos

grasos libres (Barrett, 1981).

Los platelmintos serian también incapaces de sintetizar esteroides de novo, sin
embargo, pueden incorporar rapidamente esteroides exdégenos y acidos grasos en
ésteres de esteroides (Barrett, 1983). En S. mansoni se ha demostrado la adquisicion
de colesterol de las lipoproteinas del hospedero (Rumjanek et al., 1983, Rumjanek et
al., 1988). Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se unen a la superficie de las
larvas y los adultos (Bennett et Caulfield, 1991). Las LDL unidas podrian proveer
fosfolipidos y esteroles al parasito. Varios receptores o proteinas de unidn,
involucradas en la interaccién con las LDL o con las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), han sido descritas en S. mansoni (Rumjanek et al., 1988; Tempone
et al.,, 1997). En S. japonicum se ha encontrado una proteina de unién a lipoproteinas
de muy baja densidad (SVLBP) en el tegumento y en el revestimiento intestinal
(Rogers et al., 1989). Las lipoproteinas LDL o VLDL unidas a la superficie del parasito
pueden inhibir la unidon de anticuerpos humanos anti-schistosoma, y asi ayudarlo a la
evasion de las reacciones citotoxicas dependientes de anticuerpos a través del

enmascaramiento de los antigenos del parasito (Chiang et Caulfield, 1989).

Existe evidencia que indica que la sintesis de prostaglandinas, tromboxanos y
eicosanoides a partir de acido araquidénico (20:4) o 4cido linoleico (18:2) exégeno, es
posible en Taenia taeniformis, Spirometra erinacei, S. mansoni, y Trichobilharzia
ocellata (Rumjanek et Simpson, 1980; Leid et McConnell, 1983a; Leid et McConnell,
1983b; Fukushima et al., 1993; Nevhutalu et al., 1993; Gao et al., 1993; Belley et
Chadee, 1995). En vertebrados, el acido araquidénico deriva de la desaturacion del

acido linoleico y es el precursor de los eicosanoides. Debido a que los platelmintos
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parasitos no pueden realizar sintesis de novo de acidos grasos ni poseen mecanismos
de desaturacion (Meyer et al., 1970), el acido araquiddnico tiene que ser adquirido de
sus hospederos. La produccién de prostaglandinas de los helmintos podria modular el
sistema inmune del hospedero y el establecimiento de la infeccion (Kubata et al.,
2007).

2.4. FABPs en platelmintos parasitos

Los platelmintos parasitos dependen del secuestro y utilizacién de los lipidos
del hospedero durante la infeccién. Por lo tanto, es esencial que tengan un sistema de
unién de lipidos eficiente para capturar y transportar moléculas hidrofébicas claves. En
este sentido, no llama la atencién que las proteinas de unién a lipidos hayan sido
extensamente estudiadas en estos organismos, entre ellas se encuentran las
proteinas de unién de ligandos hidrofébicos (HLBPs) y las proteinas de union de
acidos grasos. Las HLBPs y las FABPs comparten la habilidad de unir lipidos, pero
difieren en la especificidad de unién de ligandos, en la estructura y organizacion
molecular, en la localizacién intra/extracelular, en la distribucion filogenética, en la
evolucion y en sus posibles funciones. Los miembros de los dos grupos son blancos
en estudio para quimioterapia, desarrollo de vacunas e inmunodiagnéstico (Alvite et
Esteves, 2012).

Durante mucho tiempo, el trabajo con platelmintos parasitos en el area
molecular, se ha centrado en la busqueda e identificacion de especies, cepas, asi
como antigenos para diagndstico e inmunoproteccion y los genes responsables de su
sintesis. En esta direccion, varias FABPs han sido aisladas por sus propiedades
inmunogénicas, demostrando una actividad protectora significativa frente a la infeccion
experimental en modelos animales. La primera FABP de platelmintos descrita fue la
aislada del parasito Schistosoma mansoni (Trematodo), fue nombrada Sm14,
indicando su masa molecular aparente (Moser et al., 1991). Sm14 fue identificada a
partir de una libreria de expresion usando un antisuero generado contra un extracto de
organismos adultos que gener6 inmunidad protectiva en ratones luego del desafio con
larvas (cercaria). La proteina recombinante fue rapidamente desarrollada y ensayada
como antigeno protectivo contra S. mansoni y también contra infecciones de Fasciola
hepatica (Tendler et al., 1996). Se han realizados varios intentos por optimizar el nivel

de proteccion frente a infecciones desafio pero en todos los casos la proteccion
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oscilaba alrededor de 50-60%, valor similar al obtenido con la proteina Sm14 nativa o
recombinante (Vilar et al., 2003; Varaldo et al., 2004; Abreu et al., 2004; Garcia et al.,
2008; Esteves, 2009; Mendes et al.,, 2010). La proteina Sm14 es uno de los seis
candidatos vacunales seleccionados por la Organizacion Mundial de la Salud para ser
sometida a ensayos clinicos. Actualmente, la vacuna Sm14 se encuentra en el estudio
de fase | para evaluar su seguridad en la prevencion de la Schistosomiasis
(http://clinicaltrials.gov/show/NCT01154049).

Posteriormente, proteinas homoélogas a Sm14 de S. mansoni, como Sj-FABPc de
Schistosoma japonicum (Becker et al.,, 1994; Yuan et al., 2007), SbFABP de
Schistosoma bovis (numero de acceso del GenBank: AY615730), Fh15 de Fasciola
hepatica (Rodriguez-Pérez et al., 1992; Lépez-Aban et al., 2007), FgFABP de Fasciola
gigantica (Estuningish et al, 1997), EQFABP1 y EgFABP2 de Echinococcus granulosus
(Esteves et al., 1993; Esteves et al., 2003a), MvFABPa y MvFABPb de Mesocestoides
vogae (Alvite et al.,, 2008), y TsFABP de Tenia solium (numero de acceso del

GenBank: AN ABB76135), fueron aisladas y caracterizadas (ver Figura 6).

A nivel proteico, las FABPs de cestodos y trematodos presentan baja identidad y
similitud entre ellas (Figura 6, Esteves et al., 1997). Sin embargo, sus estructuras
tridimensionales son similares a la estructura de barril beta descrita para las FABPs de
vertebrados (Jakobsson et al., 2003; Angelucci et al., 2004). Respecto a la estructura
geénica, los genes de vertebrados estan organizados en cuatro exones y tres intrones
que, aunque varian en tamafo, se localizan en posiciones conservadas. Los intrones
de las FABPs de invertebrados estan localizados en la misma posicidn que en los

genes de vertebrados, pero difieren en su niumero y tamano (Esteves et Ehrlich, 2006).

Las reconstrucciones filogenéticas agrupan a las FABPs de platelmintos en el
mismo cluster que las FABPs de vertebrados de tipo cardiacas (Esteves et al., 1997;
Angelucci et al., 2004; Esteves et Ehrlich, 2006) (ver Figura 6). Como se menciona
previamente, se ha planteado la hipétesis de que la FABP de tipo cardiaco, muy
frecuente en invertebrados, podria ser considerada cercana a la FABP ancestral
(Esteves et Ehrlich, 2006). Ademas, las FABPs de platelmintos son las mas antiguas
conocidas hasta el momento. En este sentido, es probable que la FABP ancestral
pudiera satisfacer todas las funciones de las FABPs de vertebrados actuales y la
especializacion funcional habria sido el resultado de pequefios cambios producidos en
la cavidad interior o en la superficie de la proteina favoreciendo la interaccion con

blancos especificos, dando lugar asi a los doce tipos de FABPs identificados en los
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vertebrados. Se propone un rol general y fundamental para las H-FABPs mediante el
transporte de acidos grasos en los tejidos que presentan metabolismo lipidico

anabdlico y catabdlico (Liu et al., 2003).

os0 Bl al ol B2 B3 B4 i 6 7
H-FABP (Hs) MVDAFLGTWKLVDSKNFDDYMKSLGVGFATRQVASMTKPTTIIEKNGD-ILTLKTHSTFKNTEISFKLGVEFDETTADDRKVKSIVTLDG-GKLVHLQKW 98
Sm14 (Sm) -MSSFLGKWKLSESHNFDAVMSKLGVSWATRQIGNTVTPTVTFTMDGD-KMTMLTESTFKNLSCTFKFGEEFDEKTSDGRNVKSVVEKNSESKLTQTQVD 98
SjFABPc (Sj) -MSSFLGKWKLSESHNFDAVMSKLGVSWATRQIGNTVTPTVTFTMDGD-TMTMLTESTFKNLSVTFKFGEEFDEKTSDGRSVKSVVTKDSESKITHTQKD 98

SbFABP (Sb) -MSTFLGKWKLSESHNFDAVMSKLGVSWATRQIGNTVTPTVTFTMDGD-KMTMLTESTFKNLSCTFKFGEEFEEKTSDGRNVKSVVEKNSESKLTQTQVD 98
ShFABP (Sh) -MSSFLGKWKLSESHNFDAVMSKLGVSWATRQIGNTVTPTVTFTMDGD-KMTMLTESTFKNLSCTFKFGEEFEEKTSDGRNVKSVVEKNSESKLTQTQVD 98
Fhl5 (Fh) -MANFVGSWKLEQSENMDAVLQKLGINVIKRKLITSSKPEITFTLEGN-KMTMKTVSALKTTVISFTFGEEFKEETADGRTVMTTFTKDSDSKISQVQKC 98
FgFABP(Fg) ------- SWKYGDSENMEAYLKKLGISSDMVDKILNAKPEFTFTLEGN-QMTIKMVSSLKTKITTFTFGEEFKEETADGKTAMTTVTKDSESKMTQVTTG 92

EgFABP1 (Eg) -MEAFLVTWKMEKSEGFDKIMERLGVDFVTRKMGNLVKPNLIVTDLGGGKYKMRSESTFKTTECSFKLGEKFKEVTRFTRGHFFMITVEN-GVMKHEQDD 98
EQFABP2 (Eg) -MEPFIGTWKMEKSEGFDKIMERLGVDYFTRKMGNMMKPNLIISDLGDGRYNMRSESKFKTSEFSFKLGEQFKEVTPDSREVMSMLTVED-GVLKQEQVG 98
TSFABP_(Ts) -MEPFIGTWRMEKSEGFDKIMERLGVDFVTRKMGNLMKPSLIVSDLGDGKYSMRSESKFKTTEFTFKLGEKFKETTPDSREVTSLITVEN-GVMKQEQVG 98

MvFABPa (Mv) ----------- EKSEHFDEVMQKLGVGFLTRQAGKLAKPTLIVSCLGDGKYKMRSESTFKNTEFEFKLGEEFKEETPDGRTVQSTITLDG-DTLKQVQVG 88
MvFABPb (Mv) -———--—---—- SKSEGFDEVMRHLGVNFIARKAGNTLKPTVTITSVGDGRYHMKLESTFKNTEFTFKLGEECDEVTADGRKVKSTITMDG-STMKHVQVG 88
Consenso PR HE N . .* . *. : *ox, Fooxonox ok

p8 B9 p1o
H-FABP (Hs) DGQETTLVRELIDGKLILTLTHGTAVCTRTYEKEA- 133
Sm14 (Sm) PKNTTVIVREVDGDTMKTTVTVGDVTAIRNYKRLS- 133

SjFABPc(Sj) SKNTTVIVREIVGDTMKTTVTVDDVTAIRNYKRL-- 132
SbFABP (Sb) PKNTTVIVREVDGDTMKTTVTVGDVTAIRNYKRLS- 133
ShFABP (Sh) PKNTTVIVREVDGDTMKTTVTVGDVTAIRNYKRLP- 133
Fh15 (Fh) PENTTHVVREVTGGKMIATVTVGDVKAVNNYHKV-- 132
FgFABP (Fg) PEYTTHVVREVVGDKMIATWTVGDVKAVTTLLKA-- 126
EQFABPL (Eg) KTKVTYIERVVEGNELKATVKVDEVVCVRTYYSKVA 134
EQFABP2 (Eg) KDKTTYIDRVVDGNELRATVKADELVCVRTYSRGM- 133
TsFABP (Ts) KGKTTYIDRVIEGNELKTTVKVDELVCVRTYVKAA- 133

MvFABPa (Mv) -EKTTYIDRVIEGNELKTIVKVDDVVSTRIYVKI-- 121
MvFABPb (Mv) -EKTTHIERVIEGDKMLTTVTVDDLVSKREYTRC-- 121

Consenso L

Figura 6. Alineamiento de secuencias de FABPs de platelmintos y comparacion con la
H-FABP humana. Secuencias alineadas: H-FABP, FABP cardiaca de Homo sapiens
(Hs); Sm14 de S. mansoni (Sm); SjFABPc de S. japonicum (Sj); SbFABP de S. bovis
(Sb); ShFABP de S. hematobium; Fh15 de F. hepatica (Fh); FgFABP de F. gigantica
(Fg); EQFABP1 y EgFABP2 de E. granulosus (Eg); TsFABP de T. solium (Ts) y
MvFABPa y MvFABPb de M. vogae (Mv). Se indica la estructura secundaria referida a
H-FABP (Hs) (1G5W.pdb): a, hélice a; B, cadena B; los nimeros indican el largo de
cada secuencia. Debajo de cada bloque se muestra la secuencia consenso de
acuerdo al algoritmo Clustal X usando la matriz Gonnet Pam 250: (*) identidad; (:) alta
similitud, (.) baja similitud. Figura tomada y modificada de Esteves, 2009.

En un intento de elucidar como las FABPs de platelmintos estan involucradas
en la captura de lipidos del hospedero y en su transporte a los organelos, se investigd
el mecanismo mediante el cual rSj-FABPc, de S. japonicum, transfiere los ligandos
hacia membranas aceptoras artificiales (McDermott et al., 2002). El mecanismo seria

colisional (mencionado anteriormente), similar al de las H-FABPs.
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Ademas de la captura y transporte de AG, no podemos descartar la existencia
de funciones especificas de estas proteinas dependiendo de las necesidades
particulares de cada organismo. En este sentido, existen reportes que podrian
involucrar a SjFABPc en el secuestro de drogas. La proteina fue detectada en las
glandulas vitelinas femeninas, estructuras relacionadas con el proceso mencionado
(Erasmus, 1975; Gobert, 1998). La FABP de adultos de F. hepatica se encontré en un
complejo nativo multimérico y altamente inmunogénico que consiste de por lo menos

ocho moléculas. El rol de este complejo todavia no es claro (Espino et Hillyer., 2001).

2.4.1. FABPs en los organismos de estudio

En E. granulosus se han identificado dos proteinas de unién a acidos grasos,
EgFABP1 y EgFABP2, que comparten 76% de residuos idénticos y presentan 96% de
similitud. Asimismo, ambas presentan una importante similitud de secuencia con la
FABP cardiaca de mamiferos (Esteves et al., 1997; Esteves et Ehrlich, 2006). La
estructura cristalografica de la proteina recombinante EgFABP1 revel6 la estructura
caracteristica de la familia consistente en un barril beta, indicando como posible
ligando un acido graso saturado de 16C y espacio suficiente para ligandos mayores
(Jakobsson et al., 2003) (ver Figura 1). Es interesante que tanto rEgFABP1 como
rSm14 acomodan el 4cido graso en una conformacién similar en forma de U, parecida
a la observada para las H-FABPs (Jakobsson et al., 2003; Angelucci et al., 2004).
Mediante comparacion con las estructuras de las FABPs caracterizadas se determina
que los aminoacidos conservados total o parcialmente se localizan en los giros del
barril beta, en la hélice alfa | y en el final de la hélice Il (Esteves, 2009). Los residuos
implicados en la union del grupo carboxilato del ligando, descritos para las H-FABPs
de vertebrados, también estan conservados en estas dos proteinas (Arg107, Arg127,
Tyr129).

Estudios de expresiéon indican la presencia de la proteina EQFABP1 en el
tegumento de los protoescoleces, siendo indetectable en la capa germinativa de la
larva metacestode (Esteves et al., 1993). Se han estudiado las propiedades de unién
de rEgFABP1, detectdndose alta afinidad por acidos grasos de cadena larga
insaturados como son el acido araquidénico y acido oleico (Alvite et al., 2001). Esta
proteina ha sido también analizada en su capacidad inmunogénica (Chabalgoity et al.,
1997; 2000; Alvite, 2006). Se realizaron ensayos donde se inmunizaron perros con
una construccion de Salmonella recombinante que expresa a EgQFABP1; los perros

generaron una buena respuesta humoral contra el antigeno pero una respuesta
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inmune celular pobre (Chabalgoity et al., 2000). Resultados in vitro muy alentadores
se han obtenido usando la proteina recombinante EgFABP1 combinada con los
antigenos de E. granulosus rEgTrp (Esteves et al., 2003b) y rEgA31 (Fu et al., 1999).
Esta combinacién genera una respuesta celular del tipo citoquinas Th1/Th2 (Fraize et
al., 2004). EgFABP1 ha sido recientemente identificada en el liquido hidatico y como
proteina de excrecidon-secrecién, mediante estudios in vivo e in vitro (Aziz et al., 2011,
Virginio et al., 2012). A partir de estos experimentos consideramos la posibilidad de
que esta proteina interaccione con las células del hospedero cercanas a la pared del
quiste, ya sea para adquirir lipidos necesarios para el parasito o incluso, para entregar

sus ligandos a los tejidos del hospedero para modular la respuesta inmune del mismo.

Por otro lado, se determiné que la regién promotora de EgFABP2 presenta
varias regiones consenso encontradas en promotores eucarioticos (caja TATA, sitio de
unién Sp1, caja CAAT), asi como elementos respuesta especificos en posiciones
proximales (PPRE, medio sitio GRE) y remotas (GATA, AP2, medios sitio GRE). Vale
la pena mencionar que en base a analisis computacionales, la presencia de los sitios
probables de elementos respuesta a glucocorticoides y a proliferadores de
peroxisomas (GRE y PPRE) se correlaciona con la presencia de elementos
funcionales similares en promotores de FABPs previamente reportados (Esteves et
cols., 2003, y referencias incluidas). La presencia de elementos putativos de respuesta
a hormonas en el gen de EgFABP2 sugiere un mecanismo interesante de adaptacion
hospedero-parasito involucrando la regulacion de la expresion de este gen de E.

granulosus.

Al adoptar a Mesocestoides vogae como modelo alternativo de estudio de
cestodos debido a las ventajas que presenta, nuestro grupo de investigacion ha
aislado a MvFABPa y MvFABPb determinando que las proteinas correspondientes
comparten 62% de identidad y 91% de similitud entre ellas y alta similitud con FABPs
de cestodos. Estas proteinas estan relacionadas filogenéticamente con las subfamilias
H-FABP y A-FABP de vertebrados. La expresion de dichas proteinas, al igual que las
FABPs de E. granulosus, fue observada mayormente a nivel del tegumento de los
tetratiridios (Alvite et al., 2008). Esta localizacién sugiere que las FABPs podrian estar
involucradas en la captura de acidos grasos del hospedero a través del tegumento.

En esta primera instancia se clonaron los ADNc de MvFABPa y b truncos, faltando la
region 5° que codifica para los primeros 10 aminoacidos. A posteriori nuestro grupo de
investigacion logré clonar los extremos faltantes de ambas proteinas mediante PCR

inversa (manuscrito en preparacion).
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

3.1.  Hipdtesis de Trabajo

En base a la informacion disponible, parece factible plantear como hipétesis de
trabajo que las proteinas de unién de acidos grasos de Echinococcus granulosus y
Mesocestoides vogae participan en la incorporacion desde el hospedero de moléculas
indispensables en la supervivencia de estos parasitos, y en el transporte intracelular
hacia y desde distintos destinos intracelulares. En este recorrido interaccionan con la
membrana plasmatica y/o con las subcelulares transfiriendo el ligando hacia y desde
los compartimentos intracelulares. Asimismo, estas FABPs interaccionan con
proteinas involucradas en el metabolismo lipidico y/o en la regulacién de la expresion
génica cediéndoles su ligando y regulando asi la actividad de enzimas y/o de
receptores nucleares. Por estos motivos cumplen roles fundamentales en la biologia

del parasito.

3.2.  Objetivo general

Este trabajo se enmarca en una linea general seguida por nuestro laboratorio
desde tiempo atras, basada en el estudio, a nivel molecular, de la biologia de los

parasitos Echinococcus granulosus y Mesocestoides vogae.

En estos estudios han surgido varias moléculas que podrian ser claves en la
supervivencia de E. granulosus y M. vogae, que son en si mismas todo un desafio.
Las FABPs son un grupo de ellas ya que estos organismos son incapaces de sintetizar
de novo acidos grasos. Las mismas son proteinas muy conservadas a lo largo de la
escala zooldgica para las cuales la elucidacion de su funcién es uno de los temas aun
no resuelto por la comunidad cientifica internacional. En este contexto, nuestro
objetivo general es profundizar en el conocimiento de la biologia molecular de los
cestodos a través de la comprension de los mecanismos moleculares de accién de las

FABPs de E. granulosus y M. vogae.

De esta manera, no soélo se aportaran elementos para la comprension de un
tema no resuelto como lo es la funcion de las FABPs, sino que también permitira
conocer su rol fisiolégico en los parasitos en estudio, aportando, ademas, nuevos

blancos potenciales para diagnéstico, drogas anti-parasitarias y vacunas.
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3.3.  Objetivos especificos

A través del presente trabajo, buscamos estudiar los destinos subcelulares de
las EQFABPs y las MvFABPs utilizando dos estrategias experimentales distintas. Por
un lado, aplicaremos electroforesis uni y bidimensionales a fracciones subcelulares e
identificaremos estas proteinas mediante Western Blot y espectrometria de masa, y
por otro lado, realizaremos inmunolocalizaciones in toto y sobre criosecciones,
buscando colocalizacion con marcadores subcelulares fluorescentes. Asimismo, nos
proponemos determinar si estos organismos son capaces de capturar un analogo de

acido graso fluorescente in vivo.

Ademas, planeamos abordar el estudio de las interacciones FABP-membrana y
FABP-proteinas. Primero, nos planteamos analizar el mecanismo de transferencia de
ligandos desde las EgFABPs y las MvFABPs hacia membranas modelo utilizando
ensayos de Transferencia de Energia de Resonancia de Forster (FRET). Finalmente,
nos proponemos identificar las proteinas del parasito capaces de interactuar con las
FABPs, utilizando dos métodos complementarios, captura de ligando (“pull down”) e

inmunoprecipitacion, y posterior identificacion mediante espectrometria de masa.
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4. LOCALIZACION SUBCELULAR DE EgFABPs Y MvFABPs

4.1. Materiales y métodos

Para explorar el destino de los acidos grasos transportados por las EgFABPs y las
MvFABPs nos propusimos determinar la localizacién subcelular de éstas proteinas a
través de dos estrategias diferentes. La primera consiste en fraccionamiento
subcelular asociado a separacion mediante electroforesis bidimensionales e
identificacion usando Western Blot y espectrometria de masa, y la segunda en
estudios de inmunomicroscopia de fluorescencia confocal utilizando marcadores
fluorescentes especificos de organelos y un analogo de &cido graso fluorescente
BODIPY FL Cye.

4.1.1. Fraccionamiento subcelular, electroforesis uni y bidimensional, Western Blot

y espectrometria de masa.

4.1.1.1. Colecta de material parasitario

Se emplean protoescélices (PE) de E. granulosus extraidos de quistes hidaticos
fértiles de higados y pulmones de ovejas o vacas infectadas, colectados en frigorificos
locales. Las vesiculas hijas que se encuentran son mecanicamente rotas y los PE se
recuperan y juntan con aquellos que se encuentran libres en el liquido hidatico. Los PE
son lavados en PBS e inmediatamente homogeneizados para el fraccionamiento
subcelular.

En todos los casos, los tetratiridios de M. vogae se extraen de la cavidad
intraperitoneal de ratones CD1 de 6 meses de edad, por aspiracién y son lavados
exhaustivamente en solucion de Hank’s (SIGMA, USA). Los ratones son criados,
infectados y amablemente cedidos por la Dra. Jenny Saldafia del laboratorio de
experimentacion animal (LEA) de Facultad de Quimica. Los mismos son sacrificados
mediante dislocacién cervical a cargo de la Dra. Verdnica Fernandez (categoria C2
CHEA), utilizando protocolo autorizado por la CHEA (N° 16-02-08).

Luego de los lavados, los tetratiridios son cultivados durante dos a cinco dias en medio
RPMI-1640 con suero fetal bovino (SIGMA, USA) como se describe previamente

(Britos y cols., 2000) y son utilizados para fraccionamiento subcelular o microscopia.
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411.2. Fraccionamiento subcelular

Dado que las FABPs transportan acidos grasos, las mismas podrian estar asociadas a
las mitocondrias, a la fraccion microsomal o al nucleo. En este sentido, llevamos a
cabo la separacién de dichas fracciones mediante centrifugacion secuencial de
acuerdo al protocolo desarrollado por Agorio y colaboradores (Agorio et al., 2003) con
algunas modificaciones. Brevemente, 0.5 ml de larvas de E. granulosus o M. vogae se
homogenizan en 2.5 ml de amortiguador de homogeneizacion (10 mM Tris-HCI pH 7.6,
10 mM EDTA, 250 mM sacarosa, 5 ug/ml benzamidina, 5 ug/ml iodoacetamida, 1 mM
PMSF) en frio. Luego se centrifuga a 300 x g durante 15 min. para separar restos
celulares y células enteras. El sobrenadante se somete a centrifugacion secuencial: a)
centrifugacion del extracto a 900 x g por 30 min.; b) centrifugacion del sobrenadante a
10000 x g durante 30 min; c) ultracentrifugacion del sobrenadante a 105000 x g por 2
hs. El segundo, tercer y cuarto residuo se consideran como la fraccion nuclear,
mitocondrial y microsomal, respectivamente, mientras que la solucion remanente es la
fraccion citosolica (ver figura 7). Las fracciones nuclear, mitocondrial, microsomal son

lavadas con amortiguador de homogeneizacion.
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Figura 7. Esquema del proceso de fraccionamiento subcelular de larvas de E.
granulosus y M. vogae.

4.1.1.3.  Verificacién del enriquecimiento de las fracciones

El enriquecimiento de las fracciones subcelulares se verifica midiendo actividades
enzimaticas marcadoras de cada fraccion. Se determina la actividad de la Lactato

deshidrogenasa (enzima citosdlica) (Lowry, 1957), la Succinato deshidrogenasa
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(enzima mitocondrial) (Cooper et Beevers, 1969) y la peroxidasa (enzima del
peroxisoma) (Aebi, 1984). Brevemente, la actividad lactato deshidrogenasa es
determinada a través de la medida del aumento de la absorbancia a 340 nm debida a
la transformacion de Lactato y NAD" en piruvato y NADH, catalizada por esta enzima
(€340nm = 6.22 mM'“cm'1). La actividad succinato deshidrogenasa se monitorea
mediante la disminucion de la absorbancia a 600 nm debida a la reduccion del
diclorofenolindofenol (cambia de azul a incoloro, €gonm = 20.5 mM'1cm'1) consecuencia
de la oxidacion del succinato. Para medir actividad peroxidasa se utiliza 10 mM de
peréxido de hidrogeno como sustrato (€x40nm = 43.6 M'“cm'“), determinandose la
disminucion de la absorbancia del mismo a 240 nm. En todos los casos se realizan
controles sin sustrato. Las actividades enzimaticas reportadas son el promedio de 3 a
5 repeticiones. La concentracion proteica de cada fraccion y del homogeneizado se
determina utilizando el método del BCA (QuantiPro BCA Assay Kit, SIGMA) y se
calcula las actividades especificas y el factor de purificacion de las mismas para cada
actividad enzimatica medida. El enriquecimiento en ndcleos de la fraccidn nuclear es
observado directamente por microscopia de fluorescencia (Microscopio de
fluorescencia Nikon, Microphot-FX) utilizando tincién con DAPI (Molecular Probes,

Invitrogen, Eugene, OR, USA).

41.1.4. Electroforesis 1D y 2D

Pevio a las electroforesis, las fracciones subcelulares obtenidas son purificadas con
PlusOne 2-D Clean-Up Kit (Amersham Biosciences, USA). Las mismas son luego,
concentradas con dispositivos de Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices (Millipore,
corte 10 kDa) o Vivaspin 500 (SartoriusStedim, Alemania, corte 10 kDa), siguiendo las
instrucciones de los fabricantes.

Se analizan los extractos proteicos de cada fraccion mediante electroforesis
unidimensional (1D) en geles de poliacrilamida discontinuos desnaturalizantes (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970) al 15%. Los mismos son tefidos con Coomassie brilliant blue
R (Sigma) o transferidos para Western Blot. En cada caso se indica la concentracion
de poliacrilamida y los marcadores de masa molecular utilizados.

Las electroforesis bidimensionales (2D) se realizan en el servicio UByPA del Instituto
Pasteur de Montevideo. El isoelectroenfoque se realiza usando el sistema IPGphor
(Amersham Biosciences) en tiras IPG strip de 7 cm, con un rango de pH de 3-10. Se
utiliza 20 yg o 100 ug de proteinas totales de cada fraccion o del homogeneizado, en
125 pl de amortiguador de rehidratacion (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 2%, 0.5% IPG
Buffer 3-10, azul de bromofenol 0.002%, DTT 17 mM), por cada tira de
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isoelectroenfoque. Se carga la muestra por rehidratacion pasiva, durante toda la noche
a temperatura ambiente. Se utiliza el siguiente programa: a) 300 V, 30 min; b) 1000 V,
30 min (gradiente); c) 5000 V, 1 h 20 min (gradiente); d) 8000 V, hasta 2000 V. Las
tiras se equilibran en amortiguador de equilibracion (urea 6 M, Tris 75 mM pH 8.8,
glicerol 29.3 %, SDS 2 %, azul de bromofenol 0.002%) con DTT 10 mg/ml, 15 min. a
temperatura ambiente con agitacion. Por ultimo se incuban con el mismo amortiguador
con iodoacetamida 25 mg/ml, en las mismas condiciones.

La segunda dimension consiste en electroforesis SDS-PAGE con poliacrilamida al 15
% (gel 10 x 10 x 0.1 cm). Se realizan dos electroforesis bidimensionales en paralelo,
un gel es tefido con nitrato de plata para identificar spots por espectrometria de masa
y el otro es transferido para Western Blot. La tincién con nitrato de plata consiste en
fijacion por 1 h en 45 % etanol/10% acido acético, incubacion durante 1 min. en
tiosulfato de sodio 0.02%, tres lavados con agua desionizada, tincion por 30 min. en
nitrato de plata 0.15%, tres lavados con agua y visualizaciéon con carbonato de sodio
2% y formaldehido 0.04%. En los geles 2D a ser transferidos se utiliza el marcador de

masa molecular Full Range Rainbow Molecular Weight Markers (Amersham).

4.1.1.5. Western Blot

Para llevar a cabo los ensayos de Western Blot, los geles productos de SDS-PAGE
son electrotransferidos a membranas de PVDF Hybond-P (Amersham Biosciences),
utilizando el dispositivo de transferencia humeda miniVE (Amersham Biosciences) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las membranas son bloqueadas con TBST
(25 mM Tris, 8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCI, 0.05% Tween20) con 3% de seroalbumina bovina
(SIGMA) y 2% de glicina (SIGMA), durante toda la noche a 4° C, con agitacion.
Posteriormente, las mismas se incuban dos horas a temperatura ambiente con un
suero policlonal de conejo anti-rEgFABP1 purificado diluido 1/1000 en solucion de
bloqueo. Luego de tres lavados de 15 min con TBST las membranas se incuban con
un anticuerpo de cabra contra IgGs de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (SIGMA)
diluido 1/30000, durante una hora. Luego de tres lavados en las mismas condiciones,

las spots o bandas son reveladas utilizando los reactivos NBT y BCIP (SIGMA).

4.1.1.6. Espectrometria de masa

A partir de los geles 2D tedidos con nitrato de plata se seleccionan spots, que
coinciden (masa molecular y punto isoeléctrico) con las spots marcadas en los

Western blots, para ser escindidas y enviadas al servicio UByPA del Instituto Pasteur
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de Montevideo. En el servicio las muestras son destenidas y son digeridas con tripsina
en el amortiguador apropiado. Los péptidos resultantes de la digestion proteolitica son
extraidos y analizados por espectrometria de masa MALDI TOF-TOF (matrx assisted
laser desorption ionization-time of flight) (MS) en el equipo 4800 MALDI TOF-TOF
Analizer (Applied Biosystem) provisto de una fuente laser de 337 nm. De los espectros
de masa que presentan buena resolucién y buena relacién sefal/ruido se seleccionan
componentes para ser fragmentados por descomposicién post-fuente (PSD). El
espectrometro se opera en el modo MS/MS generandose un espectro de masa iénica
que se agrega al valor de masa original.

La informaciéon obtenida (PMF, peptide mass fingerprint) se compara con la
informacion disponible en las bases de datos usando el programa MASCOT (Matrix
Science http://www.matrixscience.com/search_form_select.html), se incluye en la
busqueda una tolerancia de masa isotopica de 0.05 Da, la oxidacion parcial de
metioninas, la carbamidometilacion de cisteinas y la falta de un corte triptico. Los
criterios para la identificacion proteica incluyen: los scores del Mascot, la cobertura de
secuencia, y la concordancia entre la masa molecular y el punto isoeléctrico teérico

con los valores calculados de los geles 2D.

4.1.2. Inmunomicroscopia de fluorescencia confocal

En una primera instancia realizamos inmunolocalizaciones in foto con el anticuerpo
contra rEgFABP1 purificado que reconoce a MvFABPa y MvFABPb con alta
especificidad. A posteriori decidimos generar sueros policlonales de conejos contra
rMvFABPa y rMvFABPD para ser utilizados en inmunolocalizaciones en criosecciones
de tetratiridios. Para esto clonamos la secuencia codificante completa de dichas
proteinas y obtuvimos las proteinas recombinantes puras. Luego de generar los
respectivos sueros, los mismos son purificados para poder ser utilizados en las

inmunohistoquimicas.
Todos los ensayos de microscopia se realizan con tetratiridios de M. vogae debido al

escaso material de E. granulosus. La colecta y el cultivo previo se explican

anteriormente.
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4.1.21. Clonado de las secuencias codificantes completas de
MvFABPa y MvFABPb

Se extrae ARN total de tetratiridios de Mesocestoides vogae utilizando Tri-reagent
(Sigma) siguiendo el protocolo aconsejado por el fabricante con una relaciéon de
larvas/reactivo de 1:10. La transcripcién inversa se lleva a cabo con la transcriptasa
inversa Superscript || RNase H (Invitrogen, Life technologies) usando 250 ng de
cebadores al azar y 4.6 ug de ARN total, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
El producto de la reaccion se mantiene a -20 °C hasta su uso. Se realiza PCR usando
cebadores directos que contienen las regiones 5  codificantes de MvFABPa o b
(MvFABPaPetfw: 5-CATATGGAGGCGTTTCTGGGG-3° o MvFABPbPetFw: 5°-
CATATGGATGCTTTTCTGGGTTC-3"), un cebador reverso con las regiones 3’
correspondientes (MvFABPaPetRv: 5-CCCGGAATTCTTATATATTTTCGAC-3" o
MvFABPbPetRv: 5-GAATTCCTAACATCTGGTGTATTC-3") y ADNc de M. vogae
como molde. Se utilizan las siguientes condiciones en las PCRs: desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion del ADN a 94 °C
por 45 seg, hibridacion de cebadores a 59°C por 45 seg y elongacién del ADN a 72 °C
por 45 seg.. Se lleva a cabo un paso final de elongacion a 72°C durante 10 min.. La
reaccion se realiza en 25 ul de volumen total con 1.25 unidades de Taq polimerasa
recombinante (Fermentas, Hanover, MD, USA). Los productos de PCR se separan
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% y se escinden del gel. A posteriori se
purifican usando GFX gel band purification kit (GE Healthcare, Buckinghamshire UK) y
se ligan en el vector pJET 1.2 (CloneJET™ PCR Cloning Kit, Fermentas, Thermo
Fisher Scientific) para transformar bacterias Escherichia coli XL1. Se realizan 6
minipurificaciones de plasmido (AxyPrep Plasmid Miniprep Kit, Axygen Biosciences,
USA) eligiendose 3 clones para secuenciar. Luego, se digieren las secuencias
codificantes correspondientes con las enzimas de restriccion Ndel y EcoRI (Promega,
Wisconsin, USA) (sitios de restriccion incluidos en cebadores) a partir de los plasmidos
pJET recombinantes y son clonadas en el vector pET5a (Promega, Wisconsin, USA)
para transformar bacterias E. coli BL21 Star. Se secuencian ambas hebras de los
plasmidos pET5a-MvFABPa y pET5a-MvFABPDb de las colonias de E. coli BL21 Star
seleccionadas. Todas las reacciones de secuenciacion se realizan en el Servicio de

Secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo.
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4.1.2.2. Expresion y purificacion de rMvFABPa y rMvFABPb

Bacterias E. coli BL21 Star conteniendo los plasmidos pET5a-MvFABPa o pET5a-
MvFABPb se cultivan toda la noche a 37°C en medio 2TY conteniendo 100 ug/ml de
ampicilina. El cultivo se diluye 1/34 en 800 ml del mismo medio, se incuba hasta Aggo=
0.5-0.7 y se induce con 0.5 mM de isopropil B-D-tiogalactopiranosido. Luego de 2
horas de induccién se cosechan las células y se resuspenden en 30 mM Tris-HCI pH
8.3, 1mM EDTA, 1mM DTT. La lisis se lleva a cabo mediante tres ciclos de congelado
y descongelado a -20°C y seis ciclos de sonicacion (1.5 A x 30 seg.). La solucion se
centrifuga a 15000 x g durante 30 min a 4°C. EIl residuo y el sobrenadante se
consideran la fraccion insoluble y soluble respectivamente. El sobrenadante se
concentra por ultrafiltracion con membranas Millipore (Sigma-Aldrich) con tamano de
poro de 3000 Da y posteriormente se realiza una cromatografia de gel filtraciéon en
condiciones similares a las reportadas en la purificacion de rEgFABP1 (Alvite et al.,
2001). En la cromatografia de gel filtracion se utiliza la matriz Sephadex G-50 (Sigma-
Aldrich) en una columna de 1 m de alto por 1.6 cm de diametro ocupando un volumen
total de 180 ml, y se somete a un flujo constante de 15 ml/hora. Se colectan 2.5 ml por
tubo cada 10 minutos. Las fracciones conteniendo rMvFABPa o b se colectan y se
someten a cromatografia de intercambio iénico utilizando una columna con 30 ml del
intercambiador aniénico SOURCE 15Q (Amersham Biosciences) y un flujo constante
de 48 ml por hora. Se colecta 4.8 ml por tubo. La elucion se realiza en pasos de fuerza
idnica creciente en amortiguador 30 mM Tris-HCI pH 8.3 (20, 40, 100 y 2000 mM
NaCl), en cada paso se colectan los tubos hasta que la absorbancia a 280 nm sea 0.
Ambas proteinas eluyen en el rango de 20-40 mM de NaCl. La identificacion de las
proteinas recombinantes se realiza mediante SDS-PAGE al 15% (Laemmli, 1970) y
tincion con Coomassie brilliant blue R (Sigma). La concentracion de las proteinas
rMvFABPa y rMvFABPb puras se determina mediante la medida de absorbancia a 280
nm utilizando los coeficientes de extincion molar 9970 y 8480 M'cm’
respectivamente, calculados a partir del recurso informatico Expasy usando la

herramienta ProtParam.

4.1.2.3. Purificacion del suero anti-rEgFABP1

El suero policlonal de conejo anti-rEgFABP1 se purifica mediante deplecién de
anticuerpos contra proteinas de E. coli y precipitacion de 1gGs. Brevemente, 1,5 ml de
un cultivo de E. coli BL21 (DE3) conteniendo el plasmido pET-5a e inducido durante 2

hs con IPTG 0.5 mM, se centrifuga durante 1 min. a 10000 x g. El residuo se
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resuspende en 200 pl de amortiguador de inmunoprecipitacién (10 mM Tris-HCI pH 8,
140 mM NaCl, 1 % Tritdon X-100), se congela y descongela 3 veces y se centrifuga 15
min a 15000 x g. Se agitan 100 pl de suero con 200 pl de extracto bacteriano con 700
Ml de amortiguador de inmunoprecipitacion durante toda la noche a 4° C. Por ultimo, se
centrifuga durante 20 min. a 12000 x g y se recupera el suero depletado. Luego se
precipitan las IgGs con sulfato de amonio al 33 % siguiendo el protocolo convencional
(Oppermann, 1992). De forma resumida, se agrega lentamente y con agitacién 0.5 ml
de una solucion de sulfato de amonio saturada por ml de suero. Luego de agitar
durante 2 horas se centrifuga durante 30 min. a 5000 x g. El residuo se resuspende
con una solucion de sulfato de amonio al 33% y se centrifuga por 30 min a 5000 x g. El
residuo se resuspende en el menor volumen posible de PBS y se dializa contra PBS.
Por ultimo se mide la absorbancia a 280 nm y se cuantifica utilizando la siguiente
ecuacion:

IgGs de conejo (mg/ml ) = 0.625 x Abs;sg

4.1.2.4. Produccion de sueros contra rMvFABPa y rMvFABPDb

La produccion de sueros policlonales contra rMvFABPa y rMvFABPb en conejos se
lleva a cabo por la Dra. Verdnica Fernandez (Catedra de Inmunologia, Instituto de
Higiene) de acuerdo al protocolo aprobado por la CHEA N° 101900-000510-11. A cada
conejo se le aplica una primera inoculacion intradérmica con 500 pg de rMvFABPa o
380 ug de rMvFABPb, emulsionadas con adyuvante completo de Freund. A los 30 dias
se realiza un refuerzo con 400 ug de cada proteina via intramuscular, emulsionadas
con adyuvante incompleto de Freund. A los 40 dias, los conejos son sangrados de la
vena de la oreja. El suero se colecta permitiendo que la sangre coagule a 4° C durante

16 hs, siendo conservado a -20° C hasta su uso.

4.1.2.5. Purificacion de sueros contra rMvFABPa y rMvFABPb

En primera instancia, los sueros anti-rMvFABPa y anti-rMvFABPb son precipitados con
sulfato de amonio al 33% para purificar las IgGs (Oppermann, 1992). A continuacion
son purificados por cromatografia de afinidad utilizando sefarosa activada con bromuro
de ciandogeno (SIGMA). Mediante Western Blot detectamos que el suero anti-
rMvFABPa reconoce a la proteina recombinante MvFABPa y en menor grado a
rMvFABPb, mientras que el suero anti-rMvFABPb no presenta reconocimiento cruzado
con la proteina rMvFABPa. Para evitar la reaccion cruzada sembramos el suero anti-

rMvFABPa en una columna conteniendo la resina sefarosa unida a rMvFABPD.
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Colectamos el percolado, descartando el producto de elucién conteniendo aquellas
IgGs que reconocen a ambas proteinas. A pesar de que no se observa reconocimiento
cruzado del suero anti-rMvFABPDb, decidimos purificarlo de la misma manera para
asegurarnos su pureza. En esta instancia utilizamos una resina unida a rMvFABPa.
Brevemente, 0.5 g de sefarosa activada con bromuro de cianégeno se mezcla con 3
ml de HCI 1mM durante 2 hs. Luego de colocarse en una columna, es lavada con 10
vol. de agua destilada y con 1.25 ml de amortiguador de unién (0.1 M NaHCO3;, 0.5 M
NaCl, pH 8.3-8.5). Inmediatamente después se pone en contacto con el ligando en
amortiguador de unién y se agita suavemente durante 2 hs a temperatura ambiente.
Se eluye la solucion de ligando no unida y se lava con buffer de unién. Luego se
bloquean los sitios remanentes con amortiguador glicina 0.2 M, pH8 o etanolamina 1
M, pH 8, durante toda la noche a 4° C, con agitacion. Se realizan cinco ciclos de
lavados, primero con amortiguador de unién y segundo con amortiguador acetato 0.1
M pH4, NaCl 0.5 M. Luego de equilibrar las columnas con amortiguador de trabajo (0.1
M glicina, 0.15 M NaCl, pH 8.2), se siembra la muestra. Por ultimo, se lava con
amortiguador de trabajo hasta absorbancia a 280 nm cercana a 0 y se eluye con
amortiguador de elucion (0.1 M glicina, 0.5 M NaCl) a pH 2.6. Inmediatamente se
agrega 0.1 vol. de amortiguador Tris-HCI 1M pH 8.3 a las fracciones colectadas para

neutralizarlas.

4.1.2.6. Produccién de extractos proteicos de protoescodlices y

tetratiridos

Se utilizan extractos proteicos totales de protoescodlices y tetratiridios para evaluar
mediante Western blot, la especificidad de los anticuerpos en cada etapa de
purificacion. Para preparar extractos conteniendo proteinas de protoescdlices, se
agrega un volumen de amortiguador Tris 50 mM pH 8.5, 0.15 M NaCl, complementado
con inhibidores de proteasas. Cada 500ul del amortiguador se agrega 5 ul de los
inhibidores de proteasas leupeptina, pepstatin, aprotinina, EDTA-Na2, 10 ul de PMSF
0.8% y 5 pl de Triton X100. Se homogeiniza con microhomogeneizador para tubos
eppendorf (Pellet Pestle Motor, Kontes) y se centrifuga 5 a 8000 x g, separandose el
sobrenadante.

Para generar extracto proteico de tetratiridios se homogeinizan 200 ul de los mismos
en 200 pl de buffer de lisis (10 mM amortiguador fosfato pH 7.4, 150 mM NaCl, 1mM
EDTA, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF) con un microhomogeneizador para tubos
eppendorf (Pellet Pestle Motor, Kontes). Se centrifuga durante 15 min. a 15000 x g a

4° C, se separa el sobrenadante y se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones.

36



Ambos extractos se dosifican mediante el método del BCA (QuantiPro BCA Assay Kit,
SIGMA) y se utiliza 40 ug de extracto proteico por carrii de mini-gel en una
electroforesis SDS-PAGE.

4.1.2.7. Inmunolocalizaciones in toto

Realizamos inmunolocalizaciones in toto utilizando tetratiridios de M. vogae y el
anticuerpo policlonal contra rEgFABP1 previamente purificado. Esta actividad se
desarrollé en el Departamento de Proteinas y Acidos Nucleicos del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) bajo la orientacion de la Dra.
Alejandra Kun. Los tetratiridios son cultivados como se describe anteriormente y son
mantenidos un dia mas en cultivo en las mismas condiciones pero sin suero fetal
bovino. Luego, los parasitos se incuban con 0.2 uyM BODIPY FL C4s (analogo de acido
graso) durante 15 min. a 37 °C, o con 0.2 yM de MitoTracker Orange CMTMRos
(marcador especifico de mitocondria) por 15 min. a 37 °C, o con 15 uM BODIPY TR
C5-ceramida formando complejo con BSA (marcador especifico del aparato de Golgi)
durante 15 min. a 4 °C, estos reactivos fluorescentes se adquieren en Molecular
Probes (Invitrogen, Eugene, OR, USA). Luego de los tratamientos de marcado los
organismos vivos son lavados de acuerdo a lo indicado por el fabricante para cada
caso. A continuacion, los tetratiridios son fijados con paraformaldehido 3% en
amortiguador PHEM pH 7.5 (25 mM Hepes, 60 mM Pipes, 10 mM EGTA, 2 mM
MgCl2) durante 60 min. con agitacion orbital a temperatura ambiente, y son lavados
tres veces con el mismo amortiguador. A posteriori, las larvas se permeabilizan con 50
pg/ml proteinasa K, 0.1% Tween 20 en amortiguador PHEM durante 10 min. a 37° C y
la enzima es inactivada mediante 3 lavados con glicina 2 mg/ml en el mismo
amortiguador. Luego el material es incubado con el anticuerpo contra rEgFABP1
purificado diluido 1/50 en solucién de bloqueo (200 mM glicina, 0.2% BSA, 3.5% suero
normal de cabra en amortiguador PHEM) por 1 h a 37° C. Después de 4 lavados de 5
min con PHEM a temperatura ambiente, los tetratiridios se incuban con un anticuerpo
de cabra contra IgGs de conejo marcado con Alexafluor 488 o con Alexafluor 546
(Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA) diluido 1/1000 y To-Pro 3 iodide
(Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA) diluido 1/1000 en amortiguador
PHEM, durante 45 min a 37° C. Se realizan inmunolocalizaciones control sin
anticuerpo contra rEgFABP1, o sin anticuerpo anti-lgGs de conejo o sin ningun
anticuerpo para ver autofluorescencia. Luego de 4 lavados de 10 min con PHEM, las
muestras son montadas con ProLong Gold antifade reagent (Molecular Probes,

Invitrogen, Eugene, OR, USA). Los cubreobjetos son sellados con esmalte de ufas y
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los portaobjetos montados se protegen de la luz y se almacenan a 4° C hasta ser

observados al microscopio.

4.1.2.8. Inmunohistoquimicas sobre criosecciones

Las inmunohistoquimicas sobre criosecciones se llevan a cabo utilizando tetratiridios
de M. vogae y los anticuerpos policlonales contra rMvFABPa y contra rMvFABPD,
previamente purificados. Esta actividad se desarrollé en el Departamento de Proteinas
y Acidos Nucleicos del IIBCE bajo la orientacién de la Dra. Alejandra Kun. El cultivo de
los parasitos y el marcado con BODIPY FL Ci, MitoTracker Orange CMTMRos y
BODIPY TR C5-ceramida se realiza como se describe en las inmunolocalizaciones in
toto. Luego los parasitos son fijados con paraformaldehido al 3% en amortiguador
PHEM durante 1h a 4° C, con agitacién. Se realizan 6 lavados con PHEM de 10 min. y
el material se impregna en sacarosa al 30% en PHEM durante toda la noche a 4° C
con agitacion. A posteriori, los tetratiridios se infiltran con medio de criopreservacion
(Jung, Leica Microsystems, Alemania) mediante una primera incubacién en una
solucion de 50% sacarosa 30% y 50% de medio durante 1 h, seguida de una segunda
incubacién con medio puro por 1 h, con agitacion en ambos casos. Se hace un ultimo
cambio del medio de criopreservacion y se hacen moldes que son cortados con
criostato obteniéndose cortes por congelacién de 10 micras de espesor. Luego de
marcar las regiones con lapiz de cera se bloquean los sitios de unién inespecificos con
amortiguador de bloqueo [amortiguador de incubacién (0.1% BSA y 150 mM Gilicina en
PHEM) y 5% suero normal de cabra] durante 30 min. a temperatura ambiente. Las
secciones se incuban con los anticuerpos especificos contra rMvFABPa y contra
rMvFABPb previamente purificados diluidos 1/200 en amortiguador de incubacion,
durante 1 hora a 37° C. Después de tres lavados de 5 min. con amortiguador de
incubacién, las secciones son incubadas con anticuerpos de cabra contra IgGs de
conejo conjugados al fluorocromo Alexafluor 488 o Alexafluor 546 (Molecular Probes,
Invitrogen, Eugene, OR, USA) diluidos 1/1000 en amortiguador de incubacién, durante
45 min. a 37° C. En algunos casos se incluye también DAPI diluido 1/1000 (Molecular
Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA) que une preferencialmente ADN doble hebra.
Por ultimo los preparados se lavan 3 veces durante 5 min. con amortiguador de
incubaciéon y 3 veces con amortiguador PHEM por 5 min., para ser montados con
ProLong Gold antifade reagent (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA). Los
cubreobjetos son sellados con esmalte de ufas y los portaobjetos montados se

protegen de la luz y se almacenan a 4° C hasta ser observados al microscopio. Se

38



realizan controles con suero normal de conejo previamente purificado mediante

precipitacion de IgGs, como se indica anteriormente, y sin anticuerpo especifico.

4.1.2.9. Microscopia de fluorescencia confocal

Las imagenes de fluorescencia se capturan utilizando el microscopio confocal de
escaneo laser Olympus BX61 y las imagenes son procesadas con el programa
FLUOVIEW 300 version 4.3 (IIBCE). El BODIPY FL C4s se observa utilizando el laser
Argén/Kriptén de 488 nm con un filtro de 510-530 nm de ancho de banda. El
Mitotracker y el BODIPY TR ceramida se detectan con un laser Helio/Neén verde de
543 nm con un filtro de emision de 560-600 nm de ancho de banda. El marcador To-
Pro 3 se visualiza usando el laser Helio/Nedn rojo de 633 nm con un filtro de emision
de 660-700 nm de ancho de banda y el marcador DAPI fluoresce excitando con un
laser UV (405 nm) con un filtro de emision de 410-430 nm. Los especimenes se
observan a través del objetivo de inmersion de aceite 60X y se colectan fotos con
distintos aumentos especificados en cada caso. Las proteinas en estudio se detectan
con el laser de 488 nm para el fluorocromo Alexafluor 488, o con el laser de 543 nm
para Alexafluor 546. Las fotos se registran a partir de un unico plano focal de 1 micra
en el caso de las inmunolocalizaciones in toto y a partir de planos unicos o seriados (z)
de distinto espesor (0.5 — 1.5 micras) especificado en cada caso, para las
inmunohistoquimicas en criosecciones. Tanto en las inmunolocalizaciones in toto
como en las inmunohistoquimicas sobre criosecciones se toman varias micrografias

de 6 a 10 organismos en cada condicion.
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4.2, Resultados

Con la intencién de dilucidar las funciones de las FABPs aisladas de los cestodos
en estudio, comenzamos analizando la colocalizacion de las MvFABPs con un analogo
de acido graso fluorescente y la localizacion subcelular de las mismas. Abordamos el
estudio de la localizacion subcelular utilizando tres aproximaciones experimentales
complementarias. En primer lugar, se llevan a cabo inmunomicroscopias de
fluorescencia confocal de tetratiridios in fofo, usando marcadores especificos
subcelulares. En una segunda instancia realizamos el fraccionamiento subcelular de
protoescolices de E. granulosus y de tetratiridios de M. vogae para realizar
electroforesis uni y bidimensionales, y asi poder identificar las FABPs mediante
Western Blot (WB) y espectrometria de masa MALDI TOF-TOF (MS). Por ultimo,
realizamos inmunolocalizaciones sobre criosecciones de tetratiridios utilizando
anticuerpos especificos y marcadores subcelulares. Lamentablemente no pudimos
realizar los ensayos de inmunolocalizacion con protoescoleces de E. granulosus

debido a la dificultad en la obtencién del material parasitario.

4.2.1. Purificacion del suero anti-rEgFABP1

Para llevar a cabo los ensayos de inmunolocalizacion utilizamos el suero anti-
rEgFABP1 disponible en ese momento. Anteriormente nuestro grupo generd un suero
policlonal de conejo anti-rEgFABP1 y en esta instancia se purifica para asegurarnos el

reconocimiento de las MvFABPs.

Dicha purificacion involucra deplecion de anticuerpos contra proteinas de E. coli y
posterior precipitacion de inmunoglobulinas G. Cabe destacar que E. coli no expresa
FABPs. Luego de este doble proceso de purificacion del suero, la concentracion de las
IgGs de conejo es de 1.14 mg/ml.

Tanto el suero sin purificar como el purificado reconocen a las proteinas rEgFABP1
(masa molecular tedrica 15065.4 Da, punto isoeléctrico teodrico 7.7) y a EgFABP2
recombinante con cola de 6 histidinas (His-EgFABP2: masa molecular tedrica 16231.5
Da) (Figura 8A y 8B). Destacamos que la proteina rEgFABP2 sin etiquetado tendria
una masa molecular teérica 15408.7 Da y punto isoeléctrico tedrico de 6.37. Debido a
la dificultad en su purificacion, utilizamos lisados bacterianos expresando dicha
proteina. Por otro lado, este suero purificado detecta una banda intensa que

corresponderia a las EgFABPs, en el extracto proteico de protoescodlices de E.
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granulosus. Dada la alta similitud de secuencia entre las FABPs de los dos cestodos
en estudio, el suero purificado también reconoce a dos bandas de aproximadamente el
mismo tamafo que rMvFABPa (masa molecular teérica 14844.0 Da, punto isoeléctrico
tedrico 5.54) y que rMvFABPb (masa molecular teérica 14726.8 Da, punto isoeléctrico

tedrico 6.91) en el extracto proteico de tetratiridios de M. vogae (Figura 8C).

En la figura 8B y 8C se aprecia el éxito de la purificacion del suero policlonal
anti-rEgFABP1 a través de la desaparicion del marcado de bandas inespecificas,

habilitandose asi su uso en las inmunolocalizaciones in toto.
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Figura 8. Confirmacién de la purificacion del suero policlonal contra rEgFABP1
mediante Western Blots. A: 1) 2 ug de rEgFABP1 purificada, 2) marcador de masa
molecular pretefido Fermentas (SM0441). B: 1 y 3) lisado celular de E. coli M15
pREP4-pQ-EgFABP2 inducido, 2) marcador de masa molecular pretefido Fermentas
(SM0671). C: 1y 2) 50 ug de extracto proteico de protoescolices, 4 y 5) 50 ug extracto
proteico de tetratiridios, 3) marcador de masa molecular pretefido Fermentas
(SM0441). En todos los casos se realiza SDS-PAGE al 15%; el suero sin purificar (SP)
se diluye 1/1000 y el purificado (P) 1/500.
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4.2.2. Inmunolocalizacion in toto de MvFABPs en tetratiridios

Para estudiar la distribucién intracelular de las MvFABPs se llevan a cabo
inmunolocalizaciones in toto en tetratiridios, empleando ademas del suero anti-
rEgFABP1 purificado, marcadores subcelulares fluorescentes. Analizamos también, la
capacidad de estas larvas de capturar acidos grasos in vivo, y buscamos
colocalizacién entre las FABPs y un analogo de acido graso fluorescente (BODIPY FL-
Cre).

La mayoria de las micrografias fueron tomadas de la region media-caudal de los

tetratiridios cercana al tequmento, para asi asegurarnos la ausencia de ruido de fondo.

Luego de poner a punto las condiciones de la inmunolocalizacién in toto y de
los marcados subcelulares fluorescentes in vivo, realizamos el doble marcado de
MvFABPs y de acidos nucleicos con To PRO-3. Cabe mencionar que la sonda
fluorescente To PRO-3 se une tanto a ADN como ARN pero presenta preferencia de
union por el ADN. Por este motivo no podemos descartar que parte del marcado se
deba a la presencia de ARN. Sin embargo, pudimos detectar varias estructuras
marcadas que por sus dimensiones y forma corresponderian a nucleos, algunas de
ellas estdn marcadas con flechas amarillas en la Figura 9. En estas regiones se
aprecia claramente la localizacién de una o ambas MvFABPs en los nucleos,
detectada por la superposicion de la marca de las proteinas (rojo) con la tincién de
acidos nucleicos (verde) revelada por una coloracion amarilla. Luego de analizar varias
micrografias podemos afirmar que las MvFABPs colocalizan parcialmente con los
nucleos, observandose una importante proporcion de nucleos de coloracion verde que

no presentan la doble tincién.

Continuamos nuestro estudio analizando la localizacion de las MvFABPs y de
un marcador fluorescente especifico de mitocondrias (MitoTracker), al igual que la de
otro especifico del aparato de Golgi (BODIPY TR-ceramida). Nos centramos en el
estudio de las senales puntiformes correspondientes al marcado de las proteinas, de
mitocondrias y de regiones del Golgi, debido a que en todos los casos se observa una
sefial generalizada tenue posiblemente debida a la importante distribucion citosolica

de las FABPs y de los organelos en estudio.
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Figura 9. Inmunolocalizacién jn toto en tetratiridios, colocalizaciéon MvFABPs-nucleo.

A) MvFABPs (rojo); B) acidos nucleicos (To PRO-3, verde); C) superposicion MvFABP-acidos
nucleicos (amarillo). Aumento 60X, plano focal Unico. La barra indica 10 micras. Las flechas
amarillas indican regiones de colocalizacién MvFABPs-nucleos.



Observamos la colocalizacion parcial de las MvFABPs con mitocondrias, ya
que se visualizan regiones con marcado exclusivo de MvFABPs o de mitocondrias
(Figura 10C). Si bien la expresion de las MVFABPs es bastante homogénea (Figura
10A), el marcado de proteinas colocaliza parcialmente con la tincién de mitocondrias.
En la figura 10B se marca con MitoTracker estructuras mas grandes que el tamafio de

mitocondrias aisladas que pueden deberse a acumulaciones de las mismas.

Es necesario que estos resultados sean confirmados mediante técnicas mas
precisas ya que el tamafio de la mitocondrias, que oscila entre 0.2 a 1 ym de didametro
y hasta 7 ym de longitud, se encuentra en el limite de resolucién del microscopio

optico.

La figura 11 muestra una colocalizacién parcial MvFABPs-Golgi, existiendo
regiones de Golgi donde no esta presente la proteina y sitios donde solo se observa el
marcado de las proteinas. En la regién analizada nos llama la atencién que la
expresion de las MVFABPs a nivel subtegumentario es tenue, volviéndose mas fuerte
a medida que avanzamos hacia el interior de la larva. Sin embargo, la tincion del Golgi
no parece ser diferente en estas dos regiones. Recuérdese que en el analisis no se

considera la tinciéon tenue y generalizada, centrandonos en las sefiales puntiformes.

Por ultimo analizamos si las larvas de M. vogae son capaces de capturar in
vivo acidos grasos del medio. Este experimento es muy relevante ya que nuestro
grupo de investigacion propone que debido al metabolismo lipidico restringido que
estos parasitos poseen, es necesario que los mismos adquieran estas moléculas del
hospedero para su supervivencia. Es asi como luego de incubar a los tetratiridios con
un analogo de acido graso fluorescente, BODIPY FL-Ci, se realizan
inmunolocalizaciones in toto, estudiando en primer lugar la capacidad de captura del
lipido por las larvas y en segunda instancia la localizacion de las MvFABPs y el acido

graso.

Las figuras 12 y 13 nos muestran claramente que el analogo de acido graso
fluorescente es captado por estas larvas, encontrandose ampliamente distribuido en el
organismo. Sin embargo, la seial de este lipido es mayoritaria a nivel del tegumento y
de la region apical. Se aprecia que la expresion de las MvFABPs ocurre a lo largo de
la larva siendo también de mayor intensidad a nivel del tegumento y en la region
apical. Observamos a mayor aumento, que existe colocalizacion parcial entre las

MvFABPs y el lipido fluorescente, detectandose regiones pequefias donde solamente
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Figura 10. Inmunolocalizacioén in toto en tetratiridios, colocalizacion MvFABPs-mitocon-
drias. Las micrografias corresponden a la region media-caudal. A) MvFABPs (verde), B)
mitocondrias (MitoTracker, rojo), C) superposicion MvFABPs-mitocondrias (amarillo).
Aumento 120X, plano focal unico. Las barras en A, B, y C indican 20 micras. Las flechas
amarillas sefalan sitios de colocalizacion MvFABP-mitocondria.

Figura 11. Inmunolocalizacion in toto en tetratiridios, colocalizaciéon MvFABPs-Golgi.

Las micrografias corresponden a la region media-caudal. A) MvFABPs (verde), B) apara-
to de Golgi (BODIPY TR-ceramide, rojo), C) superposicion MvFABPs-Golgi (amarillo).
Aumento 60X, plano focal unico. Las barras indican 20 micras. Las flechas amarillas se-
fialan regiones de colocalizacion MvFABP-Golgi.



Figura 12. Inmunolocalizacion in tofo en tetratiridios, colocalizacion MvFABPs-
analogo de acido graso a lo largo de la larva. A) region anterior; B) region media,
C) region caudal. Verde: BODIPY FL-C16, rojo: MvFABPs, amarillo: superposicion
MvFABP-acido graso. Aumento 20X, las barras indican 10 micras.



Figura 13. Inmunolocalizacion in toto en tetratiridios (region media), colocalizacion
MvFABPs-analogo de acido graso. A) Analogo de acido graso (BODIPY FL-C16,
verde); B) MvFABPSs (rojo); C) superposicion analogo de acido graso-proteina
(amarillo). Aumento 120 X, plano focal unico. Las barras indican 20 micras. Las fle-
chas amarillas indican regiones de colocalizacion MvFABPs-acido graso. Cc: corpus-
culo calcareo.
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Figura 14. Controles de las inmunolocalizaciones in toto en tetratiridios.
A) Control de autofluorescencia, laseres 488 nm (1), 543 nm (2), 633 nm (3), voltaje
de los fotomultiplicadores (PM) 705 V, aumento 20X; B) control sin anticuerpo secun-
dario (Alexafluor 488, 543) (PM 488 (1): 775 V, PM 543 (2): 750 V, superposicion (3),
aumento 40X; C) control sin anticuerpo contra-EgFABP1 con anticuerpo Alexafluor
543, superposicion de los 3 canales (PM 488: 748 V, PM 543: 673 V, PM 633: 673
V), aumento 60X; D) control sin anticuerpo contra-EgFABP1 con anticuerpo Alexa-
fluor 488 (PM 488 (1), 543 (2), 633 (3): 730 V), aumento 60X; E) control sin anticuer-

po secundario (Alexafluor 488, 543) (PM 488 (1), 543 (2), 633 (3): 730 V), aumento
60X.




esta presente el lipido o la proteina (Figura 13). Cabe mencionar que mediante esta
metodologia no podemos afirmar que las MvFABPSs unen este ligando fluorescente. Es
interesante la presencia del analogo de acido graso en un corpusculo calcareo (Figura

13A), estas son estructuras donde no se marcan MvFABPs.

Los controles realizados se muestran en la figura 14 e incluyen experimentos
llevados a cabo en las mismas condiciones que las inmunolocalizaciones presentadas
previamente, donde el anticuerpo contra-rEgFABP1, o alguno de los anticuerpos
contra-IgGs de conejo (Alexafluor 488 o 543), o ambos anticuerpos (autofluorescencia)
estan ausentes. Estas micrografias control se adquirieron con voltajes de los
fotomultiplicadores de los distintos laseres mayores a los utilizados para tomar las
micrografias de los distintos experimentos presentados anteriormente. En la figura 14
solamente se observa un poco de autofluorescencia en el canal 543 y una sefal aun
menor en el canal 633 (Figura 14B, D y E). De esta manera consideramos validadas

las inmunolocalizaciones realizadas.

Resumiendo los resultados obtenidos en esta seccién, podemos afirmar que
las MvVFABPs colocalizan parcialmente con nucleos, mitocondrias y el aparato de
Golgi. Asimismo, demostramos que las larvas de M. vogae capturan un analogo de
acido graso in vivo y, ademas, las MvFABPs colocalizan parcialmente con este lipido

siendo ambas sefiales mas intensas en el tegumento y la regidn apical.

4.2.3. Fraccionamiento subcelular e identificacion mediante electroforesis
1D y 2D asociadas a WB y MS

A continuacion realizamos fraccionamientos subcelulares tanto de
protoescoleces de E. granulosus como de tetratiridios de M. vogae, y sometimos los
extractos proteicos generados a electroforesis uni y bi-dimensionales para identificar a
las FABPs en estudios mediante Western Blot y espectrometria de masa. Con esta
estrategia pretendemos estudiar la localizacion subcelular de EQFABP1 y EQFABP2 de
E. granulosus ya que no pudimos llevar a cabo inmunolocalizaciones. Asimismo, nos
proponemos confirmar los resultados obtenidos de las inmunolocalizaciones previas

con tetratiridios, tratando de identificar en cada fraccién la/s MvFABP/s presente/s.
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4.2.31. Determinacién de actividades enzimaticas marcadoras

Luego de someter a protoescoleces y a tetratiridios al proceso de
fraccionamiento subcelular, es necesario confirmar que efectivamente se obtienen las
fracciones deseadas para asi poder validar la presencia de las proteinas en estudio en
los compartimentos analizados. De esta manera, utilizamos como marcador citosélico
la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa, como marcador mitocondrial la
actividad de la succinato deshidrogenasa y como marcador peroxisomal la actividad

peroxidasa, en todas las fracciones obtenidas y en el homogeneizado.

La tabla 1 muestra el resultado del analisis de las fracciones obtenidas a partir
de tetratiridios de M. vogae. La fraccion citosdlica presenta un enriquecimiento
importante en la actividad especifica lactato deshidrogenasa comparada con el
homogeneizado de partida, mientras que la misma es nula en el resto de las
fracciones (nucleos, mitocondrias y microsomas) indicando que si existieran restos

citosolicos estarian poco representados.

Respecto a la actividad especifica succinato deshidrogenasa, la misma se
encuentra ampliamente aumentada en la fraccion mitocondrial, siendo nula en la
fraccidn nuclear y citosélica y minima en la microsomal. Esto demuestra que la
fraccion nuclear y citosodlica estarian libres de mitocondrias, mientras que la fraccién
microsomal posee una leve contaminacion mitocondrial probablemente debida a la

presencia de mitocondrias rotas, de menor tamafio que las intactas.

Por dultimo, la actividad especifica peroxidasa, caracteristica de los
peroxisomas, se encuentra aumentada en la fraccidon microsomal, mientras la misma
es nula en la fraccién nuclear y muy baja y baja en la fraccién mitocondrial y citosoélica
respectivamente. Estos resultados indican que existe una leve contaminacion de la
fracciéon mitocondrial por microsomas seguramente producto de lavados insuficientes
del segundo residuo y una contaminacion mayor de la fraccion citosolica debida

probablemente a la ruptura de peroxisomas.

Cabe mencionar que de acuerdo a la metodologia utilizada en el
fraccionamiento subcelular, la fraccibn microsomal estd constituida de vesiculas
heterogéneas pequenas formadas a partir del reticulo endoplasmico (liso y rugoso),

del aparato de Golgi y membrana plasmatica, y de peroxisomas y lisosomas.
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Tabla 1. Actividad especifica y factor de purificacion de las enzimas marcadoras en las

fracciones obtenidas de tetratiridios.

Lactato Deshidrogenasa | Act. Enz. (U/ml) | [Prot] (mg/ml) | Act. Esp. (U/mg) | F. Purific.
Homogeneizado 0.043 £ 0.003 1.907 0.023+0.002 |1.00+0.09
F. nuclear 0 0.739 0 0

F. mitocondrial 0 2.323 0 0

F. microsomal 0 3.843 0 0

F. citosolica 0.053 + 0.003 0.723 0.073+0.004 |3.20+0.18
Succinato

Deshidrogenasa Act. Enz. (U/ml) | [Prot] (mg/ml) | Act. Esp. (U/mg) | F. Purific.
Homogeneizado 0.0068 £ 0.0010 1.907 0.0036 £0.0005 |1.00+0.14
F. nuclear 0 0.739 0 0

F. mitocondrial 0.0283 £ 0.0019 2.323 0.0122 +£0.0008 |3.39+0.22
F. microsomal 0.0010 £ 0.0015 3.843 0.0003 £0.0004 |0.08 £0.11
F. citosdlica 0 0.723 0 0
Peroxidasa Act. Enz. (U/ml) | [Prot] (mg/ml) | Act. Esp.(U/mg) | F. Purific.
Homogeneizado 3.89+0.45 1.907 2.04+£0.24 1.00+0.12
F. nuclear 0 0.739 0 0

F. mitocondrial 0.45+1.03 2.323 0.19+0.44 0.09+0.21
F. microsomal 13.53+0.34 3.843 3.52 +0.09 1.73+0.04
F. citosolica 0.22 £0.22 0.723 0.30+0.30 0.15+0.15

Se muestra la actividad enzimatica (Act. Enz.), la actividad especifica (Act. Esp.) y el
factor de purificaciéon (F. Purific.) con la desviacion estandar. [Prot]: concentracién
proteica.

El resultado del analisis de las fracciones obtenidas a partir de protoescoleces
de E. granulosus se resume en la tabla 2. Segun los mismos, la fraccion citosodlica
muestra un importante aumento en la actividad especifica lactato deshidrogenasa en
comparacion con el homogeneizado inicial, siendo nula en el resto de las fracciones.
Esto indica que no hay contaminacion citosdlica apreciable en las fracciones nuclear,
mitocondrial y microsomal.

Por ofro lado, como es esperable, la actividad especifica succinato
deshidrogenasa esta aumentada en la fraccidon mitocondrial pero se observa una leve
contaminacion tanto en la fraccién nuclear como en la microsomal. Esta ultima podria
explicarse mediante la ruptura de algunas mitocondrias como se menciona

anteriormente.
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Respecto a la actividad especifica peroxidasa,

la misma se encuentra

aumentada en la fraccion microsomal debido a la presencia de peroxisomas en la

misma. En el resto de las fracciones esta actividad es imperceptible indicando que en

el fraccionamiento de protoescoleces no se aprecia ruptura de peroxisomas.

Tabla 2. Actividad especifica y factor de purificacion de las enzimas marcadoras en las

fracciones obtenidas de protoescoleces.

Lactato Deshidrogenasa | Act. Enz. (U/ml) | [Prot] (mg/ml) | Act. Esp. (U/mg) | F. Purific.
Homogeneizado 0.0080 £ 0.0016 1.68 0.0048 £ 0.0010 |1.00+0.21
F. nuclear 0 0.688 0 0

F. mitocondrial 0 0.943 0 0

F. microsomal 0 1.143 0 0

F. citosélica 0.0169 £ 0.0007 0.871 0.0194 £ 0.0008 |4.04+£0.17
Succinato

Deshidrogenasa Act. Enz. (U/ml) | [Prot] (mg/ml) | Act. Esp. (U/mg) | F. Purific.
Homogeneizado 0.0089 £ 0.0005 1.68 0.0053 £ 0.0003 |1.00 +£0.06
F. nuclear 0.0005 £ 0.0007 0.688 0.0007 £0.0010 |0.13+£0.19
F. mitocondrial 0.0190 £ 0.0010 0.943 0.0201 £0.0011 |3.79+0.21
F. microsomal 0.0014 £ 0.0003 1.143 0.0012 £ 0.0003 |0.22 £ 0.06
F. citosdlica 0 0.871 0 0
Peroxidasa Act. Enz. (U/ml) | [Prot] (mg/ml) | Act. Esp. (U/mg) | F. Purific.
Homogeneizado 9.7£0.27 1.68 5.77 £0.16 1.00 £ 0.03
F. nuclear 0 0.688 0 0

F. mitocondrial 0 0.943 0 0

F. microsomal 12.45+0.34 1.143 10.89+£0.30 1.89 £ 0.05
F. citosdlica 0 0.871 0 0

Se muestra la actividad enzimatica (Act. Enz.), la actividad especifica (Act. Esp.) y el
factor de purificaciéon (F. Purific.) con la desviacion estandar. [Prot]: concentracién

proteica.

En los casos en los que se observa contaminacion, el nivel de ésta es

suficientemente bajo como para validar los resultados presentados a posteriori.
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4.2.3.2. Microscopia de fluorescencia de la fraccién nuclear

La presencia de nucleos en la fraccion nuclear es visualizada mediante
microscopia de epifluorescencia de la misma luego de ser tefiida con DAPI.
En la figura 15 se observa el enriquecimiento en nucleos de la fracciéon nuclear tanto
en el fraccionamiento subcelular células de tetratiridios de M. vogae (A) como en el de

células de protoescodleces de E. granulosus (B).

4.2.3.3. Detecciéon de FABPs mediante SDS-PAGE 1D y Western
Blot

Los extractos proteicos obtenidos de las fracciones subcelulares son sometidos, en
una primera instancia, a electroforesis en gel desnaturalizante en una dimensién para
luego llevar a cabo ensayos de Western Blot utilizando el suero anti-rEgFABP1, Unico
suero disponible en esta etapa. Estos estudios se realizan con la finalidad de

identificar las fracciones subcelulares en las cuales las FABPs estan presentes.

En la figura 16A se aprecia la presencia de una banda de tamafio similar al de las
FABPs de Echinococcus granulosus en la fraccion nuclear, mitocondrial, microsomal y
citosolica. En la fraccién microsomal la banda marcada presenta un tamafo un poco
superior al esperado, probablemente debido a impurezas lipidicas aportadas por el
gran contenido de membranas de esta fraccion.

Para Mesocestoides vogae (figura 16B) el anticuerpo reconoce ya sea una o dos
bandas de tamafo similar a las FABPs de este organismo, en las fracciones

analizadas.
Estos resultados indican que una o mas FABPs de los cestodos E. granulosus y M.

vogae estarian localizadas o asociadas a nucleos, mitocondrias, citosol, reticulo

endoplasmico y/o golgi y/o lisosomas y/o peroxisomas.
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Figura 15. Micrografias de epifluorescencia de las fracciones nucleares obtenidas a
partir de tetratiridios (A) y de protoescoéleces (B). La barra corresponde a 5 micras, el
aumento es 100X.
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Figura 16. ldentificacion de EgFABPs (A) y MvFABPs (B) en fracciones subcelulares
de protoescoleces vy tetratiridios, mediante SDS-PAGE 15%-Western Blot utilizando el
suero anti-rEgFABP1 purificado diluido 1/1000. A) Fracciones de protoescdlices: 2)
homogeneizado total, 3) fraccién nuclear, 4) fraccién mitocondrial, 5) fraccion
microsomal, 6) fraccion citosdlica. B) Fracciones de tetratiridios: 1) fraccion citosdlica,
2) fraccion microsomal, 3) fraccidn mitocondrial, 4) fraccién nuclear, 5) homogeneizado
total. En todos los carriles se siembra 30 ug de extracto proteico de la fraccién
subcelular correspondiente. A1 y B7: marcador de masa molecular pretefido
(Fermentas SM0441).

42.34. Identificacion de FABPs en fracciones subcelulares de

protoescdleces

Para identificar cuales serian las FABPs presentes en las fracciones subcelulares
decidimos someter a los extractos provenientes de cada fraccion a electroforesis
bidimensional. En todos los casos se realizan electroforesis bidimensionales en
paralelo, un gel se tifie con nitrato de plata mientras que el otro es transferido para
Western Blot (WB). Las proteinas reconocidas por el anticuerpo son localizadas y
escindidas en el otro gel para ser analizadas mediante espectrometria de masa
MALDI-TOF (MS). En este punto decidimos utilizar el suero anti-rEgFABP1 sin
purificar ya que el mismo es especifico en el rango de masas moleculares a analizar, y
solo seleccionaremos aquellas spots del tamafio y punto isoeléctrico (pl) buscado para
luego ser identificadas mediante MS. El suero purificado se reserva para ser utilizado a

posteriori en los estudios de inmunolocalizacion.
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El suero utilizado en estos experimentos reconoce en la fraccién citosdlica,
nuclear, mitocondrial y microsomal a tres spots del tamafno esperado y de punto
isoeléctrico de 8 (15 kDa), 7.7 (15 kDa) y 6.5 (15.2 kDa) (Figuras 17, 22 y 24). En la
fraccion citosdlica se repite el ensayo con mayor cantidad de proteinas para asi
obtener spots con concentracién suficiente para ser analizada por MS (Figura 17C). Es
asi que logramos identificar en esta fraccion, mediante MS y de manera
estadisticamente significativa, a las tres proteinas reconocidas en el WB como
EgFABP1, usando base de datos locales y publicas (Figuras 18-20). Asimismo, la
proteina de pl 7.7 de la fracciéon nuclear también pudo ser identificada mediante MS
como EgFABP1 (Figuras 22 y 23). Cabe recordar que la masa molecular y el punto
isoeléctrico tedrico de EQFABP1 y EgFABP2 son 15065.4 Da y 7.7, y 15408.7 Da y

6.37, respectivamente.

En la fraccién nuclear, las proteinas de pl 8 y de pl 6.5, si bien fueron marcadas en
el WB (flechas verdes en figura 22B), no pudieron ser detectadas en el gel
bidimensional revelado con nitrato de plata debido a que se encuentran en baja
concentracion (Figura 22A). Por tales motivos, se considera que son isoformas de
EgFABP1 ya que, ademas de ser reconocidas por el suero, sus parametros son
idénticos a las spots identificadas por MS en la fraccién citosélica. En el caso de la
fraccion mitocondrial y microsomal, la intensidad de las spots de los geles 2D
revelados con nitrato de plata, es menor que las de las fracciones citosdlica y nuclear,
y solo podemos visualizar al spot correspondiente con la isoforma de pl 7.7 (Figura
24A y C). De forma similar, identificamos a las tres proteinas marcadas en los WBs de
estas fracciones como EgFABP1, basandonos en la localizacion en los geles 2D (pl y

masa molecular), asi como en las identificaciones previas mediante MS.

Con la finalidad de identificar a la proteina EgFABP2, se somete al analisis
mediante MS a seis proteinas de la fraccion citosodlica (Figura 17C) y a dos de la
fraccion nuclear (Figura 22A), teniendo en cuenta la masa molecular y el punto
isoeléctrico tedricos de dicha proteina. De estas ocho proteinas so6lo una perteneciente
a la fraccién citosdlica, de pl y masa molecular de 6.3 y 16.3 kDa aproximadamente,
es identificada de manera estadisticamente significativa como una proteina similar a la
proteina hipotética de la capa germinativa de E. multilocularis “Em_CW_03A07_T7
Echinococcus multilocularis germinative layer” (flecha celeste en figura 17C y figura
21). Asimismo, esta proteina es similar a la Cu/Zn superdxido dismutasa citosolica de

Taenia solium (Q8WRF5), confirmando el enriquecimiento de la fraccidn citosdlica. La
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masa molecular nominal de esta proteina hipotética es 17824 Da y el punto
isoeléctrico es 6.44. Este resultado surge utilizando las bases de datos EST others.
Las proteinas restantes (flechas negras en figura 17C y 22A) no pudieron ser

identificadas mediante esta metodologia.

En base a estos resultados, podemos confirmar la presencia de tres isoformas de
EgFABP1 en la fraccion citosélica, nuclear, mitocondrial y microsomal de
protoescoleces, las mismas presentan distinto punto isoeléctrico y masa molecular
similar. La proteina con pl de 7.7 es la mas abundante y debido a su punto isoeléctrico
probablemente corresponda a la proteina EgFABP1 sin modificaciones
postraduccionales. Las isoformas con pl de 8 y 6.5 podrian poseer alguna modificacion
que explique la variacion del pl y de la masa.

Cabe destacar que las dos sefales mas importantes del espectro obtenido a partir del
spot de pl 8 de la fraccién citosdlica (Figura 19), no se pudieron asignar a ninguna
proteina ni en bases de datos locales ni en las publicas, aun cuando se fragmentaron,

sugiriéndonos la existencia de modificaciones postraduccionales.

Por otro lado, intentamos identificar sin éxito a EgFABP2 en las regiones
analizadas; esto nos sugiere que su expresion es baja o nula en el estadio de

protoescéleces.
Lamentablemente, no pudimos repetir los ensayos de la fraccidon nuclear,

mitocondrial y microsomal con mayor cantidad de proteina y asi completar la

identificacion mediante MS, debido a la dificultad en la obtencién de protoescéleces.
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Figura 17. Seleccidon de spots para espectrometria de masa de la fraccién citosélica de
E. granulosus, mediante electroforesis 2D y Western Blot. A y B) electroforesis en
paralelo con 20 ug de extracto proteico, marcador Full Range Rainbow Molecular
Weight Markers (Amersham), el gel B es transferido para realizar Western Blot
utilizando el suero anti-rEgFABP1 sin purificar diluido 1/1000. C) 100 ug de extracto
proteico, marcador Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS electrophoresis
(Amersham). A y C: revelado con nitrato de plata. Las flechas rojas indican las spots
identificadas como EgFABP1, las negras proteinas sin identificar y la celeste proteina
hipotética de la capa germinativa de E. multilocularis. En B y C se indica el punto
isoeléctrico experimental de las proteinas identificadas como EgFABP1.
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

699.4026, 705.3987, 768.5187, 780.4487, 803.4159, 842.5337, 888.4960, 906.5306 ions(70.0713, 72.0883,
86.0974, 112.0905, 120.0888, 129.1147, 157.1064, 158.0893, 171.1092, 175.1163, 201.1154, 219.1344,
247.1347, 259.1324, 261.1404, 263.0950, 270.1712, 272.1130, 276.1552, 339.1945, 340.1882, 348.1639,
358.1866, 362.1547, 367.1654, 375.2175, 385.1824, 391.1791, 419.1717, 433.1881, 439.2144, 463.1893,
484.2556, 486.2348, 487.2325, 490.2350, 504.2586, 518.2373, 522.2770, 532.2529, 586.3063, 602.2621,
603.3065, 619.2791, 620.2708, 631.3074, 637.2984, 647.2668, 696.2943, 714.3658, 719.2952, 732.3894,
736.3684, 749.3090, 750.3605, 758.2903, 776.3727, 793.3765, 842.5624, 844.3577, 847.4775, 861.3124,
862.3330), 918.5295, 975.5190, 1078.5907, 1124.5704 ions(147.1100, 159.1031, 260.1046, 290.0779, 303.1029,
315.1952, 316.1485, 318.0411, 332.1220, 333.1681, 374.1216, 376.1135, 391.2242, 401.1840, 416.2081,
419.2296, 430.2527, 434.2230, 472.2516, 473.2430, 490.2949, 491.2357, 503.1536, 518.2590, 521.1804,
531.2677, 577.1980, 586.2603, 587.2431, 601.2889, 604.3148, 619.3134, 634.2709, 640.0616, 646.2430,
646.6547, 663.2827, 691.2844, 733.4084, 751.3777, 755.3907, 761.3481, 772.4208, 774.3320, 776.2012,
792.3374, 822.4344, 932.4708, 934.3232, 935.3605, 951.4402, 960.3978, 970.4399, 977.3701, 993.4825,
995.4848, 1036.2153, 1037.4484, 1054.4590, 1060.5259, 1062.4684, 1063.4846, 1078.4163, 1106.9723,
1120.3552), 1140.5648, 1156.5607, 1172.5653, 1179.6327, 1193.6073, 1277.7384, 1356.7667, 1398.6920,
1427.8195, 1475.7900, 1519.8265, 1520.8129, 1530.7985, 1536.7927, 1649.8887, 1707.8245, 1716.8844,
1731.8058, 1812.0300, 1828.0237, 1838.9645

Figura 18. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 7.7 y 15 kDa
aproximadamente, de la fraccion citosoélica de protoescéleces. En la parte superior de
la figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un
punto los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista
de masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

713.386597, 768.507446, 780.413208, 868.535339, 906.488892 ions(72.091194, 86.104263, 112.093857, 113.099068,
120.096161, 129.124298, 157.114365, 158.104156, 171.109589, 175.130264, 198.114502, 201.136520, 210.158325,
215.102432, 219.148209, 225.187820, 233.218933, 234.190002, 237.194061, 245.182755, 247.164276, 259.147522,
263.127441, 270.193665, 272.129669, 276.183075, 339.201538, 358.229279, 362.181122, 367.202271, 375.231720,
385.221405, 419.187561, 433.229767, 484.270050, 490.250488, 504.265594, 518.272034, 522.299500, 532.263428,
603.347534, 620.307251, 631.361328, 637.321594, 736.380066, 862.236938), 968.553711, 975.476929, 982.581604,
1054.499146, 1071.518311, 1078.545166, 1124.528198, 1144.529541, 1151.726563, 1156.519409, 1172.516968,
1328.480225, 1398.648804 ions(86.121407, 112.101784, 120.109871, 129.130829, 133.147385, 158.100021, 175.143982,
201.451996, 218.033890, 228.179001, 233.186920, 238.136551, 255.094955, 261.181458, 271.178345, 272.149963,
275.116608, 285.189453, 289.166534, 312.147400, 346.164307, 368.220367, 385.255585, 402.279755, 410.189941,
413.180542, 424.248291, 425.269135, 432.199280, 438.181549, 460.220520, 482.281189, 499.287567, 516.340149,
532.333191, 538.238892, 555.311584, 556.300537, 557.262756, 566.251282, 567.207275, 573.325073, 585.253540,
596.297607, 623.306458, 630.290222, 640.279541, 659.360352, 670.301636, 671.254700, 684.420837, 687.340698,
692.347778, 701.407227, 711.388672, 715.341614, 720.282227, 737.301575, 826.407715, 827.372803, 844.405396,
861.424011, 867.431458, 883.392822, 901.422852, 918.437256, 958.471436, 975.500793, 997.514099, 998.489868,
1110.526855, 1121.562012, 1138.516724, 1251.492920, 1307.608398), 1422.620728 ions(110.072380, 112.086426,
129.123596, 175.127304, 255.126633, 261.176849, 272.144928, 289.173889, 299.089935, 328.109802, 355.112030,
400.185211, 417.211060, 438.134888, 469.154205, 497.200470, 499.346954, 514.227356, 531.259033, 546.308350,
551.258850, 552.188293, 555.198486, 557.153503, 568.257874, 571.228516, 583.188904, 588.301514, 632.214539,
670.299011, 691.265442, 708.304260, 716.321838, 725.313965, 787.358887, 807.392273, 808.756897, 809.505005,
825.211060, 835.361450, 835.660034, 836.329712, 868.307495, 874.541199, 885.342651, 892.330139, 925.355652,
942.395386, 982.387146, 999.408569, 1006.415039, 1106.463379, 1134.470215, 1136.442139, 1145.381470,
1162.437500, 1248.501953, 1264.490112, 1266.461304, 1268.363770, 1313.481689, 1331.460815, 1361.259521),
1578.701050, 1601.727173, 1603.739624, 1617.723511, 1621.717529, 1631.721680, 1633.731079, 1649.713867,
1811.957520, 1827.984741, 1926.817871, 1944.824219, 1956.081787, 2300.161621, 2518.220215

Figura 19. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 8 y 15 kDa
aproximadamente, de la fraccion citosélica de protoescoleces. En la parte superior de
la figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un
punto los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista
de masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

768.516846, 780.420166, 832.439392, 868.537659, 881.261047, 906.498291 ions(72.084724, 112.105362,
120.093933, 129.135742, 137.098267, 157.110809, 158.101212, 171.103577, 175.130859, 199.092010,
201.116623, 202.134567, 209.131546, 215.097107, 241.195343, 259.137085, 263.105957, 273.179230,
276.156647, 358.185974, 362.274933, 376.235413, 385.208282, 419.203125, 434.191803, 445.186554,
464.258575, 504.274109, 522.300293, 532.290649, 595.340393, 620.318176, 637.274597, 824.339722,
845.248108), 974.523010, 987.471252, 1078.550903, 1118.607666, 1124.537231, 1144.533936, 1156.534302,
1172.524414, 1227.566284, 1247.561523, 1384.678467, 1473.776367, 1519.761719, 1535.759766,
1697.772461, 1827.990112, 1842.823730, 1957.086670, 1970.901001, 2111.013428, 2267.162598

Figura 20. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 6.5y 15.2
kDa aproximadamente, de la fraccion citosolica de protoescoleces.

En la parte superior de la figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-
TOF. Se marca con un punto los péptidos elegidos para fragmentacién. En la parte
inferior se presenta la lista de masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

699.3990, 713.4163, 768.5076, 913.4545, 1001.5960, 1037.5042, 1165.6082, 1179.6288, 1234.6967,
1264.7341, 1325.7352, 1353.7676 ions(110.0683, 112.0817, 129.1083, 175.1117, 213.1840, 225.1081,
226.0612, 232.1449, 239.1465, 300.1675, 305.1755, 324.0582, 324.2121, 345.2150, 361.2389, 383.1259,
395.2660, 411.1198, 411.2388, 437.1687, 444.2787, 454.5923, 492.1562, 498.1178, 498.2777, 512.2471,
513.2979, 531.3407, 539.2055, 567.2627, 579.2197, 580.3318, 598.2822, 611.2993, 650.3657, 651.3124,
651.4165, 659.0998, 668.3952, 693.4131, 698.2740, 710.4135, 774.2906, 777.3680, 778.5386, 780.5124,
795.4543, 797.6628, 798.3035, 808.5603, 823.4110, 854.4825, 882.4196, 885.3189, 892.5032, 893.4673,
898.8896, 910.4528, 913.6708, 924.4557, 941.5106, 981.5822, 991.5198, 991.7101, 993.2371, 1003.2087,
1003.5367, 1008.0904, 1009.2778, 1009.6028, 1021.8414, 1024.3123, 1054.5894, 1122.6307, 1125.0410,
1141.5435, 1179.6475, 1197.6299, 1213.7380), 1365.6675, 1398.7539 ions(228.0924, 230.0588, 256.1665,
263.1472, 333.1536, 359.0762, 394.1152, 400.1222, 412.0874, 419.1391, 419.2315, 430.2474, 431.2008,
448.1935, 501.1503, 505.2112, 522.2129, 538.2517, 541.1527, 566.2102, 569.2992, 587.2504, 604.24809,
611.1953, 619.2380, 639.2484, 649.2813, 667.3073, 678.2710, 684.2152, 684.4052, 697.2738, 714.3578,
716.1912, 732.3430, 738.3754, 747.3207, 777.3251, 779.0240, 795.3868, 812.3555, 814.2082, 816.3254,
833.3647, 876.3814, 878.9202, 894.3698, 905.3782, 944.7159, 947.5471, 950.6005, 953.4551, 962.3751,
980.4321, 998.4522, 1006.1348, 1042.7343, 1052.4548, 1066.4172, 1067.8136, 1125.5095, 1127.4635,
1128.2699, 1135.5430, 1136.4415, 1143.4933, 1146.6838, 1153.5134, 1224.5038, 1227.8323, 1242.5659,
1244.7490, 1252.5719, 1308.6987), 1427.8019, 1466.7771, 1482.8169, 1498.8014, 1581.8868, 1708.7863,
1716.8679, 1854.9238, 2443.2981, 2798.5112

Figura 21. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 6.3 y 16.3
kDa aproximadamente, de la fraccion citosolica de protoescéleces.

En la parte superior de la figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-
TOF. Se marca con un punto los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte
inferior se presenta la lista de masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Figura 22. |dentificacion de FABPs en la fraccidén nuclear de protoescoleces mediante
electroforesis 2D-Western Blot. A 'y B) geles de electroforesis en paralelo con 20 ug de
extracto proteico. A: revelado con nitrato de plata, B: Western Blot utilizando el suero
anti-EgFABP1 sin purificar diluido 1/1000. La flecha roja indica la proteina identificada
como EgFABP1 mediante MS, las flechas negras corresponden a proteinas sin
identificar y las verdes muestran a las proteinas identificadas como EgFABP1 a partir
de su ubicacion en el WB. En B se indica el punto isoeléctrico de las proteinas

marcadas.
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

780.4030 ions(112.0761, 129.0992, 136.0571, 158.0553, 172.0312, 175.0891, 183.0743, 184.0562, 201.0891,
243.0823, 249.1193, 265.0619, 269.0829, 277.1239, 287.0701, 289.0837, 304.1013, 315.1068, 346.1004,
347.9566, 363.0959, 364.1161, 376.0959, 382.1349, 400.1310, 406.0993, 417.1542, 449.2061, 477.1005,
477.2092, 478.2042, 488.1302, 498.0850, 507.1196, 508.1842, 545.1272, 563.1561, 568.1753, 580.1409,
591.1763, 606.2153, 624.1251, 650.1536, 665.1627, 666.1465, 667.1758, 680.2587, 700.1335, 710.1647,
711.2073, 716.3975, 719.1221, 720.3483, 721.2599, 736.1118),

906.4839 ions(72.0788, 86.1105, 112.0834, 116.0904, 120.0712, 129.1032, 157.0749, 158.0937, 171.0948,
175.1012, 201.0897, 232.1172, 247.1147, 259.1079, 261.1307, 263.0868, 270.1429, 272.0985, 276.1311,
340.1682, 358.1473, 359.1575, 362.1266, 367.1469, 375.1831, 385.1508, 391.1395, 419.1337, 433.1662,
439.1923, 445.1442, 463.1674, 484.1914, 487.1742, 490.1951, 504.2138, 505.2348, 518.1935, 522.22809,
532.2021, 586.2509, 603.2820, 606.0396, 619.2856, 620.2061, 631.2631, 633.2242, 637.2480, 696.3256,
713.8594, 715.1745, 719.7335, 734.2339, 735.0735, 736.2709, 749.2990, 793.3047, 832.1853, 845.3837,
846.2977, 860.0797, 861.1643, 862.1844, 864.2704),

975.4653 ions(158.0971, 175.1149, 184.0913, 201.1322, 215.1025, 229.0775, 232.1124, 240.1354, 255.1374,
257.1277, 260.0995, 272.1495, 274.1542, 308.1862, 328.1418, 344.1159, 359.1259, 359.2388, 360.2195,
397.2007, 415.2008, 417.1587, 434.1811, 443.1805, 474.1969, 491.2570, 504.0716, 512.1835, 516.2138,
533.2626, 542.2309, 543.2651, 588.2343, 598.2276, 603.2262, 611.2136, 632.3090, 635.2725, 648.3079,
696.2563, 702.2260, 719.2281, 761.3265, 763.6599, 764.3080, 776.2082, 787.0141, 797.1910, 821.2599,
844.0463, 855.5380, 860.2550, 870.3234, 884.3965, 888.2902, 907.4147, 912.2949, 914.2440)

1124.5121 ions(158.0752, 158.5293, 175.0788, 191.1030, 229.0589, 235.0606, 237.0860, 272.1507, 282.9990,
303.0556, 309.0399, 318.0862, 328.1669, 332.0663, 333.1259, 345.0925, 347.0289, 374.0698, 400.0711,
401.3053, 419.1731, 434.1700, 441.0318, 455.1963, 475.2054, 476.0989, 491.1685, 496.0734, 510.1082,
521.1014, 530.0084, 545.0171, 547.2089, 559.2225, 578.2355, 604.2184, 634.2103, 637.9473, 640.8414,
644.1384, 648.1760, 652.2647, 654.4225, 672.9974, 681.6381, 691.1594, 731.1349, 748.1222, 751.2891,
761.2645, 775.1733, 791.9890, 792.3697, 793.0856, 822.2866, 885.0634, 923.3552, 925.7288, 931.7061,
933.1367, 933.5630, 935.1547, 938.4603, 951.2666, 952.0473, 959.7075, 960.1432, 961.8258, 1002.2252,
1010.3153, 1034.2401, 1048.1609, 1053.4662, 1054.4105, 1059.1730, 1064.0104, 1079.0659, 1080.0198,
1085.8601), 1140.5028, 1179.5820, 1398.6251, 1422.6094, 1475.7231, 1488.7128, 1504.7202, 1520.7238,
1546.7516, 1601.7164, 1617.7109, 1707.7456, 1725.7949, 1908.7545, 1944.8206

Figura 23. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 7.7 y 15 kDa
aproximadamente, de la fraccion nuclear de protoescoleces. En la parte superior de la
figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un
punto los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista
de masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Figura 24. |dentificacion de FABPs en la fraccion mitocondrial (A y B) y microsomal (C
y D) de protoescdleces mediante electroforesis 2D-Western Blot. A 'y C: revelado con
nitrato de plata, B y D: Western Blot utilizando el suero anti-EgFABP1 diluido 1/1000.
Las flechas rojas indican las proteinas identificada como EgFABP1. En B y D se indica
el punto isoeléctrico de las proteinas marcadas.
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4.2.3.5. Posibles modificaciones postraduccionales

En un intento de dilucidar las posibles modificaciones postraduccionales de las
isoformas de EQFABP1 de pl 6.5 y 8, utilizamos la herramienta bioinfomatica FindMod
del Swiss Institute of Bioinformatics. La misma permite comparar los péptidos
potencialmente modificados de acuerdo a su masa con los péptidos generados
conceptualmente a partir de la secuencia de EgQFABP1 (Tabla 3 y 4). El estudio de las
modificaciones postraduccionales es un tema muy complejo ya que hasta el momento
se han identificado mas de 400 modificaciones especificas de proteinas (Farley et
Link, 2009).

Los resultados obtenidos en la Tabla 3 y 4 nos muestran una gran bateria de

posibles modificaciones postraduccionales que restan ser investigadas.

Tabla 3. Péptidos potencialmente modificados de la isoforma de pl 6.5, detectados por

diferencia de masas y conforme a las reglas.

Masas Masas Difer. Masa Amasa Modif. o . .. Modificacion
exper. teoric. masas modif. (Dalton) Potenc. #CA Péptido posicion conocida
974.523 887.4832 87.0398 87.0684 0.029  HYPU 0  VVEGNELK 108-115

1118.608 1009.5676 109.0404 109.0528  0.012  PYRK 1 TKVTYIER 100-107

1124.537 1082.5339 42.0031 42.0106 0.007  ACET 0  MEAFLGTWK 1-9

1124.537 1082.5339 42.0031 42.0470 0.044  TRIMETH 0  MEAFLGTWK 1-9

1124.537 1082.5339 42.0031 42.0106 0.007  ACET 0  MEAFLGTWK 1-9 (1xTPO)
1124.537 1082.5339 42.0031 42.0470 0.044  TRIMETH 0  MEAFLGTWK 1-9 (1xTPO)
1144.534 1086.4772 58.0568 58.0419 -0.014  TRIMETK 1 MEKSEGFDK 10-18 (MsO0: 10)
1144.534 872.3818 272.1522 272.2504  0.098  GERA 0  TTECSFK 60-66 (Cys_CAM: 63)
1156.534 1098.5288 58.0052 58.0419 0.037  TRIMETK 0  MEAFLGTWK 1-9 (1xMS0)
1156.534 1098.5288 58.0052 58.0419 0.037  TRIMETK 0  MEAFLGTWK 1-9 (1xMSO, 1xTPO)
1156.534 1078.5527 77.9813 77.9105 -0.07 BROM 1 FKEVTPDSR 71-79

1519.762 1505.7879 13.9741 14.0157 0.042  METH 0  EVASLITVENGVMK 80-93 (Ms0: 92)

Se muestra en celeste la modificaciones postraduccionales potenciales de cada
péptido y los aminoacidos que probablemente estén afectados. #CA: numero de cortes
ausentes permitidos. ACET: acetilacion en K; BROM: brominacion en H, F, o W;
GERA: geranilacién; HYPU: hipusina en K; METH: metilacion; PYRK: pirrolisina;
TRIMETH: trimetilacion; TRIMETK: N6,N6,N6-trimetil-5-hidroxilisina.
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Tabla 4. Péptidos potencialmente modificados de la spot de pl 8.0, detectados por

diferencia de masas y conforme a las reglas.

Masas
exper.

1071.518

1124.528

1124.528

1124.528

1124.528

1144.530

1156.519

1156.519

1156.519

1328.480

1328.480

1398.649

1603.740

1603.740

1631.722

2300.162

2300.162

2300.162

Masas
teoric.

1070.4823

1082.5339

1082.5339

1082.5339

1082.5339

1086.4772

1098.5288

1098.5288

1078.5527

872.3818

872.3818

1397.7093

1494.6781

1374.7409

1551.6995

2242.1019

2258.0968

2258.0968

Difer.
masas

1.0357

41.9941

41.9941

41.9941

41.9941

58.0528

57.9902

57.9902

77.9663

456.0982

456.0982

0.9397

109.0619

228.9991

80.0225

58.0601

42.0652

42.0652

Masa
modif.

0.9840

42.0106

42.0470

42.0106

42.0470

58.0419

58.0419

58.0419

77.9105

456.1046

456.1046

0.9840

109.0528

229.0140

79.9663

58.0419

42.0106

42.0470

Amasa

(Dalton) Potenc.

-0.051

0.016

0.053

0.016

0.053

-0.01

0.052

0.052

-0.055

0.006

0.006

0.044

-0.008

0.015

-0.055

-0.017

-0.054

-0.017

Modif.

FLAC

ACET

TRIMETH

ACET

TRIMETH

TRIMETK

TRIMETK

TRIMETK

PHOS

TRIMETK

ACET

TRIMETH

#CA

Péptido

MEKSEGFDK
MEAFLGTWK
MEAFLGTWK
MEAFLGTWK
MEAFLGTWK
MEKSEGFDK

MEAFLGTWK

MEAFLGTWK

FKEVTPDSR
TTECSFK
TTECSFK
VDEVVCVRTYSK
SESTFKTTECSFK

ATVKVDEVVCV
R

SESTFKTTECSFK

EVASLITVENGV
MKHEQDDK

EVASLITVENGV
MKHEQDDK

EVASLITVENGV
MKHEQDDK

posici

on

10-18

1-9

1-9

1-9

1-9

10-18

1-9

1-9

71-79

60-66

60-66

120-131

54-66

116-127

54-66

80-99

80-99

80-99

Modif.
conocida

(1xTPO)

(1xTPO)

(MSO: 10)

(1xMSO)

(1xMSO0,
1xTPO)

(Cys_CAM: 63)

(Cys_CAM: 63)

(Cys_CAM: 125)

(Cys_CAM: 63)

(MS0: 92)

(MSs0: 92)

Se muestra en celeste la modificaciones postraduccionales potenciales de cada
péptido y los aminoacidos que probablemente estén afectados. #CA: niumero de cortes
ausentes permitidos. ACET: acetilacion en K; BROM: brominacioén en H, F, o W; CITR:
citrulinacion; FLAC: acido 3-fenillactico, en F; FMNC: conjugaciéon FMN (Cys); GERA:
geranilacion; HYPU: hipusina en K; METH: metilacién; PHOS: fosforilaciéon: PLP:
piridoxal fosfato; PYRK: pirrolisina; TRIMETH: trimetilacion; TRIMETK: N6,N6,N6-
trimetil-5-hidroxilisina.
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4.2.3.6. Identificacion de FABPs en fracciones subcelulares de

tetratiridios

Las fracciones de tetratiridios de M. vogae son analizadas aplicando la misma
estrategia experimental empleada en el analisis de las fracciones de protoescodleces.
Nuestros resultados indican que tanto MvFABPa como MvFABPb estan presentes en
las fracciones analizadas. En algunos casos se identifican mediante MS mientras que

en otros por WB y el perfil electroforético, como se describe a continuacion.

Los ensayos de Western Blot muestran en la fraccion citosélica, nuclear y
mitocondrial, el reconocimiento de dos spots (Figuras 25, 28 y 30) de pl 5.4 y masa
molecular de 13.5 kDa, y pl de 6.8 y masa molecular de 13 kDa. ElI WB de la fraccion
microsomal no arroja ningun resultado posiblemente debido a problemas con los
reactivos del revelado. Sin embargo, en este ensayo se analizan mediante MS a las
spots cuyas masas moleculares y puntos isoeléctricos coinciden con el de las

proteinas buscadas.

Es asi como la proteina de pl 5.4 (flechas amarillas en figura 25 y 28) es
identificada mediante MS de manera estadisticamente significativa, como la proteina
de unién de acidos grasos a de M. vogae (MvFABPa), en la fraccion citosdlica, nuclear
y microsomal (Figuras 26, 29 y 31). Recordemos que dicha proteina presenta un punto
isoeléctrico y una masa molecular tedricos de 5.54 y 14844.0 Da, respectivamente.
Asimismo, la proteina de pl de 6.8 (flecha roja en figura 25 y 30) se identifica mediante
MS de manera estadisticamente significativa, como la proteina de uniéon de acidos
grasos b de M. vogae (MvFABPb), en la fraccién citosdlica y microsomal (Figura 27 y
32). MVFABPD tiene un punto isoeléctrico y masa molecular tedérico de 6.91 y 14726.8
Da respectivamente. Basandonos en los resultados del WB previamente mencionados
y en los parametros de las proteinas buscadas, asi como en las identificaciones
previas mediante MS, MvFABPb es identificada en la fracciéon mitocondrial y nuclear,

mientras que MvFABPa es identificada en la fraccion mitocondrial.

La marca observada en la membrana del WB correspondiente a la fraccion
citosdlica, de pl 8.8 y masa molecular de 16 kDa aproximadamente, es un dafio en la
membrana producto de la manipulacién de la misma durante el experimento.
Igualmente analizamos por MS a la Unica spot de parametros similares, detectandose
solamente sefales correspondientes a tripsina y queratina (flecha negra en figura

25A). Asimismo, se observa una tercera spot marcada en el WB de la fraccion
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mitocondrial (Figura 30B), su identidad no es investigada debido a la presencia de
spots muy tenues en esa regidén. La misma podria ser producto de un marcado
inespecifico o podria sugerir la presencia de una MvFABP modificada

postraduccionalmente como sugerimos que ocurre en E. granulosus.

Cabe recordar que las estimaciones de masa molecular a partir del gel de la
segunda dimensién son aproximadas debido a que se calculan a través de la
comparacion con el marcador de masa molecular pretefiido. Este tipo de marcador
suele presentar una pequefia desviacidn en las masas moleculares de las bandas

proteicas respecto a las reales.

Recopilando los resultados obtenidos hasta el momento, referidos al estudio de
la localizacién subcelular, podemos afirmar que tres isoformas de EgFABP1 son
encontradas en la fracciébn nuclear, mitocondrial, microsomal y citosdlica, de
protoescdleces; mientras que EgFABP2 no ha sido identificada en las fracciones
analizadas. Asimismo, MvFABPa y MvFABPb estan localizadas en la fraccion

citosdlica, nuclear, mitocondrial y microsomal de tetratiridios.
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Figura 25. |dentificacion de FABPs en la fraccion citosdlica de tetratiridios mediante
electroforesis 2D-Western Blot. A 'y B) geles de electroforesis en paralelo con 20 ug de
extracto proteico. A: revelado con nitrato de plata, B: Western Blot utilizando el suero
anti-rEgFABP1 sin purificar diluido 1/1000. Las flechas roja y amarilla corresponden a
las proteinas identificadas mediante MS como MvFABPb y MvFABPa
respectivamente, la flecha negra indica la presencia de péptidos de tripsina y
queratina. En B se indica el punto isoeléctrico de las proteinas marcadas.
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

807.3821, 862.4904, 874.4889, 914.3996, 973.5053, 1003.5191, 1037.4944, 1064.5773, 1110.5005, 1126.4915,
1142.4908, 1179.5648, 1234.6422, 1248.6680, 1249.5194, 1263.6578, 1265.5255, 1307.6449, 1323.6357,
1329.6710, 1357.6937, 1379.6826, 1434.7362, 1460.7509, 1475.7214, 1491.7383, 1493.7217

1506.6632 ions(84.0706, 86.0837, 102.0224, 112.0633, 129.0797, 158.0543, 171.0703, 175.0791, 215.0742,
231.0675, 232.0849, 233.7614, 242.0553, 259.0272, 270.0061, 276.1004, 300.0969, 312.0817, 316.0601,
329.0672, 330.0758, 347.0696, 357.0575, 384.0276, 406.1142, 427.0736, 429.0905, 444.1158, 463.0685,
464.1406, 470.0504, 488.1243, 501.1241, 527.1346, 528.0889, 545.1414, 548.1027, 576.1713, 577.1082,
593.1036, 630.1601, 634.1406, 656.1445, 674.1600, 720.1392, 728.2151, 803.1410, 807.2059, 815.1727,
817.2496, 833.1819, 847.2329, 914.1097, 914.5057, 915.2222, 931.2125, 932.1835, 934.3376, 962.2170,
965.3189, 980.1932, 1019.2691, 1035.2124, 1045.2312, 1061.2220, 1063.2351, 1078.2394, 1161.3419,
1207.2797, 1209.4647, 1275.2233, 1332.2047, 1336.3109, 1350.1788, 1378.3833, 1393.2719, 1444.9957,
1445.8665, 1449.7865, 1461.8837)

1518.6888, 1571.8397, 1593.7123, 1638.8127, 1707.7303, 1716.8081, 1796.9631, 1838.8767, 1862.9840,
1867.8607, 1908.7566

Figura 26. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 5.4 y 13.5
kDa aproximadamente, de la fraccion citosolica de tetratiridios.

En la parte superior de la figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-
TOF. Se marca con un punto el péptido elegido para fragmentacion. En la parte inferior
se presenta la lista de masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

881.2417, 886.4124 ions(175.1008, 195.0869, 198.0750, 207.0155, 216.0857, 232.1281, 249.1018, 255.1072,
276.1519, 294.1633, 327.1154, 345.1161, 358.1744, 360.1204, 363.1239, 363.6226, 377.1684, 378.1288,
395.1963, 403.1296, 428.1622, 439.2510, 446.1521, 464.1561, 475.1930, 492.1710, 501.2471, 524.2232,
542.2468, 548.2029, 550.0456, 558.2000, 565.2194, 575.1786, 577.0596, 577.9098, 581.2516, 586.2072,
593.2042, 653.2932, 671.2637, 697.8549, 704.1841, 711.9418, 722.2634, 723.2485, 740.2486, 754.3118,
772.3192,774.3101, 782.3116, 801.2307, 824.4494, 842.2367, 843.0779, 851.0608)

1026.5619 ions(70.0432, 86.0764, 110.0389, 112.0591, 129.0800, 138.0248, 157.0548, 158.0555, 175.0695,
223.0872, 229.0575, 234.0558, 246.0803, 251.0746, 261.0821, 262.0363, 270.1107, 271.0594, 290.0635,
308.0808, 342.1063, 357.1135, 359.1303, 361.0760, 375.0900, 379.1156, 382.0437, 384.0924, 390.0888,
407.1096, 418.0799, 424.1302, 486.1176, 489.1327, 490.1137, 503.1438, 504.0884, 506.1399, 521.1107,
531.1189, 586.1054, 603.1300, 620.1440, 621.1226, 630.1219, 640.1630, 642.9391, 651.1100, 668.1378,
716.1463, 719.1812, 735.1761, 742.1025, 753.2200, 755.9772, 759.1570, 776.1722, 781.2048, 789.0718,
824.1658, 826.9482, 852.1798, 854.0800, 854.9779, 869.1951, 869.3525, 870.1824, 889.2170, 967.1000,
984.0049, 990.9203, 1008.6237, 1008.9313)

1038.5529, 1069.4360, 1078.4913, 1081.4702, 1085.4371, 1096.4869, 1112.4800, 1128.4713, 1144.4908,
1179.5685, 1193.5905, 1277.6847, 1345.6178, 1361.6078, 1379.6387, 1383.6484, 1421.7150, 1434.7467,
1450.5809, 1475.7224, 1494.6949, 1577.8140, 1591.7681, 1593.8083, 1707.7490, 1786.9202, 1798.9556,
1838.8911, 1848.7611, 1915.0167

Figura 27. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 6.8 y 13
kDa aproximadamente, de la fraccion citosolica de tetratiridios.

En la parte superior de la figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-
TOF. Se marca con un punto el péptido elegido para fragmentacion. En la parte inferior
se presenta la lista de masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Figura 28. |dentificacion de FABPs en la fraccion nuclear de tetratiridios mediante
electroforesis 2D-Western Blot. A y B) imagenes de geles de electroforesis realizadas
en paralelo con 20 ug de extracto proteico. A: revelado con nitrato de plata, B: Western
Blot utilizando el suero anti-rEgFABP1 sin purificar diluido 1/1000. La flecha amarilla
sefala a la proteina identificada mediante MS como MvFABPa. La flecha verde
corresponderia a la proteina reconocida como MvFABPb debido a su ubicacion. En B
se indica el punto isoeléctrico de las proteinas marcadas.
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

862.5151 ions(70.0879, 72.1040, 86.1204, 112.1135, 120.1061, 129.1377, 133.1270, 157.1375, 158.1172,
171.1387, 175.1466, 205.1199, 214.1504, 215.1706, 216.1552, 259.1701, 261.1905, 270.2135, 276.1980,
304.1960, 318.2164, 327.2380, 333.2327, 361.2304, 372.2620, 375.2451, 389.2846, 419.2736, 429.3032,
446.3226, 449.1386, 474.3253, 488.3351, 519.3497, 536.3595, 541.4047, 542.3885, 558.3928, 559.4187,
575.3641, 576.3664, 587.4138, 593.3953, 670.4940, 675.4537, 688.4809, 692.4528, 732.4657, 749.5097,
801.5442, 818.4488, 820.4616)

890.4578, 901.4974, 905.4759, 914.4232, 973.5241, 993.5009, 1037.5286, 1045.5709, 1066.5114, 1090.5470,
1107.5428, 1109.5177, 1110.5249, 1126.5443, 1158.5582, 1165.5941, 1179.5963, 1193.6270, 1202.6014,
1235.5685, 1249.5573, 1259.6591, 1265.5887, 1277.7035, 1300.5394, 1302.6318, 1316.7355, 1320.6080,
1329.6650, 1365.6455, 1383.6792, 1425.7388, 1427.7948, 1475.7682, 1491.7808, 1506.7189, 1605.7847,
1707.7837, 1709.7499, 1716.8429, 1742.7659, 1791.7537, 1805.9594, 1838.9360, 1911.8905, 1922.9397,
1940.9287, 1987.0892, 1993.9856, 1996.9976, 2011.9407, 2024.9689, 2042.0242, 2066.0208, 2082.9949,
2211.1138, 2221.1414, 2225.1204, 2239.1406, 2285.1665, 2286.9873, 2298.1897, 2367.2566, 2383.9607,
2399.0264, 2402.1433, 2409.0823, 2697.2397, 2705.1487, 2718.0530

Figura 29. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 5.4 y 13.5
kDa aproximadamente, de la fraccion nuclear de tetratiridios.

En la parte superior de la figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-
TOF. Se marca con un punto el péptido elegido para fragmentacion. En la parte inferior
se presenta la lista de masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Figura 30. ldentificacion de FABPs en la fracciéon mitocondrial (A y B) y microsomal (C)
de tetratiridios mediante electroforesis 2D-Western Blot. Ay C: revelado con nitrato de
plata, B: Western Blot utilizando el suero anti-rEgFABP1 diluido 1/1000. Las flechas
azules y la amarilla indican las proteinas identificada como MvFABPa, mientras que
las verdes y la roja sefialan a MvFABPb. En B se indica el punto isoeléctrico de las
proteinas marcadas.
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4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>NF0.7[BP = 8425, 61618]
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

713.381348, 768.455811, 862.526367, 868.528564, 1057.569336, 1191.625488, 1194.625366, 1249.570313,
1323.684692, 1332.598999, 1346.651733, 1479.787109, 1488.755005, 1493.776489

1506.741699 ions(175.135513, 232.165039, 312.184174, 338.166901, 357.132874, 428.360138, 429.173370,
444.285706, 464.341003, 465.319702, 527.275513, 545.320129, 548.351379, 567.363342, 576.553528,
674.320007, 684.359558, 689.078857, 780.455688, 803.395386, 814.288086, 827.003113, 833.519470,
834.485107, 838.573914, 903.468140, 931.612610, 948.502625, 964.355469, 1046.783447, 1063.583496,
1065.581665, 1078.526855, 1079.509399, 1102.032227, 1207.628540, 1232.772339, 1275.536499,
1275.929810, 1311.216797, 1312.567017, 1317.745361, 1352.692627, 1360.575439, 1371.699951,
1373.624023, 1375.502197, 1446.230347, 1449.105591, 1463.323730, 1497.696289)

1518.746582, 1534.763306, 1571.907471, 1605.728149, 1657.843628, 1825.962158, 1867.943726,
2301.262207, 2351.128174, 2384.019775, 2396.068848, 2717.177979, 3223.442383

Figura 31. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 5.4 y 13.5
kDa aproximadamente, de la fraccién microsomal de tetratiridios.

En la parte superior de la figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-
TOF. Se marca con un punto el péptido elegido para fragmentacion. En la parte inferior
se presenta la lista de masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Lista de masas de MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

734.317688, 760.331238, 868.523438, 886.440186, 1026.581543 ions(102.104744, 110.087723, 112.099586,
129.104996, 156.062622, 158.088074, 175.134689, 187.105530, 202.144897, 216.135727, 219.153519,
223.168411, 225.812912, 235.196487, 246.150665, 251.215668, 256.214722, 262.152771, 271.117889,
308.196320, 325.203461, 340.231781, 341.270905, 353.156891, 359.271362, 368.152039, 375.231567,
379.250580, 390.253784, 398.270172, 407.246002, 418.239136, 422.208740, 424.211884, 448.212158,
464.424164, 485.276184, 486.278748, 488.136627, 493.219757, 506.301666, 521.316223, 531.326111,
532.259460, 543.318970, 572.362976, 575.331055, 603.298706, 605.380371, 616.308044, 617.182556,
620.333252, 621.337585, 637.352661, 640.317078, 641.398438, 645.513794, 668.351563, 669.477417,
719.543701, 776.461670, 781.510986, 807.374878, 852.487854, 950.527222, 984.220276), 1038.586792,
1051.664307, 1057.547607, 1069.467163, 1085.441528, 1096.502197, 1112.494019, 1254.648193,
1258.647095, 1269.640137, 1286.657471, 1328.712891, 1345.662109 ions(10.660108, 42.483948, 68.073845,
69.923332, 70.076736, 70.633202, 72.152916, 75.317558, 86.102097, 101.880913, 110.110497, 111.096260,
112.084435, 129.135773, 154.048447, 156.078552, 156.923706, 157.063507, 159.093201, 175.133820,
193.145950, 216.219330, 228.121735, 232.182343, 241.438202, 256.149628, 257.171051, 259.523468,
298.136139, 314.244598, 324.199219, 331.213654, 401.163879, 411.256897, 444.304657, 447.336395,
480.340393, 482.203766, 501.381104, 510.279938, 513.264099, 577.321350, 579.294556, 585.346863,
587.298767, 597.267700, 604.369385, 714.342163, 717.205078, 724.383240, 740.323364, 741.413391,
742.383728, 902.402222, 910.500061, 925.440247, 927.468750, 987.473267, 1010.534119, 1015.457764,
1108.603394, 1114.658691, 1125.546875, 1171.565552, 1182.605225, 1189.524292, 1191.566528,
1254.546265, 1286.412842, 1301.272461, 1303.152588), 1361.655640, 1375.659668, 1377.650024,
1389.658447, 1391.637207, 1450.625977, 1493.736816, 1786.996338, 1830.793335, 1848.810303,
1860.864258, 1869.825806, 1915.089355, 2274.064209, 2301.128418, 2717.174805, 2730.178467,
3035.383057, 3068.336426, 3084.316895, 3100.329102

Figura 32. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina de pl 6.8 y 13 kDa
aproximadamente, de la fraccion microsomal de tetratiridios. En la parte superior de la
figura se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un
punto el péptido elegido para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista de
masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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4.2.4. Localizacién subcelular con anticuerpos especificos

En esta etapa buscamos realizar un estudio mas profundo y detallado de la
localizacion subcelular de las MvFABPs. Si bien los resultados de las electroforesis 2D
son contundentes, buscamos determinar si existe una distribucion diferencial dentro de
cada compartimento estudiado. Asimismo, nos interesa discriminar el aparato de Golgi
del resto de los componentes de la fraccién microsomal. Para ello utilizamos secciones

de tetratiridios, anticuerpos especificos de cada proteina y marcadores subcelulares.

Es asi que clonamos las regiones codificantes completas de ambas y expresamos
y purificamos las proteinas recombinantes respectivas sin ningun tipo de etiquetado,
para generar sueros policlonales en conejos contra rMvFABPa y rMvFABPD.
Posteriormente, estos sueros fueron purificados por cromatografia de afinidad y la

especificidad de los mismos es verificada por WB.

42.4.1. Generacion de MvFABPa y MvFABPb recombinantes

Con la finalidad de obtener a las proteinas rMvFABPa y rMvFABPb desde el
extremo N-terminal, en primer lugar realizamos reacciones de RT-PCR. La figura 33
muestra los productos esperados de 400 pb aproximadamente. Los mismos son
clonados en el vector pJET1.2 y secuenciados, para ser luego subclonados en el
vector de expresion pET5a. Los plasmidos recombinantes seleccionados son
utilizados para transformar bacterias E.coli BL21 Star. Las secuencias actualizadas se
encuentran indexadas en el GenBank (MvFABPa: EF488511.3, MvFABPb:
EF488510.3).
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Figura 33. Amplificacion de ADNc de MvFABPa y MvFABPb, visualizada mediante
electroforesis en agarosa 2% tefido con bromuro de etidio. 1) Marcador de peso
molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen); 2) producto de PCR de MvFABPa; 3)
control negativo de PCR de MvFABPa; 4) producto de PCR de MvFABPb; 5) control
negativo de PCR de MvFABPD.

Continuamos estudiando la expresion de las proteinas MvFABPa y MvFABPb
recombinantes (Figura 34). A pesar que los niveles de induccion no son altos, al
comparar las fracciones insolubles con las solubles observamos que éstas ultimas se
encuentran enriquecidas en las proteinas recombinantes respectivas (Figura 34). Es
notorio que los carriles con extracto proteico no inducido (2 y 4) presentan mayor
cantidad de proteina total que los carriles correspondientes inducidos (3 y 5), esto
podria explicar porque no se aprecia una induccidén clara. También podria estar
ocurriendo una induccion basal fuerte que podria ser disminuida agregando glucosa a

los medios de cultivos.
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Figura 34. Induccion de MvFABPa y MvFABPb recombinantes, visualizada mediante
SDS-PAGE 15% vy tinciébn con Coomassie brilliant blue R. 1) Marcador de peso
molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); 2) BL21-pET-
MvFABPa no inducido; 3) BL21-pET-MvFABPa inducido; 4) BL21-pET-MvFABPb no
inducido; 5) BL21-pET-MvFABPb inducido; 6) fraccion insoluble de BL21-pET-
MvFABPa inducido; 7) fraccién soluble de BL21-pET-MvFABPa inducido; 8) fraccion
insoluble BL21-pET-MvFABPb inducido; 9) fraccién soluble de BL21-pET-MvFABPb
inducido. La flecha indica las proteinas recombinantes.

Las proteinas recombinantes MvFABPa y MvFABPb son purificadas mediante
cromatografia de gel filtraciéon y de intercambio iénico. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 35.

Observamos que si bien estas proteinas presentan una masa molecular similar
y las condiciones de los experimentos son idénticas, el perfil del cromatograma es
distinto (Figura 35). rMvFABPa presenta un claro pico comprendido entre los 77 y 90
ml aproximadamente, que corresponde a la elucién de la proteina recombinante. En
cambio el cromatograma de rMvFABPb muestra una disminucién constante de la
absorbancia en este rango, con la excepcion de la region préxima a los 90 ml, donde

se enlentece la misma.

A posteriori, las muestras colectadas son sometidas a electroforesis SDS-
PAGE para evaluar la presencia de la proteina recombinantes y su grado de pureza
(Figura 36). En base a la figura 36, colectamos las fracciones de la cromatografia de

gel filtracion de MvFABPa comprendidas entre el tubo 3 al 15 (volumen: 67-97 ml),
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dichas fracciones presentan una gran cantidad de proteina del tamafo esperado y en
menor proporcién algunas proteinas contaminantes. De la misma manera colectamos
las fracciones de la cromatografia de rMvFABPb desde el tubo 1 al 16 (volumen: 62.5-
100 ml), las mismas presentan un menor grado de proteinas contaminantes que las

fracciones de rMvFABPa.

Continuando con las purificaciones sometimos las muestras colectadas a
cromatografia de intercambio idnico con un intercambiador aniénico (Figura 37). En la
cromatografia de intercambio i6nico de rMvFABPa (figura 37A) se observa que dicha
proteina eluye con 20 mM de NaCl, y al principio de la elucion con 40 mM de NacCl.
Mientras que en el resto de los tubos con 40 mM, y con 100 mM de NaCl, coeluye con
una proteina de mayor peso molecular. Esta proteina de 29 kDa aproximadamente
podria corresponder a la beta-lactamasa ya que es usual que se induzca en estos
sistemas de expresion. Nos llama la atencion que rMvFABPa eluya con distintas
concentraciones de sales. Este hecho nos lleva a pensar en la posibilidad que exista
mas de una poblacién de proteinas recombinantes que adoptan distinto plegamiento,
exponiendo distintos residuos aminoacidicos que les otorgan distintas propiedades de
unién a la matriz positiva. En base a estos resultados colectamos los 9 tubos de la
elucién con 20 mM de NaCl y los primeros 5 tubos de la elucion con 40 mM de NaCl

en donde no se observa la proteina de mayor tamafio.

Con respecto a la cromatografia de rMvFABPb, a partir de la figura 37 B
notamos que dicha proteina eluye a lo largo de las eluciones con 20 y 40 mM de NacCl,
mientras que en la elucion con 100 mM de NaCl si bien eluye una buena cantidad de
rMvFABPb también lo hacen algunas proteinas minoritarias de mayor masa molecular.
De manera similar a rMvFABPa, podemos sugerir que la elucién de rMVFABPb en un
amplio rango de concentraciéon salina podria explicarse por la misma hipotesis
planteada anteriormente para rMvFABPa. Es asi como juntamos todos los tubos de la

elucién con 20 y 40 mM de NaCl.
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N° de Volumen Abs 280 . ..
tubo (ml) nm Gel filtracion rMvFABPa
1 62.5 1.82 2 -
<>
2 65 1.8 1.8 -
3 67.5 1.33 1.6 -
4 70 0.738 e 14
5 72.5 0.567 S 121
6 75 0.478 & 1
7 775 0.427 § 0.8 -
8 80 1.75 06 1
9 82.5 0.606 0.4 1
0.2
10 85 0.324 0
11 87.5 0.223 ' '
50 70 90 110
12 90 0.146
13 925 0.094 Volumen (ml)
14 95 0.063
15 97.5 0.053 A
16 100 0.054
17 102.5 0.048
18 105 0.054
19 107.5 0.05
20 110 0.048
N°de Volumen Abs 280 . . s
tubo (ml) m Gel filtracién rMvFABPb
1 62.5 1.81 2 1 PN
2 65 1.795 1.8 1
1.6 -
3 67.5 1.782
1.4 -
4 70 1.767 £
€ 12
5 72.5 1.737 § L.
6 75 1.678 @ 05
7 775 1.59 < g6 -
8 80 1.383 04 -
9 82.5 1.18 0.2 -
10 85 0.947 0 : : . .
11 87.5 0.766 50 70 90 110 130
12 90 0.66 Volumen (ml)
13 92.5 0.46
14 95 0.322
B
15 97.5 0.248
16 100 0.194 , , , .
7 1025 0168 Figura 35. Comatografia de gel filtracion de MvFABPa (A)
8 105 0'154 y MVFABPb (B). En cada caso se muestra la absorbancia
: a 280 nm de cada tubo y el cromatograma. El volumen
19 107.5 0145 | muerto se corresponde con los primeros 60 ml (no
20 110 0.141 mostrado). Las flechas horizontales indican el volumen de
21 112.5 0.137

elucion de las proteinas recombinantes.

80



A kDa
116
66.2
45
35
25
18.4
144 | €
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 kDa
$:4 {® s | 116
]
®os 66.2
45
35
—

* - % 14:4 <«

Figura 36. Evaluacion de la cromatografia de gel filtracion de rMvFABPa (A) y
rMvFABPDb (B) mediante electroforesis SDS-PAGE al 15%, tincion con Coomassie
brilliant blue R. A: 1) material de carga; 2) volumen muerto; 3) tubo 1; 4) tubo 3; 5) tubo
5; 6) tubo 8; 7) tubo 11; 8) tubo 14; 9) marcador de peso molecular Unstained Protein
Molecular Weight Marker (Fermentas).

B: 1) material de carga; 2) volumen muerto; 3) tubo 1; 4) tubo 4; 5) tubo 6; 6) tubo 8; 7)
tubo 10; 8) tubo 12; 9) tubo 15; 10) tubo 18; 11) marcador de peso molecular
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). La flecha negra indica la
presencia de las rMvFABPs respectivas.
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Figura 37. Evaluacion de la cromatografia de intercambio i6nico de rMvFABPa (A) y
rMvFABPDb (B) mediante electroforesis SDS-PAGE al 15%, tincion con Coomassie
brilliant blue. A: 1) marcador de masa molecular Unstained Protein Molecular Weight
Marker (Fermentas); 2) colecta de siembra; 3) lavado; 4) tubo 5 de elucién con 20 mM
NaCl; 5-9) tubos 3, 6, 9, 12 y 15 de elucién con 40 mM de NaCl respectivamente; 10)
tubo 3 de elucion con 100 mM de NaCl.

B: 1) lisozima como marcador de tamafno (masa molecular 14.4 kDa); 2) colecta de
siembra; 3 y 4) tubos 2 y 7 del lavado; 5-10) tubos 1, 4, 7, 10, 13 y 20 de elucién con
20 mM de NaCl respectivamente; 11) tubo 4 de eluciéon con 40 mM de NaCl; 12) tubo 3
de elucién con 100 mM de NaCl. Las lineas horizontales indican la concentracion de
NaCl (mM) utilizada.

82



Tanto la rMvFABPa como la MvFABPb purificadas se dializan, concentran,
cuantifican y evalian mediante SDS-PAGE (Figura 38). El rendimiento de la
purificacion de rMvFABPa es 14.8 mg de proteina pura por litro de cultivo y el

rendimiento de rMvFABPDb es 20.4 mg de proteina pura por litro de cultivo.

1 2 kDa

116
6.2 Figura 38. Evaluacion de la pureza de
' MvFABPa y MvFABPb mediante SDS-
45 PAGE al 15%, tincion Coomassie brilliant
35 blue R. 1) rMvFABPa (7 ug); 2) rMvFABPb
| (7 Hg).
25
18.4
— _——

Asimismo se confirma la identidad de dichas proteinas mediante Western Blot
utilizando el anticuerpo contra rEgFABP1 (no mostrado). De esta manera, tanto
rMvFABPa como rMvFABPbD purificadas son utilizadas en la generacion de los sueros

policlonales.

4.2.4.2. Purificacion de los sueros policlonales anti-rMvFABPa y
anti-rMvFABPb

Luego de generar los sueros policlonales en conejos contra rMvFABPa y contra
rMvFABPb, los mismos son purificados. En primer lugar, se purifican las IgGs
mediante precipitacién con sulfato de amonio y luego por cromatografia de afinidad se
seleccionan las IgGs que reconocen especificamente cada proteina. La eficiencia de
purificacion de los sueros se confirma mediante ensayos de Western Blot utilizando los

sueros sin purificar y purificados, y sembrando tanto extractos proteicos de tetratiridios
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como las proteinas recombinantes puras. Se analiza ademas si presentan

reconocimiento cruzado (Figura 39).

a-rMvFABPa o-rMvFABPa a-rMvFABPb  a-rMvFABPb
sin purificar purificado sin purificar purificado
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 10 11 12 kDa

170
130
95

55
43

34
26

17

10

Figura 39. Evaluacion de la purificacion de los sueros contra-rMvFABPa y contra
rMvFABPDb mediante Western Blot a partir de SDS-PAGE 15%. 1) 2 ug de rMvFABPb;
2) 30 pg de extracto proteico de tetratiridios; 3) 2 ug de rMvFABPa; 4) 2 ug de
rMvFABPDb; 5) 30 ug de extracto proteico de tetratiridios; 6) 2 ug de rMvFABPa; 7)
marcador de peso molecular Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas); 8) 2
Mg de rMvFABPa; 9) 30 ug de extracto proteico de tetratiridios; 10) 2 uyg de rMvFABPD;
11) 30 pg de extracto proteico de tetratiridios; 12) 2 ug de rMvFABPa. En la parte
superior se indica el anticuerpo utilizado como primario. Tanto el suero contra-
rMvFABPa sin purificar como el anticuerpo purificado se utilizan diluidos 1/400, y el
suero contra-rMvFABPD sin purificar y el anticuerpo purificado se usan diluidos 1/1000.
La membrana se divide por la mitad del carril 8 para ser incubada con el anticuerpo
que se indica.

Analizando la figura 39 verificamos que cada uno de los sueros reconocen a las
proteinas recombinantes que los generaron (carril 3 y 10). Se observa también el
reconocimiento de las proteinas nativas respectivas, en tetratiridios (carril 2 y 9).
Notamos que el suero y el anticuerpo purificado contra rMvFABPa no reconocen a
rMvFABPDb (carril 1 y 4). Se observa una marca inespecifica a lo largo de los carriles
con extracto proteico (carril 2 y 5) que probablemente se deba a trazas de MvFABPa
retenidas en impurezas lipidicas del extracto. El anticuerpo contra-rMvFABPa
reconoce ademas, a la proteina de 29 kDa aproximadamente que coeluye con la

proteina durante su purificacion, a pesar de que la misma no se detecta al evaluar la
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pureza del antigeno (ver Figura 37A y 38). De todas formas, ésta proteina se
encuentra expresada en la preparacién bacteriana y no en el extracto de tetratiridios,

no afectando los estudios de microscopia realizados a posteriori en tetratiridios.

Por ultimo, el suero contra-rMvFABPb sin purificar presenta un reconocimiento
cruzado con rMvFABPa (carril 8). Afortunadamente, luego del proceso de purificacion
el anticuerpo ya no se une a dicha proteina (carril 12). El suero sin purificar marca muy
débilmente una proteina de alto peso molecular en el extracto proteico (carril 9) cuyo
reconocimiento desaparece luego que el suero es purificado (carril 11). El anticuerpo
contra-rMvFABPb purificado reconoce especificamente tanto a la proteina

recombinante MVFABPb como a la proteina nativa en el extracto de tetratiridios.

En suma, demostramos que los anticuerpos contra las proteinas recombinantes
purificados son especificos, no presentando reaccion cruzada (carril 4 y 12),

habilitando su uso en los estudios posteriores de inmunolocalizacion.

4.24.3. Inmunolocalizacion de MvFABPs en criosecciones

En primer término analizamos la presencia de estas proteinas a nivel nuclear,
marcando las preparaciones con DAPI que se une con alta afinidad al ADN y con
menor afinidad al ARN. En estos ensayos visualizamos la union de la sonda
fluorescente al ADN y no al ARN ya que el pico de emision ocurre a 461 nm y
utilizamos un filtro de 410-430 nm para captar esta sefal. EI DAPI unido al ARN no
solo emite menos fluorescencia sino también existe un corrimiento del pico hacia 500
nm. Las estructuras nucleares son identificadas ademas por su tamano. Las mismas
presentan regiones mas fuertemente marcadas que corresponderian a nucléolos o a

zonas de cromatina condensada.

Mediante proyecciones ortogonales estudiamos la colocalizacion FABP-nucleo,
FABP-analogo de acido graso y FABP-mitocondria, discriminando una regién de la
imagen en los ejes x e y. Este simple tratamiento diseca la imagen permitiéndonos un
analisis mas fino y confiable del evento de colocalizacion. Detectamos asi la
colocalizacion parcial MvFABPa-nucleo, encontrando la proteina dentro de algunos
nucleos (Figura 40), mientras que observamos otros nudcleos que no presentan
proteina. Por otro lado, detectamos una senal intensa de colocalizacion MvFABPa-
BODIPY FL-C4 proxima al nucleo, asi como una colocalizaciéon citoplasmica mas

tenue y generalizada (Figura 41).
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Figura 40. Inmunolocalizacion en criosecciones de tetratiridios, colocalizacion
MvFABPa-nlcleos. Proyeccién ortogonal: verde (MvFABPa), blanco (DAPI),
verde claro (superposicion nucleo-proteina). Aumento 150X. La barra indica 5
micras. Las flechas amarillas sefialan regiones de colocalizacion proteina-nucleo.
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Figura 41. Inumolocalizacién en criosecciones de tetratiridios, colocalizacion
MvFABPa-nucleo-acido graso. Proyeccion ortogonal: blanco (DAPI), verde
(BODIPY FL-C16), rojo (MvFABPa), amarillo-naranja (superposicién acido graso-
proteina. Aumento 150 X, las barras indican 5 micras. Las flechas amarillas sefa-
lan regiones de colocalizacién proteina-acido graso.



En la figura 42 se detecta la colocalizacion parcial de MvFABPb y nucleos,
apreciandose varios nucleos donde dicha proteina esta ausente. Por otro lado, en la
figura 43 se visualiza en el citoplasma colocalizacion MvFABPb-BODIPY FL-Cs en
estructuras circulares, que podrian ser gotas lipidicas. Asimismo, observamos una
sefal de colocalizacion intensa cercana al nucleo similar a la observada con MvFABPa
(Figuras 42 y 43).

Estos resultados confirman los experimentos de inmunolocalizacion realizados
previamente, al igual que los de identificacién a partir de geles 2D de extractos
proteicos nucleares, no encontrandose diferencias sustanciales en la localizacién a
nivel nuclear entre MvFABPa y MvFABPD.

Las micrografias analizadas son representativas de varios sectores de la region

media-caudal de las larvas.

Utilizando el marcador fluorescente MitoTracker se analiza la presencia de
MvFABPa y MvFABPb a nivel de mitocondrias. Ambas proteinas colocalizan
parcialmente con mitocondrias (Figura 44 y 45) existiendo regiones donde soélo se
observa senal de las respectivas FABPs o de mitocondrias. Cabe recordar que nos
centramos en el analisis de las sefiales puntiformes generadas mediante el tratamiento

con el marcador fluorescente, no considerando el marcado mas tenue y generalizado.

Por ultimo, analizamos la localizacion de MvFABPa y MvFABPb a nivel del
aparato de Golgi mediante el marcado con BODIPY TR-ceramida. En este caso
también nos concentramos en las sefales puntiformes fuertes y no en el marcado
generalizado y tenue. En la figura 46 se observa la colocalizacion parcial de MvFABPa
con el aparato de Golgi. A pesar que la misma parece ser muy generalizada, en el
sector izquierdo de las micrografias apreciamos una marca baja correspondiente al
Golgi en comparacion con la sefal de la proteina, en esta regiéon el marcado parece

ser diferencial.

Respecto a MVvFABPb, a pesar de analizar distintas regiones de la larva, no
detectamos colocalizacion entre MvFABPD y el aparato de Golgi. Estos resultados se
muestran en la figura 47, donde no se aprecian puntos amarillo-naranjas de
colocalizacion en la regidén anterior (cercana a las ventosas) y en la media. Este
resultado no se contradice con la deteccién de MvFABPa y b en la fraccion microsomal
de tetratiridios ya que, como hemos mencionado anteriormente, ésta fraccion esta

constituida no solo con vesiculas derivadas del Golgi, sino también con las derivadas
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Figura 42. Inmunolocalizacion en criosecciones de tetratiridios, colocalizacion MvFA-
BPb-nucleos. Proyeccion ortogonal: blanco (DAPI), verde (MvFABPD), verde claro
(colocalizacidén nucleo-proteina). Aumento 150X, las barras indican 5 micras. Las fle-
chas amarillas sefialan regiones de colocalizacién.
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Figura 43. Inmunolocalizacion en criosecciones de tetratiridios, colocalizacion MvFA-
BPb-nucleos-acido graso. Proyeccion ortogonal: blanco (DAPI), verde (BODIPY
FL-C16), rojo (MvFABPD), amarillo (colocalizacion acido graso-proteina). Aumento

150X, las barras indican 5 micras. Las flechas amarillas sefialan regiones de colocali-
zacion.
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Figura 44. Inmunolocalizacion en criosecciones de tetratiridios, colocalizacién MvFA-
BPa-mitocondrias. Proyeccion ortogonal: blanco (DAPI), verde (MvFABPa), rojo
(Mitotracker), amarillo-naranja (superposicion MvFABPa-mitocondrias). Aumento 150X,
las barras indican 5 micras. Las flechas amarillas sefialan regiones de colocalizacion
MvFABPa-mitocondria.
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Figura 45. Inmunolocalizacion en criosecciones de tetratiridios, colocalizacidén MvFA-
BPb-mitocondrias. Proyeccidn ortogonal: verde (MvFABPD), rojo (Mitotracker), amari-
llo-naranja (superposicion MvFABPb-mitocondrias). Aumento 150X, las barras indican
5 micras. Las flechas amarillas sefalan zonas de colocalizacién.



Figura 46. Inmunolocalizaciones en criosecciones de tetratiridios, colocalizacion MvFABPa-
Golgi. Verde: MvFABPa, rojo: Golgi (BODIPY TR-ceramida), amarillo-naranja: superposicién
MvFABPa-Golgi. Aumento 150X, las barras indican 10 micras. Las flechas amarillas sefialan
puntos de colocalizacion.

Figura 47. Inmunolocalizaciones en criosecciones de tetratiridios, colocalizacion MvFA-
BPb-Golgi. Verde: MvFABPD, rojo: Golgi (BODIPY TR-ceramida), amarillo-naranja: super-
posicion MvFABPb-Golgi. Aumento 150X, las barras indican 10 micras. Las micrografias
superiores e inferiores corresponden a la region anterior y media del tetratiridio, respecti-
vamente.



del reticulo endoplasmico y membrana plasmatica, y por lisosomas y peroxisomas.
MvFABPb podria estar presente en alguno de éstos organelos excluyendo el Golgi. De
todas formas este resultado tendria que ser verificado mediante otra metodologia
como es la inmunomicroscopia electronica.

Cabe mencionar la presencia de MvFABPb en estructuras circulares de aspecto
similar a gotas lipidicas en la regién media del tetratiridio, hecho que se observa en

menor proporcion en la regién anterior.

Previo a la realizacion de los experimentos de inmunolocalizacion en
criosecciones de tetratiridios, se llevan a cabo varios controles. En la figura 48 se
muestran controles con suero normal de conejo purificado mediante precipitacion de
IgGs, en lugar de los anticuerpos especificos contra MvFABPa y MvFABPD, vy
anticuerpos anti-lgGs de conejo conjugado ya sea a un fluoréforo que emite a 488 nm
0 a 543 nm. Ademas, realizamos controles de autofluorescencia en donde no
incorporamos anticuerpos (Figura 48E y F). Al analizar las imagenes obtenidas
apreciamos la tincién de nucleos por DAPI con el laser UV (Figura 48A y C), no
observandose sefial al excitar con el laser de 488 nm y con el de 543 nm (Figura 48B y
D). Esto indica, por un lado, que los tetratiridios no emiten fluorescencia a 488 y 543
nm, y por otro lado que los componentes del suero normal de conejo no generan una
senal falsa positiva. En la figura 49 se presentan controles tratados con los anticuerpos
contra-MvFABPa (Figura 49 A-D) o b (Figura 49 E-H) respectivamente y sin
anticuerpos anti-lgGs de conejo visualizados con los tres laseres utilizados (UV, 488 y
543 nm). En esta oportunidad no se realiza tincion con DAPI. Solamente se observa
una sefial tenue a 543 nm que no afectaria los estudios realizados, ya que todas las
micrografias en criosecciones se adquieren a un voltaje menor del laser 543 que el

utilizado en el control (750 V).

Resumiendo estos resultados detectamos tanto a MvFABPa como a MvFABPb
a nivel nuclear, en regiones cercanas al nucleo y en mitocondrias. Nuevamente
observamos que las larvas de Mesocestoides vogae son capaces de capturar un
analogo de acido graso del medio in vivo y que éste colocaliza con ambas MvFABPs
no solo en el citoplasma sino que también en nucleos y en regiones proximas a éstos.

Cabe destacar que solamente MvFABPa es encontrada a nivel del aparato de Golgi.
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Figura 48. Controles de las inmunolocalizaciones en criosecciones de tetratiridios. A-D
(aumento 150X): tratamiento con suero normal de conejo purificado y anticuerpo anti-IgGs
de conejo conjugado con AlexaFluor 488 (A y B) o con AlexaFluor 543 (C y D). Ay C: laser
UV (DAPI), B: laser 488 nm, D: laser 543 nm. E y F: autofluorescencia (sin anticuerpos),
aumento 60X; E: laser 488 nm, F: laser 543 nm.

Figura 49. Controles de las inmunolocalizaciones en criosecciones de tetratiridios. A-D: anti-
cuerpo contra MvFABPa, sin anticuerpo anti-lgG conejo; E-H: anticuerpo contra MvFABPb,
sin anticuerpo anti-lgG conejo. Ay E: laser 488 nm; By F: laser 543 nm; C y G: laser UV; D
y H: superposicion de los tres canales. Aumento 150X.



5. INTERACCION FABP-MIEMBRANA, INTERACCION FABP-PROTEINA

5.1. Materiales y métodos

5.1.1. Estudio de interaccion FABP-membrana: ensayos de FRET

Para llevar a cabo los estudios de interaccion FABP-membranas artificiales mediante
la metodologia de Transferencia de Energia de Resonancia de Forster (FRET) es
necesario disponer de grandes cantidades de proteina recombinante pura y
delipidada. Por este motivo, luego de completar las secuencias codificantes completas
de la MvFABPa y b, las proteinas recombinantes respectivas son purificadas segun el
protocolo descrito en materiales y métodos. Asimismo, la proteina rEgFABP1 también

es purificada con la misma finalidad.
5.1.1.1.  Expresion y purificacion de rEgFABP1

Con respecto a rEgFABP1, ya disponemos de la secuencia codificante completa
clonada y su purificacion ya esta puesta a punto. La misma se expresa y purifica
siguiendo el protocolo descrito por Alvite y colaboradores en 2001 (Alvite et al., 2001),
con algunas modificaciones. Primeramente se realiza una cromatografia de gel
filtracion utilizando 180 ml de la matriz Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich) en una
columna de 1 m de alto por 1.6 cm de diametro sometida a un flujo constante de 15
mi/hora. A posteriori, la cromatografia de intercambio idnico se lleva a cabo en una
columna con 30 ml del intercambiador anidnico SOURCE 15Q (Amersham
Biosciences) y un flujo constante de 48 mil/hora. La concentracién de EgFABP1 pura
se determina mediante la medida de absorbancia a 280 nm utilizando el coeficiente de
extensién molar 9970 M'cm™, calculado a partir del recurso informatico Expasy
usando la herramienta ProtParam.

La proteina recombinante EgFABP2 es una proteina insoluble por lo que se utiliza
para su purificaciéon el protocolo descrito en Alvite, 2006 (tesis de maestria).
Lamentablemente, a pesar que esta proteina puede ser purificada utilizando un
proceso de desnaturalizacién y renaturalizacién, la misma no es estable en el tiempo,
por lo que no pudo ser utilizada para realizar ensayos de FRET. Previamente distintas
condiciones de crecimiento e induccién han sido ensayadas sin obtenerse buenos
resultados, en todos los casos la proteina sigue precipitandose, formando cuerpos de

inclusioén.

93



5.1.1.2.  Delipidacion de proteinas recombinantes

La delipidacion se lleva a cabo en batch usando 30 ml de hidroxialcoxipropil dextrano
(Lipidex 1000, Sigma), equilibrado en un amortiguador de alta fuerza iénica (50 mM
Tris-HCI pH 7.4, 1M NaCl) a 37°C por 45 min. La elucion y lavados se realizan en
columna. Las proteinas delipidadas se dializan toda la noche en 100 volumenes de
amortiguador TBS (40 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM NaCl).

5.1.1.3. Ensayos de unién con antroiloxi acidos grasos

Se estudian las propiedades de unién de las FABPs con antroiloxi acido estearico
utilizando un ensayo de titulacion fluorescente (Cérsico et al., 2004). Brevemente, 0.5
MM de 12-(9-antroiloxi) acido estearico (12AS, Molecular Probes) se incuba a 25° C
por 3 min, en amortiguador TBS con concentraciones crecientes de rEgFABP1. Se
registra la fluorescencia de emision a 450 nm, luego de excitar a 383 nm en un
espectrofluorimetro Fluorolog-3 (Horiba-Jobin Yvon) (INIBIOLP, UdelaPlata) o Cary
Eclipse (Varian) (Instituto Pasteur de Montevideo). La constante de uniéon (Kp) se

calcula empleando el ajuste Ligand Binding, One Site Saturation (Sigma Plot).

5.1.1.4. Preparacion de vesiculas fosfolipidicas

Para llevar a cabo los experimentos de transferencia de antroiloxi acidos grasos
(AOFA) es necesario preparar vesiculas unilamelares pequefias (SUVs). Las mismas
se generan mediante procesos de sonicacién y ultracentrifugacién como fue descrito
previamente (Storch et Kleinfeld, 1986). Las vesiculas estandar o neutras contienen 90
mol % de fosfatidilcolina de huevo (EPC) y 10 mol % de N-(7-nitro-2, 1, 3-
benzoxadiazol-4-yl)-fosfatidilcolina (NBD-PC), este ultimo apantalla la fluorescencia de
los derivados antroiloxi. Para aumentar la densidad de carga negativa de las vesiculas
aceptoras se incorpora en las SUVs 25 mol % de fosfatidilserina (PS) o cardiolipina
(CL), en lugar de una cantidad equimolar de EPC. Las vesiculas se preparan en TBS
excepto para las SUVs que contienen CL, en donde se utiliza TBS con 1 mM de
EDTA. La concentracion fosfolipidica final se determina mediante un ensayo de fésforo
inorganico (Gomori, 1942). Todos los lipidos se compran en Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL).
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5.1.1.5.  Determinacién del coeficiente de particion relativo (Kp)

Se calcula la particién del ligando entre la proteina y las SUVs conteniendo NBD
mediante la medida de la fluorescencia del 12AS a distintas proporciones de
proteina/SUVs obtenidas por la adiciéon de SUVs a una solucién conteniendo 10 uM de
FABP y 1 yM de 12AS en amortiguador TBS a 25° C (Massey et al.,, 1997). El

coeficiente de particion relativo K, se define como:

Ligand —FABP| SUV (1)
FABP Ligand —SUV

Kp=

Donde [Ligand-SUV] y [Ligand-FABP] son las concentraciones del 12AS unido a
membrana y FABP, respectivamente, y [FABP] y [SUV] son las concentraciones de
proteina y vesiculas. La disminucién de la fluorescencia del 12 AS en funcion de las

SUVs se relaciona con el Kp mediante:

; axKp b STV
e [suv " TFABP
P TFABP

Donde Frel, [SUV], [FABP], Kp, a y b son la fluorescencia relativa, la concentracion
molar de SUVs, la concentracion molar de FABP, la constante de particion y los
parametros de ajuste, respectivamente (De Gerdénimo et al., 2010). El coeficiente de
particion es utilizado para establecer las condiciones del ensayo de transferencia del

12AS que aseguren la transferencia unidireccional, como se detalla a continuacién.

5.1.1.6. Transferencia de 12AS desde rFABPs a SUVs

El ensayo de Transferencia de Energia de Resonancia de Forster (FRET) se utiliza
para monitorear la transferencia del 12AS desde la rFABP hacia membranas
artificiales aceptoras como se describe anteriormente (Hsu et Storch, 1996; Cdrsico et
al., 1998; Cdrsico et al., 2004). Brevemente, la rFABP en estudio con el 12AS unido se
mezcla a 25° C con las SUVs utilizando un médulo de cinética rapida stopped flow
RX2000 (Applied Photophysics Ltd.,, INIBIOLP, UdelaPlata) asociado al
espectrofluorimetro  (Fluorolog-3, Horiba-Jobin Yvon) o un espectrofluorimetro
stopped-flow (Applied Photophysics modelo SX20; CEINBIO, Facultad de Medicina).

La molécula de NBD es un aceptor de la energia de transferencia del grupo donador
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antroiloxi. Es asi que la fluorescencia del 12AS es apantallada cuando el ligando se
une a las SUVs que contienen NBD-PC. Luego de mezclar, la transferencia de 12AS
desde la proteina hacia las membranas es monitoreada directamente mediante la
disminucién dependiente del tiempo en la fluorescencia del grupo antroiloxi. Se utilizan
distintos tipos de SUVs y amortiguadores para analizar los mecanismos de
transferencia de ligandos. Los ensayos de transferencia se llevan a cabo utilizando la
relacion 15:1 mol FABP: mol 12AS. Las SUVs se agregan en relacion 1:10 hasta 1:40
de mol FABP:mol SUVs. Antes de cada experimento se realizan controles para
asegurar la ausencia de photobleaching, como se describe previamente (Cdrsico et al.,
1998). Los datos se analizan empleando el programa Sigma Plot y todas las curvas
son descritas por una funciéon de decaimiento exponencial. Se realizan por lo menos
cinco réplicas para cada condicion experimental en un experimento unico. Al menos
que se indique, se reportan los valores promedio + D.E. (desviacion estandar) para

dos 0 mas experimentos separados.

5.1.2. Interaccion FABP-proteina

Abordamos la busqueda de proteinas capaces de interaccionar con las FABPs en
estudio mediante dos estrategias experimentales, una implica ensayos de captura de

ligando y la otra experimentos de inmunoprecipitacion.

5.1.2.1. Ensayos de captura de ligandos: clonado de EgFABPs y
MvFABPs en vector pQE

Primeramente amplificamos mediante PCR las secuencias codificantes de EgFABP1,
EgFABP2, MvFABPa y MvFABPb para clonarlas en el plasmido pJET1.2 y
subclonarlas en el vector de expresion pQE-30. Luego de purificar las proteinas
recombinantes respectivas mediante cromatografia de afinidad, se realizan los
ensayos de captura de ligando utilizando extracto total de protoescdleces y
tetratiridios, seguin corresponda, y el kit ProFound™ Pull-Down PolyHis Protein:Protein
Interaction Kit (PIERCE Biotechnology).

Para clonar EQFABP1, EgFABP2, MvFABPa y MvFABPb en el vector pQE-30, se
realiza PCR a partir de los plasmidos pKS-EgFABP1, pKS-EgFABP2, pJET1.2-
MvFABPa (contiene sitios para clonado en pET5a) y pET5a-MvFABPb diluidos 1/100,
respectivamente, utilizando el kit illustra™ Pure Taq™ Ready-To-Go PCR beads (GE

Healthcare). Los siguientes pares de cebadores se usan en las reacciones
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correspondientes: Df1pQfw 5-GGATCCATGGAGGCATTCCTTG-3" y Df1pQrev 5'-
AAGCTTTTACGCCACCTTTGAG-3" para amplificar a EgFABP1; Df2PQFw 5°-

GGATCCATGGAGCCATTCATCG-3’ y Df2PQRev 5'-
AAGCTTTTACATCCCTCTTGAGTA-3" para amplificar a EgFABP2; MvFABPaPQFw
5"-GGATCCATGGAGGCGTTTCT-3’ y MvFABPaPQRev 5'-
AAGCTTCTAGATCTTCACGTAG-3° para  MvFABPag; MvFABPbPQFw  5'-
GGATCCATGGATGCTTTTCTGG-3’ y MvFABPbPQRev 5'-

AAGCTTCTAACATCTGGTGTATTC-3" para MvFABPb. Todos los juegos de
cebadores incluyen los sitios de restriccion BamHI y Hindlll en el cebador directo y
reverso, respectivamente. El programa de amplificacién incluye 35 ciclos de 45 seg a
94°C, 45 seg a 56° C (EgFABP1, MvFABPa, MvFABPb) o a 55° C (EgFABP2) y 45
seg a 72° C. Los productos de PCR son visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa 2% tefido con bromuro de etidio y son purificados usando GFX gel band
purification kit (GE Healthcare, Buckinghamshire UK). Los mismos se ligan en el vector
pJET 1.2 (CIoneJETTM PCR Cloning Kit, Fermentas, Thermo Fisher Scientific),
siguiendo las instrucciones del fabricante, para transformar bacterias Escherichia coli
XL1. Luego los plasmidos recombinantes son purificados (AxyPrep Plasmid Miniprep
Kit, Axygen Biosciences, USA) y las secuencias codificantes correspondientes son
digeridas con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (Promega, Wisconsin, USA).
Las mismas son clonadas en el vector pQE-30 (Qiagen, USA) para transformar
bacterias E. coli M15[pREP4]. Los clones seleccionados son secuenciados para
verificar su identidad en el Servicio de Secuenciacion del Instituto Pasteur de

Montevideo.

5.1.2.2. Ensayos de captura de ligandos: produccion vy
purificacion de las His-EgFABPs y His-MvFABPs

Los clones de E. coli M15[pREP4] conteniendo a los plasmidos pQE30-EgFABP1,
pQE30-EgFABP2, pQE30-MvFABPa y pQE30-MvFABPb se cultivan durante toda la
noche a 37 o a 30° C en medio LB conteniendo 100 ug/ml de ampicilina (Sigma) y 25
Mg/ml de kanamicina (Sigma). Los mismos se utilizan para inocular 200 ml de LB
(diluciéon 1:50) con los antibidticos ya mencionados y se cultivan a la misma
temperatura hasta que la absorbancia a 600 nm alcance 0.7-0.9, momento en que se
inducen con IPTG 1.5 mM durante 3 hs. Las células son colectadas mediante
centrifugacion a 4000 x g por 10 min. y son resuspendidas en 6 ml de amortiguador de
sonicacion (fosfato de sodio 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM). Luego de 3 ciclos de

congelacion-descongelacion a -20° C y 6 ciclos de sonicacién (1.5 A x 30 seg), el
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lisado celular es centrifugado durante 25 min. a 13000 xg, separandose la fraccion
soluble (sobrenadante) e insoluble (residuo). Lamentablemente la mayoria de His-
EgFABP2 permanece en la fraccion insoluble impidiendo la continuacion de su
purificacién. El sobrenadante conteniendo His-EgFABP1 o His-MvFABPa o His-
MvFABPb (6.5 ml) se agita suavemente con 2 ml de resina Ni*-~NTA-Agarose
(Qiagen) equilibrada con amortiguador de sonicacion, durante 1 h a 4° C. A posteriori,
la mezcla se pasa a una columna donde se colecta el percolado, el lavado con
amortiguador de sonicacion, y finalmente se hace pasar amortiguador con 10, 40, 100,
250 y 500 mM de imidazol sucesivamente. Se colecta 1 ml por tubo cada 3 minutos
aproximadamente. His-MvFABPa eluye con 10 y 40 mM de imidazol mientras que His-
MvFABPb y His-EgFABP1 eluyen con 40 mM. Por ultimo las proteinas eluidas son
dializadas contra amortiguador TBS (25 mM Tris-HCI pH 7.4, 137 mM NacCl, 2.7 mM
KCI), concentradas con el dispositivo de Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices
(Millipore, corte 10 kDa) y cuantificadas mediante espectrofotometria a 280 nm (eHis-
MvFABPa= 9970 M".cm”, ¢His-MvFABPb= 8605 M".cm™, eHis-EgFABP1= 9970 M

Tem™).

51.2.3. Ensayos de captura de ligandos: preparacion de

extractos proteicos

Se lavan 200 ul de protoescolesces o tetratiridios con PBS (10 mM Na,HPO,2 H,0,
2mM KH;PO,, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH 7.4) y se agrega 200 ul de TBS frio con
5 pyg/ml de benzamidina (Sigma Aldrich), 5 ug/ml iodoacetamida (Sigma Aldrich) y 1
mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma Aldrich). Luego las larvas son lisadas
adicionando 200 pl de solucién de lisis (kit ProFound™, PIERCE Biotechnology) en un
homogeneizador de tubos eppendorf (Pellet Pestle Motor, Kontes Glass Company).
Mediante microscopia 6ptica se verifica la lisis y las muestras se incuban 30 min. en
hielo con agitacion esporadica y se centrifugan durante 5 min. a 12000 x g. Se separa
el sobrenadante, se agrega imidazol 4M hasta 40 mM final y se cuantifican los
extractos proteicos con el kit QuantiPro BCA Assay (Sigma Aldrich).

Previamente a la preparacion de extractos proteicos de tetratiridios los mismos son

cultivados en esterilidad segun se detalla previamente.

5.1.2.4. Ensayos de captura de ligandos

Se realizan tres tipos de ensayos de captura de ligandos, con His-MvFABPa y extracto

proteico total de tetratiridios, con His-MvFABPDb y el extracto recién mencionado y con
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His-EgFABP1 y extracto proteico de protoescélesces, utilizando el kit ProFound Pull-
Down PolyHis Protein:Protein Interaction (Pierce Biotechnology).

Para cada ensayo, primeramente se equilibran dos mini-columnas con 50 ul de gel con
cobalto quelado, rotuladas control y proteina cebo (proteina fusionada con histidinas),
siguiendo las instrucciones del fabricante del kit. A continuacion se inmoviliza la
proteina cebo (aprox. 150 ug) previamente purificada, en la columna correspondiente
de acuerdo al protocolo del kit. Se reserva el material recogido luego de la union de la
proteina (bait flow-through) y el ultimo lavado, para su analisis mediante SDS-PAGE.
Luego las columnas con y sin (control) la proteina cebo inmovilizada son incubadas
con los extractos proteicos totales (aprox. 2 mg), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se separa el material recogido luego de la aplicacion del extracto (prey
flow-through) y el ultimo lavado de este paso, para ser analizados a posteriori. La
ultima etapa consiste en la elucion de los complejos “cebo-presa” con imidazol 290
mM (de acuerdo al kit), colectandose 3 o 4 eluciones en cada caso. Las eluciones 1y
2 son concentradas utilizando los dispositivos Vivaspin 500 (SartoriusStedim,

Alemania, corte 10 kDa) y son evaluadas mediante SDS-PAGE.

5.1.2.5. Ensayos de inmunoprecipitacion

Los ensayos de inmunoprecipitacion se llevan a cabo segun el protocolo descrito por
Chalar y colaboradores para protoescéleces (Chalar et al., 1999), con algunas
modificaciones. Los tetratiridios se cultivan de 3 a 5 dias como se describe en
previamente. Luego de homogeneizar los protoescéleces o tetratiridios con
amortiguador de extraccion (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5%
Tergitol, 1 mg/ml BSA, 1 mM PMSF) en homogeneizador de tubos eppendorf (Pellet
Pestle Motor, Kontes Glass Company), las muestras son centrifugadas durante 10 min.
a 14000 x g. Se inmunoprecipita el extracto proteico como se describe previamente,
utilizandose los anticuerpos contra rEgFABP1, contra rMvFABPa y contra rMvFABPb
purificados y Protein A-Sepharose (Sigma Aldrich). El precipitado, luego de ser lavado
apropiadamente, se resuspende en 50 ul de amortiguador de carga (125 mM Tris-HCI
pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 10% beta mercaptoetanol, azul de bromofenol) para ser
analizado por SDS-PAGE.
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5.1.2.6. Identificacién mediante espectrometria de masa
Se identifican las bandas proteicas de los inmunoprecipitados, visualizadas

mediante SDS-PAGE tenido con nitrato de plata utilizando espectrometria de masa

MALDI TOF-TOF como se describe previamente.
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5.2. Resultados

En este instancia abordamos estudios de interaccién entre las FABPs de los
cestodos en estudio y membranas aceptoras artificiales, analizando el mecanismo de
transferencia de ligandos fluorescentes desde dichas proteinas hacia vesiculas
unilamelares pequefias (SUVs), utilizando ensayos de Transferencia de Energia de
Resonancia de Forster (FRET). Estos estudios nos ayudaran a comprender si estas
FABPs son capaces de interaccionar directamente con la membrana celular o la de
distintos organelos, direccionando asi a sus ligandos; o por el contrario los ligandos
difunden desde la proteina antes de unirse a las membranas. En el primer caso, donde
existen interacciones directas entre la proteina y las vesiculas, el mecanismo de
transferencia de ligando es colisional, mientras que en el segundo caso donde ocurre
una difusion del ligando, el mecanismo de transferencia se considera como difusional
(Kim et Storch, 1992a, Kim et Storch, 1992b).

Por otro lado, analizamos la capacidad de estas FABPs de interaccionar con
otras proteinas utilizando dos metodologias complementarias, ensayos de captura de

ligandos (pull down) y ensayos de inmunoprecipitacion.

5.2.1. Estudios de interaccion FABPs-membranas artificiales

Los ensayos de FRET se realizan con las proteinas recombinantes EgFABP1,
MvFABPa y MvFABPb, no pudiéndose llevarse a cabo con rEgFABP2. Como se
menciona anteriormente, la proteina recombinante EQFABP2 es una proteina insoluble
y aunque puede ser obtenida en forma pura, la misma no es estable en el tiempo.

Los ensayos biofisicos con EQFABP1 se realizan en colaboracion con Jorge Pérfido
del laboratorio de la Dra. Betina Cdrsico (INIBIOLP, Universidad de la Plata, Argentina)
y dan origen a una publicacion (Poérfido et al., 2012) para la cual J. Pérfido y G. Alvite

contribuyen de la misma manera.

5.2.1.1.  Ensayos de unién de rEgFABP1 con el ligando 12AS

Previamente a la realizacion de los experimentos de interaccion entre
rEgFABP1 y las SUVs, se llevan a cabo ensayos de unién con el analogo fluorescente
de &cido estearico 12AS. Generalmente, las sondas antroiloxi presentan baja

intensidad de fluorescencia en amortiguador y luego de la interaccién con una FABP la
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intensidad aumenta (Storch et al., 1989). En la Figura 50 se observa un importante
aumento en la emision de fluorescencia acompanado por un corrimiento hacia el azul
del espectro de emisién a medida que se agregan cantidades crecientes de rEgFABP1
al ligando mencionado. El corrimiento del espectro hacia el azul y el aumento de
fluorescencia indican que el fluoréforo ingresa a un ambiente apolar, probablemente al
bolsillo de uniéon hidrofébico de la FABP.

La titulacion describe una curva que llega a la saturacion en concordancia con
un fendmeno de unién de ligando consistente con una unién 1:1 (un sitio de union por

monomero de proteina) con una Kd de 0.12+0.02 uM por el 12AS (Figura 50B).

Realizamos los mismos ensayos de union para rMvFABPa y rMvFABPD,
observandose que no habia cambios en la intensidad de fluorescencia al agregar
proteina e incluso la misma disminuia. A pesar de que no es posible calcular la kD en
estos casos, esto no nos impide seguir adelante con los ensayos de FRET ya que en
la literatura encontramos varios ejemplos similares. Un comportamiento similar
presentan los ensayos de union de rEgFABP1 con el 16AP (16-(9-antroiloxi) acido
palmitico) (Pérfido et al., 2012) y también se aprecian en los estudios de uniéon de la rl-
FABP de rata con el 12A0 (12-(9-antroiloxi) acido oleico) (Franchini et al., 2008). Una
posible explicacion para este hecho podria ser que el fluoréforo (grupo antroiloxi) se
posicionara en el bolsillo de unién de manera tal que no variara la fluorescencia con el
agregado de proteina o incluso podria disminuir al ser apantallada por algun
aminoacido del bolsillo. Debido a que este comportamiento no es inusual y no se

traduce en ausencia de unién, continuamos realizando los ensayos de FRET.
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Figura 50. Titulacion fluorimétrica del analogo fluorescente de acido estearico 12AS.
A) Espectro de emision del 12AS unido a rEgFABP1. Se monitorean los cambios en la
fluorescencia relativa del 12AS desde 400 a 500 nm luego de la excitacién a 383 nm.
B) Los cambios en la fluorescencia relativa del 12AS se registran a 440 nm para
construir la isoterma de unién del complejo rEgFABP1-12AS. La linea es la curva de
unién tedrica para la formacion del complejo. Se muestra un experimento
representativo de cuatro. U.A.: unidades arbitrarias.
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5.2.1.2. Determinacién del coeficiente de particion relativo (Kp)

El coeficiente de particiéon aparente que describe la distribucion relativa del
12AS entre rEgFABP1 y EPC-SUVs (vesiculas unilamelares pequefiasde fosfadilcolina
de huevo) se determina agregando SUVs conteniendo NBD-PC (N-(7-nitro-2, 1, 3-
benzoxadiazol-4-yl)-fosfatidilcolina) a una solucion del complejo 12AS:rEgFABP1. Se
obtiene para rEgFABP1 un valor de Kp de 0.48+0.23 utilizando la ecuacion 2 descrita
en Materiales y métodos, esto indicaria que existe una preferencia del 12AS por las

membranas fosfolipidicas.

5.2.1.3. Efecto de la concentracion de las vesiculas en la

transferencia del 12AS desde las FABPs a membranas

El paso limitante en el mecanismo de transferencia colisional es la interaccion
proteina-membrana, y la tasa de transferencia aumenta a medida que aumenta la
concentraciéon de las membranas aceptoras (Corsico et al., 1998; Corsico et al., 2005;
Falomir-Lockhart et al., 2006; Franchini et al., 2008). En cambio, en el mecanismo
difusional en donde el paso limitante de la velocidad es la disociaciéon del complejo
proteina-ligando, no se observan cambios en la tasa de transferencia al variar la
concentraciéon de las vesiculas (De Geronimo et al., 2003; Cdrsico et al., 2004). Los
valores de Kd y Kp (cuando se pueden calcular) son usados para establecer las
condiciones para el ensayo de transferencia. Se calcula la proporcién de proteina y
ligando, de manera tal que en la solucion de proteina y ligando preincubada, la
mayoria del ligando se encuentre unido a la proteina, quedando menos del 1% del
12AS libre. El valor de Kp se utiliza para establecer las concentraciones de proteina y

SUVs que aseguran la transferencia unidireccional.

Cuando concentraciones constantes del complejo donador rEgFABP1-12AS se
mezclan con concentraciones crecientes de EPC-SUVs observamos que la tasa de
transferencia del 12AS, desde TrEgFABP1 hacia EPC-SUVs, aumenta
proporcionalmente a la concentracion de las vesiculas en el rango de SUVs:rEgFABP1
utilizado (10:1 a 40:1) (Figura 51). En estas condiciones, el aumento en la tasa de
transferencia varia desde 0.04+0.01 seg’ hasta 0.12+0.03 sec”. Estos resultados
sugieren que la transferencia del acido graso desde rEgFABP1 a las membranas
fosfolipidicas se lleva a cabo a través de la interaccion directa proteina-membrana en

lugar de la difusion del ligando en la fase acuosa.
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Figura 51. Efecto de la concentracion de las membranas aceptoras en la transferencia
del 12AS desde rEgFABP1 hacia las SUVs EPC/NBD-PC. A) Se agregan SUVs en un
rango desde 1:10 mol:mol a 1:40 mol:mol rEgFABP1:SUVs al complejo 15:1 mol:mol
rEgFABP1:12AS. La tasa de transferencia de &acido graso es monitoreada
directamente mediante la disminucién de la fluorescencia dependiente del tiempo del
grupo antroiloxi. Se muestra el promedio de cuatro experimentos diferentes + la
desviacion estandar. B) Ejemplo de la curva cinética obtenida, se mezcla el complejo
rEgFABP1-12AS con membranas que contienen EPC/NBD-PC. U.A.: unidades
arbitrarias.
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A continuacion aplicamos los ensayos de FRET a rMvFABPa y rMvFABPb
variando la concentracion de las vesiculas fosfolipidicas zwiteridnicas. En la Figura 52
se muestra que la tasa de transferencia del 12AS desde rMvFABPa hacia EPC-SUVs,
aumenta con el incremento de la concentracion de las vesiculas en el rango de
SUVs:FABP utilizado (10:1 a 40:1). Por otro lado, se observa un aumento muy suave
pero estadisticamente significativo (p<0.01, TTEST) de la tasa de transferencia de
ligando desde rMvFABPb hacia concentraciones crecientes de EPC-SUVs. A partir de
estos experimentos podemos sugerir que la transferencia del ligando desde
rMvFABPa hacia las vesiculas zwiteridnicas ocurriria via un mecanismo colisional
fuerte, mientras que rMvFABPDb, al mostrar velocidades de transferencia mas lentas e

incrementos menores, presentaria un mecanismo de transferencia colisional débil.
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Figura 52. Efecto de la concentracion de las membranas aceptoras en la transferencia
del 12AS desde rMvFABPa y rMvFABPb hacia las SUVs EPC/NBD-PC. Se agregan
SUVs en un rango desde 1:10 mol:mol a 1:40 mol:mol rMvFABP:SUVs al complejo
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15:1 mol:mol rMvFABPa:12AS y rMvFABPDb:12AS. La tasa de transferencia de acido
graso es monitoreada directamente mediante la disminucién de la fluorescencia
dependiente del tiempo del grupo antroiloxi. La figura superior muestra el promedio de
tres experimentos diferentes + la desviacion estandar. Las figuras inferiores
representan un ejemplo de la curva cinética obtenida cuando se mezcla el complejo
rMvFABPa-12AS o rMvFABPb-12AS con membranas que contienen EPC/NBD-PC.
U.A.: unidades arbitrarias.

5.2.1.4. Efecto de la carga de las vesiculas en la transferencia
del 12AS desde las FABPs a membranas

Si consideramos que el mecanismo de transferencia de ligando de las tres
FABPs en estudio ocurre a través del contacto colisional con membranas aceptoras,
entonces los cambios en las propiedades fisicoquimicas de las membranas deberian
modificar la tasa de transferencia. En cambio si el mecanismo de transferencia se
basara unicamente en la difusién acuosa del ligando, las caracteristicas de las
membranas aceptoras no afectarian la tasa de transferencia del ligando ya que el paso
determinante de la velocidad seria un evento fisicoquimicamente distinto del proceso

que involucra a la membrana.

En la figura 53 se muestra que la tasa de transferencia del 12AS desde
rEgFABP1 hacia las membranas aceptoras aumenta cuando estas vesiculas contienen
25% de fosfolipidos cargados negativamente (fosfatidilserina: PS; cardiolipina: CL).
rEgFABP1 presenta un gran aumento en la tasa de transferencia de acido graso hacia
las vesiculas CL comparada con las vesiculas zwiterionicas. El mismo comportamiento
ha sido reportado previamente para las FABPs colisionales de mamiferos (Cérsico et
al., 1998; Cérsico et al., 2005; Falomir-Lockhart et al., 2006; Franchini et al., 2008).

A posteriori, profundizamos el estudio del efecto de la carga de las vesiculas en
el mecanismo de transferencia del ligando, analizando el cambio en la tasa de
transferencia con concentraciones crecientes de vesiculas aceptoras cargadas
negativamente. Observamos que al aumentar la concentracion de las SUVs negativas
aumenta la tasa de transferencia del acido graso (Figura 54), confirmando asi que el
mecanismo de transferencia de ligando desde rEgFABP1 a membranas fosfolipidicas
involucra interacciones directas proteina-membrana. Como la cardiolipina presenta
doble carga negativa el efecto de la carga y concentraciéon de las SUVs en la tasa de

transferencia del ligando es muy notorio.
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Figura 53. Efecto de la carga de las membranas aceptoras en la tasa de transferencia
del 12AS desde la rEgFABP1 hacia las SUVs. Se mide la tasa de transferencia desde
el complejo rEgFABP1:12AS (15:1 mol:mol) hacia 1:20 mol:mol de EPC/NBD-PC
SUVs (vesiculas zwiteridnicas), conteniendo 25 mol % de PS (una carga negativa), o
25 mol % de CL (doble carga negativa). Se muestran los promedios de dos
experimentos diferentes + desviacién estandar.

El mismo estudio se realizé para rMvFABPa y rMvFABPD utilizando en estos casos las
vesiculas EPC/NBD-PC conteniendo 25% mol de cardiolipina. En la Figura 55 se
aprecia que tanto rMvFABPa como rMvFABPb presentan un gran aumento en la tasa
de transferencia de acido graso hacia las vesiculas CL comparada con las vesiculas
zwiterionicas. Asimismo, al aumentar la concentracion de las SUVs negativas aumenta
la tasa de transferencia del ligando. Nuevamente observamos diferencias entre estas
dos proteinas ya que la velocidad de transferencia del ligando, al incrementar las
vesiculas cargadas negativamente, presenta un mayor aumento para rMvFABPb que
para rMvFABPa.

Por un lado, el comportamiento de rMvFABPa y rMvFABPb apoya el hecho de
que estas proteinas poseen un mecanismo de transferencia de ligando del tipo
colisional, donde las caracteristicas fisicoquimicas de las membranas son relevantes
para la interaccién proteina-membrana y por lo tanto modifican la tasa de transferencia
del acido graso. Sin embargo, rMvFABPb pareceria poseer un comportamiento dual

dependiente del tipo de membrana fosfolipidica con que se encuentre, de forma tal
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que presentaria un mecanismo de transferencia del tipo colisional fuerte al transferir el
ligando a las vesiculas negativas mientras que adoptaria un mecanismo del tipo

colisional débil para entregar el ligando a las vesiculas neutras.
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Figura 54. Efecto de la concentracion de las membranas aceptoras en las tasas de
transferencia del 12AS desde rEgFABP1 hacia las SUVs cargadas. Se mide la tasa de
transferencia desde el complejo rEgFABP1:12AS (15:1 mol:mol) hacia 1:10 mol:mol o
1:40 mol:mol de rEgFABP1:SUVs EPC/NBD-PC conteniendo ya sea (A) 25 mol % PS
o (B) 25 mol % CL. Se muestra el promedio de dos experimentos diferentes *
desviacion estandar.
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Figura 55. Efecto de la carga y concentracion de las vesiculas fosfolipidicas en las
tasas de transferencia del 12AS desde rMvFABPa y b hacia las SUVs cargadas. Se
mide la tasa de transferencia desde el complejo (A) rMvFABPa:12AS o (B)
rMvFABPb:12AS (15:1 mol:mol) hacia 1:10, 1:20, o 1:40 mol:mol de rMvFABP:SUVs
EPC/NBD-PC conteniendo 25 mol % CL. Se muestra el promedio de dos experimentos
diferentes + desviacién estandar.
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5.2.1.5. Efecto de la fuerza i6nica en la transferencia del 12AS

desde las FABPs a membranas

Continuamos estudiando la tasa de transferencia del 12AS desde las FABPs en
estudio hacia las membranas fosfolipidicas cuando se aumenta la concentracién de
cloruro de sodio (NaCl). Generalmente se postula que a medida que aumenta la fuerza
iénica del medio, disminuirian las interacciones electroestaticas a nivel de superficie
mientras que las interacciones hidrofobicas serian estimuladas. La Figura 56A muestra
un aumento importante en la tasa de transferencia del ligando desde rEgFABP1 hacia
las membranas neutras a medida que aumenta la fuerza iénica del medio. El efecto de
la fuerza i6énica en la tasa de transferencia del 12AS desde rEgFABP1 hacia las
vesiculas zwiteridnicas sugiere que la eliminacién de interacciones electroestaticas es

compensada por un aumento en las interacciones hidrofébicas.

Cuando las vesiculas aceptoras estan cargadas negativamente, se observa
una drastica caida en la tasa de transferencia a concentraciones salinas altas (Figura
56B). Como se muestra en la figura 53, rEgFABP1 exhibe un aumento de
aproximadamente 60 veces en la tasa de transferencia del 12AS hacia las vesiculas
CL a baja fuerza id6nica al comparar con las vesiculas neutras. Luego de aumentar la
fuerza idnica, se observa una marcada disminucion de los altos valores observados a
baja fuerza idnica (Figura 56B). Este comportamiento sugiere un enmascaramiento de
las interacciones electroestaticas causado por el alto contenido de sales del
amortiguador. Estas interacciones electroestaticas jugarian un rol importante a baja

fuerza idnica.

De forma similar estudiamos el efecto de la fuerza idnica del medio en la tasa
de transferencia del 12AS desde rMvFABPa y rMvFABPb hacia vesiculas neutras y
cargadas negativamente. La figura 57 muestra que la tasas de transferencia del
ligando desde rMvFABPa y rMvFABPbD hacia las SUVs zwiteridnicas practicamente no
varian al aumentar la concentracién de NaCl. Sin embargo, las tasas de transferencia
hacia las SUVs negativas muestran una disminucién al aumentar la fuerza iénica del

medio.
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Figura 56. Efecto de la fuerza idnica del amortiguador en la tasa de transferencia del
12AS desde rEgFABP1 hacia las SUVs. Se miden las tasas de transferencia desde el
complejo rEgFABP1:12AS (15:1 mol:mol) hacia 1:20 mol:mol de rEgFABP1:SUVs
EPC/NBD-PC (A) o SUVs EPC/NBD-PC conteniendo 25 mol % CL (B) en presencia de
concentraciones crecientes de NaCl. Se muestra el promedio de cuatro experimentos
diferentes + desviacion estandar (excepto los datos correspondientes a 2M NaCl, que
provienen de dos experimentos independientes).
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Figura 57. Efecto de la fuerza ionica del amortiguador en la tasa de transferencia del
12AS desde rMvFABPa o rMvFABPb hacia las vesiculas aceptoras. Se miden las
tasas de transferencia desde el complejo rMvFABPa:12AS (A) o rMvFABPb:12AS (B)
(15:1 mol:mol) hacia 1:10 mol:mol de rMvFABP:SUVs EPC/NBD-PC (azul) o SUVs
EPC/NBD-PC conteniendo 25 mol % CL (rojo) en presencia de concentraciones
crecientes de NaCl. Se muestra el promedio de dos experimentos diferentes *
desviacion estandar.

La disminucion en la tasa de transferencia de ligandos de rMvFABPb, hacia las
membranas negativas, si bien es significativa (p<0.01, TTEST), es menor que la de
rMvFABPa. Esto nos podria sugerir que rMvFABPa presenta un comportamiento
similar a rEgFABP1 donde las interacciones electroestaticas proteina-membrana
serian muy relevantes a baja fuerza i6nica. Un comportamiento diferente presenta
MvFABPDb, ya que la figura 57B indicaria que las interacciones electroestaticas

proteina-membrana no serian muy importantes a baja fuerza iénica, esta hipotesis
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también se apoya en la Figura 52 donde rMvFABPb presenta un menor aumento de la
tasa de transferencia al aumentar la concentracién de las SUVs neutras. En estas
condiciones postulamos la existencia de un mecanismo de transferencia colisional
débil, tal como se menciona anteriormente. Recordemos que la figura 55B sefiala un
gran aumento en la tasa de transferencia al aumentar la concentracion de vesiculas
cargadas negativamente que indicaria que las interacciones electroestaticas proteina-
membrana jugarian un rol importante ante la presencia de este tipo de membranas
aceptoras, en estas condiciones la proteina adoptaria un mecanismo de transferencia
colisional fuerte. Ademas, rMvFABPb podria presentar, frente a las vesiculas
negativas, interacciones proteina-membrana de naturaleza hidrofébica, que son
evidenciadas al neutralizarse las interacciones electroestaticas a alta fuerza idnica, ya
que la tasa de transferencia no presenta una disminucion importante al aumentar la

concentracion salina (Figura 57B).

5.2.1.6. Andlisis de los potenciales electroestaticos de superficie

En base a los resultados precedentes, decidimos abordar el analisis de los
potenciales electroestaticos de superficie para poder explicar el comportamiento
diferencial de las rMvFABPs, y en particular entender por qué rMvFABPb adoptaria
distintos tipos de mecanismos colisionales al cambiar las propiedades fisicoquimicas
de las membranas aceptoras. La figura 58 muestra claramente diferencias en los
potenciales del dominio helical que estaria involucrado en la interaccion proteina-
membrana. Trabajos previos reportan que tanto la hélice a-I como la a-ll serian
importantes para el establecimiento de las interacciones electroestaticas presentes en
el mecanismo colisional; en particular los aminoacidos cargados positivamente como
las Lys, interaccionarian con las cargas negativas de las membranas fosfolipidicas
(Falomir-Lockhart et al., 2006; Franchini et al., 2008). Se ha propuesto un modelo
donde se daria un paso inicial de interacciones electroestaticas entre la region alfa
helical y la membrana seguido de un cambio conformacional que promoveria la salida
del ligando desde el sitio de union hacia la membrana (Coérsico et al., 1998; Falomir-
Lockhart et al., 2006; Franchini et al., 2008). Estudios mas recientes sugieren una
ampliacion de este mecanismo donde luego de la interaccion de la regién alfa helical
tendria lugar el contacto del barril beta con la membrana (Falomir-Lockhart et al.,
2011).
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Si bien MvFABPa presenta una densidad de carga mayormente positiva en la
region helical que le permitiria llevar a cabo interacciones electroestaticas con las
membranas, MVFABPb muestra un potencial electroestatico positivo mas fuerte. Los
principales residuos aminoacidicos responsables del intenso potencial positivo de
rMvFABPb serian Arg 21 y His 22 (en hélice a-l), Arg 30 y Lys 31 (en hélice a-Il).
También se encuentran residuos en zonas cercanas a la region helical que
contribuyen con su carga a la intensa nube positiva, ellos serian Lys 9 y Lys 12 (en
cadena BA), Lys 37 (vuelta hélice all-cadenaf3B), Lys 59 (cercana a giro BC-fD) y Arg
79 (cercana a giro BE-BF). Aplicando el mismo analisis a MvFABPa determinamos que
la Arg 21 y la Lys 31 estan ausentes, existiendo una GIn en estas dos posiciones,
produciéndose asi un potencial menos positivo que en MvFABPb. Sin embargo,
MvFABPa presenta una Lys 22. Por otro lado, los residuos cercanos, que contribuyen
con la carga de la region en estudio, estarian presentes: Lys 9, Lys 12, Lys 37, Lys 59
y Arg 79. La diferencia en la densidad de carga positiva presente en esta regién podria
ser la responsable de que MvFABPD establezca interacciones electroestaticas débiles
ante la presencia de membranas neutras y que las mismas se vean fuertemente
potenciadas frente a membranas negativas. Estas interacciones de alta intensidad
podrian establecerse gracias a la gran densidad de carga positiva en la region helical y

de carga negativa en las membranas que contienen cardiolipina.
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MvFABPa

MvFABPb

Figura 58. Comparacion de los potenciales electroestaticos de superficies de
MvFABPa y MvFABPb. Se utiliza el programa Swiss-PdbViewer 4.1.0 para generar los
perfiles electroestaticos a partir de los modelos proteicos generados en el programa
Moe, utilizando una simulacién de 4 ns y a la proteina 108vA.pdb (EgFABP1) como
molde. Se muestra la estructura secundaria y terciaria ademas de los potenciales. Los
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colores rojo y azul indican carga negativa y positiva respectivamente. Las flechas
amarillas y blancas sefialan las hélices al y all y la region portal, respectivamente.

5.2.2. Estudios de interaccion FABP-proteina: ensayos de captura de

ligandos

En esta instancia abordamos la busqueda de las proteinas capaces de
interactuar con las FABPs en estudio como otra aproximacion a la dilucidacion de la
funcién de las proteinas de unidén a acidos grasos de cestodos. Con esta finalidad
utilizamos dos estrategias experimentales, en primer lugar realizamos ensayos de
captura de ligandos y luego estudios de inmunoprecipitacién, e identificacién mediante

espectrometria de masa.

5.2.2.1. Clonado de los ADNc de las EQFABPs y MvFABPs en pQE y expresion

de las proteinas recombinantes

Para realizar los ensayos de captura de ligandos con el kit disponible, es
necesario obtener previamente las proteinas EgFABP1, EgFABP2, MvFABPa y
MvFABPb en forma recombinante y pura, con una cola de Histidinas, que les permitan
unirse a la matriz de las columnas del kit utilizado. Debido a este requerimiento
comenzamos clonando el ADNcopia correspondiente a las regiones codificantes de
EgFABP1, EgFABP2, MvFABPa y MvFABPb en el vector pQE-30. Realizamos
reacciones de PCR a partir de los plasmidos pKS-EgFABP1, pKS-EgFABP2, pJET1.2-
MvFABPa y pET5a-MvFABPb, que contienen las regiones codificantes completas
respectivas clonadas previamente. Se obtienen asi fragmentos de ADN
correspondientes a las cuatro regiones codificantes amplificadas flanqueadas por los
sitios de restriccion BamHI y Hindlll (Figura 59). Los mismos se clonan en el vector
pJET 1.2 para luego ser subclonadas en el vector pQE-30 y transformar asi bacterias
E. coli M15[pREP4]. Los clones seleccionados son secuenciados para verificar su
identidad.
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Figura 59. Amplificacion de ADNc de EgFABP1, EgFABP2, MvFABPa y MvFABPb
para ser clonados en el vector pQE. Visualizacion mediante electroforesis en agarosa
2% tefiido con bromuro de etidio. 1) Marcador de peso molecular Mass Ruler DNA
ladder Low Range (Fermentas); 2 y 3) producto de PCR de EgFABP1; 4 y 5) producto
de PCR de EgFABP2; 6) producto de PCR de MvFABPa; 7) producto de PCR de
MvFABPD; 8) control negativo de PCR de MvFABPb. Los controles negativos
restantes tampoco amplifican (no se muestran).

Luego de obtener y verificar los clones recombinantes evaluamos la expresion
y solubilidad de las proteinas recombinantes respectivas a 37° y 30°C, no
observandose cambios sustanciales de expresion entre ambas temperaturas. Si bien
la induccion de His-EgFABP1 y His-EgFABP2 en este sistema parece ser tenue e
incluso nula, al separar la fraccion soluble e insoluble observamos claramente la
induccién de dichas proteinas (Figura 60). La proteina His-EgFABP1 es mayormente
soluble mientras His-EgFABP2 permanece mayoritariamente en la fraccion insoluble,
como ocurre en otros sistemas de expresion (Figura 60). En una primera instancia
pensamos que la fusién de las histidinas podria mejorar la solubilidad de EgFABP2
evitandose la formacion de cuerpos de inclusién pero lamentablemente no ocurrié asi.
A partir de estos resultados decidimos no incluir en los ensayos posteriores a His-
EgFABP2, ya que la proteina cebo tiene que ser soluble y estable para poder ser
unida adecuadamente a la resina y mantenerse en este estado en forma estable en el

tiempo.
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Figura 60. Induccion de EgFABP1 y EgFABP2 recombinantes, visualizada mediante
SDS-PAGE 15% y tincion con Coomassie brilliant blue. 1) Marcador de peso molecular
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); 2) M15[pREP4]-pQE-
EgFABP1 no inducido; 3) M15[pREP4]-pQE-EgFABP1 inducido; 4) M15[pREP4]-pQE-
EgFABP2 no inducido; 5) M15[pREP4]-pQE-EgFABP2 inducido; 6) fraccién insoluble
de M15[pREP4]-pQE-EgFABP1 inducido; 7) fraccién soluble de M15[pREP4]-pQE-
EgFABP1 inducido; 8) fraccién insoluble M15[pREP4]-pQE-EgFABP2 inducido; 9)
fraccion soluble de M15[pREP4]-pQE-EgFABP2 inducido. La flecha indica las
proteinas recombinantes.

Con respecto a la expresion de His-MvFABPa y His-MvFABPD,
observamos en la figura 61 que la proteina recombinante His-MvFABPa se encuentra
mayoritariamente en la fraccion soluble mientras His-MvFABPb se reparte en partes
iguales entre las fracciones soluble e insoluble. De todas formas la cantidad de
proteina soluble es suficiente para proseguir con su purificacion. Probablemente, en el
cultivo bacteriano que expresa His-MvFABPb, coexistan dos o mas poblaciones de
esta proteina que difieren en su estructura, posiblemente las conformaciones mal

plegadas precipiten formando cuerpos de inclusion.
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Figura 61. Induccion de MvFABPa y MvFABPb recombinantes, visualizada mediante
SDS-PAGE 15% vy tincion con Coomassie brilliant blue. A: 1) Marcador de peso
molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); 2) M15[pREP4]-
pQE-MvFABPa no inducido; 3) M15[pREP4]-pQE-MvFABPa inducido; 4) M15[pREP4]-
pQE-MvFABPb no inducido; 5) M15[pREP4]-pQE-MvFABPb inducido; 7) fraccion
insoluble de M15[pREP4]-pQE-MVFABPb inducido; 8) fraccion soluble de
M15[pREP4]-pQE-MvFABPb inducido. B: 1) fraccion insoluble M15[pREP4]-pQE-
MvFABPa inducido; 2) fraccion soluble de M15[pREP4]-pQE-MvFABPa inducido; 3)
Marcador de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas).
La flecha sefiala a las proteinas recombinantes respectivas.

5.2.2.2. Purificacion de His-EgFABP1, His-MvFABPa y His-MvFABPb

Luego de evaluar el nivel de expresion de las proteinas recombinantes
procedemos a la purificacion de las mismas mediante cromatografia de afinidad
utilizando columnas con Ni**~NTA-Agarosa, tal como se describe en materiales y

métodos. La figura 62 muestra los resultados de la purificacion de His-EgFABP1.
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Figura 62. Purificacion de His-EQFABP1 mediante cromatografia de afinidad. Ay B
muestran el seguimiento de la cromatografia mediante la medida de la absorbancia a
280 nm y el cromatograma, respectivamente. En C y D se evalua la purificacion
mediante electroforesis SDS-PAGE al 15%, se utiliza tincion con Coomassie brilliant
blue (C) y nitrato de plata (D). C: 1) Material de carga; 2) percolado; 3) tubo 10; 4) tubo
12; 5) tubo 19; 6) tubo 22; 7) tubo 25; 8) tubo 28; 9) tubo 35; 10) marcador de peso
molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). D: 1) tubo 18; 2)
tubo 37; 3) Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). Las flechas
indican la presencia de la proteina recombinante. AS: amortiguador de sonicacion; I:
imidazol.

Decidimos reservar desde el tubo 20 hasta el 37 inclusive, estos tubos
contienen a la proteina His-EgFABP1 purificada y corresponden a la elucién con 40
mM de imidazol. A posteriori sometimos la muestra seleccionada a dialisis,
concentracién, cuantificacion y volvimos a evaluar la pureza de la proteina mediante
SDS-PAGE, para asi poder ser usada como proteina cebo en los ensayos de captura

de ligandos.

De forma similar purificamos a His-MvFABPa y a His-MvFABPb, los
resultados se muestran en las figura 63 y 64. Respecto a la purificacion de His-
MvFABPa, se seleccionan desde el tubo 16 al 24, y desde el tubo 28 al 35 inclusive,
ya que los tubos 26 y 27 presentan otras bandas proteicas tenues (Figura 63). Los
tubos, conteniendo a la proteina recombinante purificada, corresponden a parte de la
elucién con 10 y 40 mM de imidazol. Probablemente las proteinas contaminantes
eluyan con concentraciones de imidazol intermedias entre 10 y 40 mM ya que
corresponden a la transicion de estos amortiguadores. Para evitar la elucion de los
contaminantes con la proteina de interés tendriamos que prolongar la eluciéon con 10
mM de imidazol. A posteriori, se aplica para His-MvFABPa el mismo procedimiento
que para His-EgFABP1 y se guarda la proteina purificada para los ensayos

posteriores.
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Figura 63. Purificacion de His-MvFABPa mediante cromatografia de afinidad. A y B
muestran el seguimiento de la cromatografia mediante la medida de la absorbancia a
280 nm y el cromatograma, respectivamente. En C, D y E se evalua la purificacion
mediante electroforesis SDS-PAGE al 15% utilizandose tincion con Coomassie brilliant
blue. C: 1) Marcador de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Fermentas); 2) material de carga; 3) percolado; 4) tubo 4; 5) tubo 7; 6) tubo 13. D: 1)
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); 2) tubo 15; 3) tubo 27. E: 1)
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); 2) tubo 14; 3) tubo 17; 4)
tubo 20; 5) tubo 26; 6) tubo 29; 7) tubo 32; 8) tubo 35. Las flechas indican la presencia
de la proteina recombinante. AS: amortiguador de sonicacién; |: imidazol.

Por dltimo, purificamos a His-MvFABPb, conservando desde el tubo 22 al
38 inclusive, para el posterior ensayo de captura de ligando (Figura 64). La proteina
His-MvFABPb eluye mayormente con 40 mM de imidazol. Cabe mencionar la
presencia de una banda de menor tamafio y menor intensidad que también se aprecia
en la induccién de la proteina recombinante (ver Figura 61). Dicha banda resulté ser
reconocida por el anticuerpo contra MvFABPb puro utilizado anteriormente, mediante
Western Blot (no se muestra). Por tal motivo, sugerimos que la misma podria resultar
de una traduccion incompleta debida, por ejemplo, a una pausa en este proceso. De
todas formas dicho producto corresponde a MvFABPD, siendo asi considerado junto

con la proteina completa como proteina purificada.

En la figura 65 se aprecia a His-MvFABPa, His-MvFABPb y a His-
EgFABP1 luego del proceso de purificacion.

124



N° Amortig. Abs
tubo (AS) 280 nm Cromatografia de afinidad de His-MvFABPb B
Perc 1.77 2 -

1 AS 1.76 e

2 1.76 v

3 1.66 £

4 1.06 2 1

° 0.645 3 g§ |

6 0.379 0s |

7 0.231 02 |

8 0.118 0 : .

9 0.076 0 10 2 N ; .
10 0.052 N° de tubo

" 0.073

12 0.047

13 0.048

s 0.9 kDa 1 2 3 4

15 | AS40mMI1 | 0.195 ¢

16 1.03 6

17 1.72 66.2 —

18 1.76 . i

19 0.58 |

20 0.395 35 :-

21 0.344 :

22 0.342 25

23 0.298

24 0.25 18.4 r

= 0212 144 | - «—

26 0.166

27 0.152 -

28 0.094 C

29 0.076

30 0.059 s 4 s 6 7 8 s 10
2; 88;2 116 | = b - debiaiai ,—\’ S AR B |
33 0.024 6.2 i

34 | AS,100mM1 | 0.015 s !

35 0.035 45

36 0.146 35

37 0.147 =

38 0.166 .

39 0.160 25

40 0.150

41 0.130 E‘L

- 0.05 144 W e -
43 5 ey

44 0 5

45 | AS,250 mM | 0

46 0

47 0

48 0 A

125



Figura 64. Purificacion de His-MvFABPb mediante cromatografia de afinidad. A y B
muestran el seguimiento de la cromatografia mediante la medida de la absorbancia a
280 nm y el cromatograma, respectivamente. En C y D se evalua la purificacion
mediante electroforesis SDS-PAGE al 15% utilizandose tincion con Coomassie brilliant
blue. C: 1) Marcador de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Fermentas); 2) material de carga; 3) percolado; 4) tubo 6. D: 1) Unstained Protein
Molecular Weight Marker (Fermentas); 2) tubo 15; 3) tubo 16; 4) tubo 20; 5) tubo 25; 6)
tubo 28; 7) tubo 31; 8) tubo 34; 9) tubo 36; 10) tubo 40. Las flechas indican la
presencia de la proteina recombinante. AS: amortiguador de sonicacion; I: imidazol.
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5.2.2.3. Ensayos de captura de ligandos de EgFABP1

Para llevar a cabo estos ensayos es necesario inmovilizar a His-EgFABP1 pura
(proteina “cebo”) en la resina quelada con cobalto e incubarla con el extracto proteico
total de protoescdleces conteniendo las posibles proteinas “presas” o interactuantes. A
posteriori, se colecta la muestra no unida y se lava exhaustivamente para remover las
proteinas que interactuan en forma inespecifica. Por ultimo, se eluye el o los probables
complejos “cebo-presa” con amortiguador conteniendo imidazol y se evaluan las
muestras colectadas mediante SDS-PAGE. Esperamos asi identificar, mediante
espectrometria de masa, a aquellas bandas proteicas presentes en la elucién que
sean distintas de la proteina “cebo”. En todos los casos se realizan dos ensayos en

paralelo, en uno de ellos nombrado control no se agrega proteina “cebo” a la resina
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para comprobar la ausencia de pegado inespecifico de proteina a la misma. También

se realizan tres réplicas de cada ensayo.

En la figura 66 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de captura
de ligandos con His-EgFABP1. Los eluatos obtenidos se concentran antes de ser
evaluados mediante electroforesis para poder visualizar las posibles proteinas
interactuantes que se encuentren en baja concentracion. Observamos en la figura 66A
carril 2 la presencia de una banda proteica de tamaro similar a His-EgFABP1 que
probablemente se deba a la contaminacion del carril 4 que presenta una banda muy

fuerte correspondiente a dicha proteina.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 2 3 4 5 6 7 8
kDa
116 |
66.2
45 _—
35 1 a - 1
2 b — b 2
25 | -
18.4 ! : —
14.4 ..‘ - -
A E -«
A B

Figura 66. Ensayos de captura de ligando de EgQFABP1, visualizados mediante SDS-
PAGE al 15% con tincién con nitrato de plata. A: 1) Marcador de peso molecular
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); 2) eluato concentrado del
control; 4) primer eluato concentrado del ensayo; 6) primer eluato sin concentrar; 8)
segundo eluato concentrado del ensayo; 10) segundo eluato sin concentrar. B (réplica
del ensayo A): 1) Marcador de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight
Marker (Fermentas); 3) primer eluato concentrado del ensayo; 5) segundo eluato
concentrado del ensayo; 8) eluato concentrado del control. La flecha sefala a la
proteina His-EgFABP1.

Decidimos cortar las bandas 1, 2, y a y b del gel A para ser sometidas a
espectrometria de masas. Las dos primeras se obtienen de la elucién del control,
siendo proteinas del extracto proteico que se unirian a la resina y que probablemente
posean varias histidinas consecutivas. Por otro lado, a y b son producto de la elucion
del ensayo con His-EgFABP1 y probablemente correspondan a proteinas que se unen

especificamente a la proteina “cebo”. Estas cuatro bandas proteicas tienen una masa
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molecular proxima a 35 kDa, pero no son coincidentes en tamano, siendo 1y 2 un
poco mas grandes. Las mismas bandas son visualizadas en uno de los ensayos
réplica (Figura 66B). En este ensayo no se visualiza la banda de tamano similar a His-
EgFABP1 en la elucion del control, confirmando asi la contaminacion con His-

EgFABP1 desde el carril 4 en el gel A debido a su alta concentracion.

Ninguna de las cuatro proteinas sometidas a espectrometria de masas
pudo ser identificada debido a la obtencién de espectros de mala calidad por baja
cantidad de muestra. Si bien repetimos el ensayo por tercera vez con mayor cantidad
de extracto proteico, obtuvimos resultados similares siendo las bandas proteicas
(distintas a His-EgFABP1) presentes en la elucion de muy baja intensidad.
Lamentablemente no obtuvimos buenos resultados, no pudiendo repetir los ensayos

ajustando condiciones debido a la falta de material parasitario.

5.2.2.4. Ensayos de captura de ligandos de MvFABPa

Continuamos aplicando este ensayo para capturar ligandos de MvFABPa y
MvFABPDb utilizando extractos proteicos totales de tetratiridios. En estos casos, a
diferencia del anterior, las larvas son puestas en cultivo durante 5 dias antes de

generar el extracto proteico, buscando asi activar el metabolismo de las mismas.

En la figura 67 se observan los resultados obtenidos de dos experimentos
idénticos, donde se aprecia una gran cantidad de bandas proteicas distintas a His-
MvFABPa en las eluciones de los ensayos, mientras que la elucion del ensayo control

no presenta ninguna banda (Figura 67A carril 2) validando asi los resultados.
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Figura 67. Ensayos de captura de ligando de MvFABPa, visualizados mediante SDS-
PAGE al 15% con tincion con nitrato de plata. A: 1) Marcador de peso molecular
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); 2) eluato concentrado del
control; 4) primer eluato concentrado del ensayo. B (réplica del ensayo A): 1) primer
eluato concentrado del ensayo; 2) marcador de peso molecular Unstained Protein
Molecular Weight Marker (Fermentas). Las flechas rojas indican las bandas
seleccionadas para su analisis mediante espectrometria de masa y las negras sefalan
a la proteina His-MvFABPa.

Se seleccionan cuatro bandas proteicas provenientes de ambos geles, en
base a su intensidad, para ser sometidas al analisis mediante espectrometria de masa.
Las bandas 1, 2, 3 y 4 presentan una masa molecular molecular aparente (segun gel
de elctroforesis) de 25, 23, 40 y 67 kDa aproximadamente, respectivamente. Si bien
los espectros de las sefales son de mejor calidad que los anteriores, ninguna banda
pudo ser identificada de manera estadisticamente significativa. Probablemente la
dificultad en la identificacion de proteinas en M. vogae se deba a la falta de
informacion de secuencias disponible. De todas formas, se conservan los datos
generados mediante espectrometria de masa para poder identificar estas proteinas

cuando se aumente la informacion de secuencias de este organismo.

5.2.2.5. Ensayos de captura de ligandos de MvFABPb

Por ultimo realizamos los ensayos de captura de ligando de MvFABPb
utilizando la proteina recombinante His-MvFABPb pura y extracto proteico de

tetratiridios. En la figura 68 se muestran los resultados obtenidos, en esta oportunidad
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no se realiza el control ya que se realiza con los ensayos de MvFABPa, debido a que
ambos experimentos utilizan el mismo extracto proteico. Seleccionamos las bandas 1,
2, y 3 para su analisis mediante espectrometria de masa ya que presentan mayor
intensidad. Se visualiza una banda inferior a la proteina His-MvFABPb que

probablemente corresponda al producto visualizado en la figura 64.
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Figura 68. Ensayos de captura de ligando de MvFABPDb, visualizados mediante SDS-
PAGE al 15% con tincién con nitrato de plata. 1) Primer eluato concentrado del
ensayo; 2) marcador de peso molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Fermentas). Las flechas rojas indican las bandas seleccionadas para su analisis
mediante espectrometria de masa y la negra sefialan a la proteina His-MvFABPDb.

Nuevamente, las proteinas escogidas no pudieron ser identificadas
mediante espectrometria de masa debido a la carencia de informacion de secuencias.
De todos modos, al igual que en el ensayo anterior se almacena las masas de los

péptidos generados en espera de la ampliacién de la informacién disponible.

Debido a que esta serie de experimentos no fueron fructiferos decidimos
abordar el estudio de las proteinas que podrian interaccionar con las FABPs en
cuestion mediante una metodologia alternativa, como son los ensayos de

inmunoprecipitacion.
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5.2.3. Estudios de interaccion  FABP-proteina: ensayos de

inmunoprecipitacion

Continuamos la busqueda de proteinas capaces de interactuar con EgFABP1,
EgFABP2, MvFABPa y MvFABPD, a través de experimentos de inmunoprecipitacion
utilizando los anticuerpos generados contra rEgFABP1, rMvFABPa o rMvFABPb
purificados, y extractos proteicos ya sea de protoescoéleces o tetratiridios, segun
corresponda. Cabe recordar que el anticuerpo contra rEgFABP1 purificado reconoce a
la proteina EgQFABP2 recombinante pero hasta el momento no se ha podido identificar
a la proteina nativa en protoescéleces.

Si bien, como se explicd anteriormente, es dificil la identificacion de proteinas de M.
vogae utilizando esta metodologia, no queremos descartar esta estrategia. Asimismo,
intentamos capturar complejos formados en los organismos en estudio, donde
probablemente ocurran interacciones proteina-proteina mas estables que las que

acontecen en los ensayos de captura de ligandos.

5.2.3.1. Ensayos de inmunoprecipitacion de EQFABP1, MvFABPa
y MvFABPb

Se realizan los tres ensayos en paralelo junto con dos controles empleando
suero pre-inmune de conejo. Con estos controles descartamos a aquellas proteinas de
los extractos que se unan inespecificamente al suero normal de conejo, pudiendo

generar falsos positivos.

La figura 69 muestra los resultados obtenidos, a partir de los cuales
seleccionamos a aquellas bandas proteicas que estan presentes en los
inmunoprecipitados generados tanto con el anticuerpo contra rEgFABP1, como contra
rMvFABPa o contra rMvFABPDb, que no aparecen en los controles respectivos, para

ser analizadas mediante espectrometria de masa.
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Figura 69. Ensayos de inmunoprecipitaciéon de las FABPs en estudio, visualizados
mediante SDS-PAGE al 15% vy tincién con nitrato de plata. 1) Inmunoprecipitado con
anticuerpo contra rEgFABP1 (PE); 2) inmunoprecipitado con suero normal de conejo y
proteinas de protoescoleces; 3) marcador de peso molecular PageRuler Unstained
Broad Range Protein Ladder (Fermentas); 4) inmunoprecipitado con anticuerpo contra
rMvFABPa (Tta); 5) inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPb (Ttb); 6)
inmunoprecipitado con suero normal de conejo y proteinas de tetratiridios. Las lineas
negras indican las bandas seleccionadas para ser sometidas a espectrometria de
masa.

Cada ensayo se realiza por duplicado, obteniéndose resultados reproducibles.
Verificamos la presencia de las FABPs en los inmunoprecipitados, ya sea mediante el
analisis por espectrometria de masa de las bandas de aproximadamente 15 kDa de

masa molecular, o llevando a cabo ensayos de Western Blot.
En la figura 70 se aprecia un ensayo de Western Blot donde se confirma la

presencia de MvFABPa y no se detecta a MvFABPb en el inmunoprecipitado con

anticuerpo contra rMvFABPa (carril 8 y 3).
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Figura 70. Western Blots de los ensayos de inmunoprecipitacién con extractos
proteicos de tetratiridios, a partir de SDS-PAGE al 15%. 1) Proteina MvFABPb
recombinante en proceso de purificacién (2 pg); 2) inmunoprecipitado con anticuerpo
contra rMvFABPb; 3) inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPa; 4)
inmunoprecipitado con suero normal de conejo; 5) marcador de peso molecular
PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas); 6) proteina MvFABPa
recombinante en proceso de purificacion (2 ug); 7) inmunoprecipitado con anticuerpo
contra rMvFABPb; 8) inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPa; 9)
inmunoprecipitado con suero normal de conejo. Del carril 1 al 4 se utiliza anticuerpo
contra rMvFABPb en el Western Blot mientras que del carril 6 al 9 se usa anticuerpo
contra rMvFABPa. Las flechas sefialan la presencia de las MvFABPs.

De la misma manera apreciamos la presencia de MvFABPb en el
inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPb (Figura 70 carril 2) y no se
observa a MvFABPa en este inmunoprecipitado (Figura 70 carril 7). Asimismo, en el
inmunoprecipitado con suero pre-inmune de conejo no se detecta ni MvFABPa (Figura
70 carril 9) ni MvFABPb (Figura 70 carril 4) como era esperable. Las proteinas
recombinantes en proceso de purificacion son utilizadas como controles positivos de
los inmunoblots. En los carriles correspondientes a los inmunoprecipitados (1-4 y 7-9)
se visualiza una serie de bandas proteicas cuyos tamanos se distribuyen entre 22 y 55
kDa aproximadamente. Dichas bandas probablemente correspondan a las distintas
cadenas de las diferentes IgGs de conejo (utilizadas para precipitar), que son
reconocidas por el anticuerpo anti-lgGs de conejo utilizado como anticuerpo

“secundario” en estos ensayos.
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La figura 71 muestra la presencia de EgFABP1 en el inmunoprecipitado con el
anticuerpo contra rEgFABP1 (carril 2), mientras en el inmunoprecipitado con suero
normal de conejo no se observa ninguna proteina de tamafo similar a las FABPs.
Como se menciond6 anteriormente, no podemos descartar que la banda visualizada en

el carril 2 pueda corresponder a EgFABP2.

1 2 3 «Da
; 43

34

26

17

10

Figura 71. Western Blot del ensayo de inmunoprecipitacion con extractos proteicos de
protoescéleces, a partir de SDS-PAGE al 15%. 1) inmunoprecipitado con suero pre-
inmune; 2) inmunoprecipitado con anticuerpo contra rEgFABP1; 3) marcador de peso
molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas). Se utiliza anticuerpo
contra rEgFABP1 en el Western Blot. La flecha sefala la presencia de EgFABP1 y/o
EgFABP2.

A pesar de los sucesivos y exhaustivos lavados que se llevan a cabo luego de
la inmunoprecipitacion, en los inmunoprecipitados se observa una fuerte presencia de
IgGs, apreciada tanto en los inmunoblots de la figura 70 como en la figura 69. En esta
ultima figura se visualiza un fuerte manchon conteniendo proteinas de 20 a 30 kDa
que posiblemente correspondan a las cadenas livianas de las 1gGs (22-25 kDa) y
bandas mas discretas de entre 50 y 70 kDa que podrian relacionarse con las cadenas
pesadas de estas moléculas. A partir de esta figura seleccionamos algunas bandas de
los experimentos de inmunoprecipitacion, sefialadas con lineas horizontales, para ser
purificadas e identificadas mediante espectrometria de masa, los resultados obtenidos

se analizan a continuacion.
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5.2.3.2. lIdentificacién de proteinas en el inmunoprecipitado con

anticuerpo contra rEgFABP1

A partir de la figura 69 se seleccionan las bandas PE1 de 15.5 kDa, PE2 de 55
kDa, PE3 de 14.5 kDa, PE4 de 41 kDa y PE5 de 45 kDa del carril 2, para ser
identificadas mediante espectrometria de masa MALDI-TOF/TOF.

En la muestra PE1 de 155 kDa no se pudo identificar de manera
estadisticamente significativa ninguna proteina, la banda proteica tampoco se
correspondié con EgFABP1 o con EgFABP2. En la muestra PE2 se identifica de
manera estadisticamente significativa a la cadena beta del fibrindgeno de conejo
(Oryctolagus cuniculus) con una masa molecular de 56 kDa (Figura 72). Al ser ésta
una proteina del plasma sanguineo de conejos posiblemente sea un contaminante del
anticuerpo contra rEgFABP1 generado en conejo que no pudo ser eliminado.
Asimismo, esta proteina también podria ser la proteina que se observa en el
experimento control ya que en el carril 2 de la figura 69 visualizamos una proteina de
masa similar. Este hecho nos indica que cualquier proteina identificada a partir de la
metodologia utilizada tiene que ser validada mediante otra técnica, para poder

asegurar que interacciona con la FABP en estudio.
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

1015.5759, 1018.5473 ions(239.1571, 372.1148, 372.2049, 393.2230, 423.1130, 435.1667,
511.4899, 609.4044, 619.3345, 629.7587, 645.1443, 656.2902, 681.9108, 753.4273, 828.2681,
831.2524, 887.5528, 918.4895, 943.5918, 987.8938), 1127.5872, 1193.6121 ions(175.1375,
206.1186, 268.1154, 331.2030, 353.1431, 360.8651, 422.1142, 435.3664, 447.1609, 468.1793,
474.2640, 507.2574, 523.4328, 535.0616, 542.2008, 567.9318, 616.9321, 618.1359, 618.8471,
621.2751, 663.2693, 664.3962, 697.2949, 719.1633, 719.3470, 744.8708, 762.2325, 821.4518,
826.3200, 828.6895, 838.2116, 843.1980, 845.4590, 872.3600, 877.5048, 904.1583, 947.9339,
949.3264, 958.7317, 961.8711, 994.6269, 1002.1395, 1007.8837, 1069.3593, 1072.5273, 1091.7434,
1131.2146), 1202.6169, 1234.6711, 1239.5193, 1263.6875, 1322.7393 ions(175.1089, 368.1143,
385.1513, 387.1205, 444.4148, 550.1381, 569.1934, 584.7269, 640.1301, 642.0799, 653.1617,
697.3513, 728.2109, 760.3057, 781.4513, 786.0754, 1027.6346, 1057.0200, 1090.4159, 1142.7140,
1221.3159, 1259.1854), 1329.7107, 1383.6838, 1427.7800, 1434.7583, 1460.7874, 1475.7435,
1479.7852, 1481.8054, 1517.7864, 1527.7798, 1529.8597, 1550.8364, 1553.6875, 1558.6898,
1567.7335, 1601.7891, 1613.7859, 1629.7604, 1634.8881, 1639.8933, 1650.8738, 1664.8079,
1682.9343, 1727.8689, 1729.8816, 1796.9919, 1821.8138, 1838.9014, 1861.9496 ions(175.0667,
385.0879, 402.1628, 426.0293, 558.2130, 583.1790, 600.1785, 606.1188, 713.3101, 717.1994,
725.9047, 741.1863, 743.1571, 760.0377, 810.2484, 914.4269, 915.2653, 977.3782, 1028.4706,
1029.4343, 1037.3579, 1127.5631, 1228.4041, 1357.4618, 1587.4743, 1728.6131), 1966.9359,
2001.0221, 2025.9475, 2086.9331, 2111.0349, 2187.0752, 2207.0361, 2262.1260, 2270.0913,
2285.1023, 2413.1931, 2426.1094, 2442.1521, 2529.1985, 2689.3655

Figura 72. Andlisis mediante espectrometria de masa de la proteina PE2 del
inmunoprecipitado con anticuerpo contra EQFABP1. En la parte superior de la figura se
muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un punto los
péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista de masas
de los péptidos obtenidas experimentalmente.

En la muestra PE3 se identifica por espectrometria de masa y de manera

estadisticamente significativa al factor de elongacion del caucho “rubber elongation
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factor protein” (REF) de Hevea brasiliensis (planta productora de caucho) (Figura 73)
de 14.7 kDa. Esta proteina pertenece a la familia de proteinas REF/SRPP pudiendo
ser parte de la maquinaria biosintética del caucho, jugando un rol en la elongacion del
caucho, ademas de causar reacciones alérgicas en humanos (Attanyaka y cols.,
1991).

Continuando con el estudio de las proteinas presentes en el inmunoprecipitado
con el anticuerpo contra rEgFABP1, en las muestras PE4 y PE5 no se pudo identificar
ninguna proteina de manera estadisticamente significativa utilizando tanto bases de
datos locales como publicas. Las sefales obtenidas de la muestra PE4 son de baja

intensidad, correspondiendo la mayoria de las sefales a queratina y tripsina.
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:
1045.5740, 1179.6002, 1265.7827

1267.7104 ions(175.1014, 243.0888, 288.1867, 338.1277, 360.2310, 374.0724, 395.2048, 401.2585,
424.9801, 453.3578, 457.2633, 484.3649, 497.2700, 529.3440, 558.2081, 607.3569, 623.3251,
627.2660, 633.2543, 660.1725, 665.2920, 670.3062, 754.4518, 755.2972, 794.4767, 821.4092,
851.3906, 980.4995, 1076.0995, 1077.8325, 1110.4834, 1114.6317, 1126.3870, 1128.5049)

1277.7063, 1300.5458, 1307.6807, 1365.6484, 1383.6902, 1475.7605, 1491.7350

1605.8651 ions(175.1049, 366.1632, 400.2556, 416.1423, 483.2255, 529.3054, 549.1831, 595.2584,
625.4317, 642.4127, 643.3052, 724.3541, 736.3863, 755.4390, 771.3707, 793.1833, 797.0754,
852.4136, 852.9172, 853.4280, 870.4503, 964.5262, 969.5549, 977.5962, 1077.6155, 1106.5605,
1121.5750, 1123.6150, 1132.3799, 1152.4049, 1206.5919, 1207.7732, 1236.4646, 1251.6929,
1264.5581, 1461.6808)

1621.8785 ions(175.1028, 455.1678, 458.2050, 471.1595, 502.2346, 550.2088, 595.3188, 601.2322,
611.2004, 617.1918, 632.2388, 645.3251, 726.3207, 754.3809, 792.3023, 798.5100, 805.4913,
822.5394, 847.4222, 857.4959, 948.4835, 948.7480, 950.2396, 951.3073, 991.6761, 1016.3239,
1046.6239, 1071.8149, 1072.6042, 1090.3973, 1116.1724, 1134.4658, 1236.4720, 1255.2267,
1260.7233, 1279.0706, 1317.7117, 1333.5767, 1345.5857, 1359.5316, 1362.6310, 1404.3612,
1436.9012, 1439.7050, 1451.0634, 1459.3818, 1459.7271, 1471.6908)

1649.8314, 1664.8011, 1699.8289, 1707.7767, 1708.7626, 1716.8495, 1794.8176, 1838.9312,
1891.9664, 1922.9255, 1940.9274, 1988.0278, 1993.9795, 2039.0138, 2083.0078

Figura 73. Andlisis mediante espectrometria de masa de la proteina PE3 del
inmunoprecipitado con anticuerpo contra rEgFABP1. En la parte superior de la figura
se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un punto
los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista de
masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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5.2.3.3. Identificacién de proteinas en el inmunoprecipitado con

anticuerpo contra rMvFABPa

A partir del inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPa se seleccionan
las bandas proteicas Tta1 de 15.5 kDa, Tta2 de 17.5 kDa, Tta3 de 33 kDa, Tta4 de 36
kDa, Tta5 de 100 kDa, Tta6 de 130 kDa y Tta7 de 41 kDa (carril 4 de la figura 69),
para ser sometidas al analisis mediante espectrometria de masa. La banda proteica
Tta1 es identificada de manera estadisticamente significativa como la proteina
MvFABPa de M. vogae de 14.8 kDa (Figura 74). La busqueda es realizada en la base
de datos local del servicio UByPA (Instituto Pasteur) donde se encuentra depositada
las secuencias de las cuatro FABPs en estudio. Previamente se habia identificado su

presencia en el inmunoprecipitado mediante Western Blot con el anticuerpo especifico.

A posteriori, Tta2 es identificada de manera estadisticamente significativa
mediante espectrometria MALDI-TOF/TOF como una proteina semejante a una
proteina de la capa germinativa de E. granulosus cuya masa molecular tedrica es de
20927 Da y su punto isoeléctrico 4.97 (CN653539 Eg_CWGRS_07F04_T7
Echinococcus granulosus germinative layer cDNA) (Figura 75). Luego de realizar una
busqueda mediante la herramienta Blast determinamos que dicha proteina es muy
similar a la cadena liviana reguladora de la miosina de invertebrados en general, y en
particular es mas similar a la de Taenia solium (EL746428 LV0308078 Taenia solium
UNAM-cd2) y Schistosoma japonicum (proteina SUICHGC06153, AAP06166.1).
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

835.4648 ions(175.1177, 177.1145, 184.0935, 201.1256, 229.1281, 249.1898, 256.0932, 257.1462, 274.1788,
278.1385, 286.1340, 288.1751, 338.1620, 340.1849, 370.2512, 385.2047, 386.2435, 387.2572, 449.1839,
455.3029, 481.1692, 485.2346, 511.2887, 534.2531, 539.2976, 542.2734, 544.2767, 627.3465, 656.3562,
661.3616, 677.3152, 744.3475), 862.5113, 870.5330, 1037.5287,

1066.5979 ions(175.1385, 202.1073, 212.1174, 223.1541, 2421777, 244.1857, 251.1469, 258.1377, 286.1952,
297.1851, 303.2712, 326.1460, 327.2649, 337.2147, 364.2663, 367.1516, 400.2485, 402.3125, 407.2776,
436.1527, 453.2554, 465.2483, 469.2670, 474.3311, 483.3024, 500.3516, 560.3357, 590.2427, 602.3264,
618.3320, 678.4843, 703.3988, 829.6099, 843.4800, 857.4147, 874.5567, 892.4349, 934.4476, 959.5234,
963.9034), 1088.5465, 1090.5430, 1107.5432, 1165.5847, 1179.5990, 1194.6077, 1202.6223, 1234.6744,
1263.6934, 1277.7081, 1285.7122 ions(175.0889, 186.0914, 201.0764, 271.1526, 288.1564, 310.0947, 315.0511,
317.1347, 354.0761, 355.1067, 361.0998, 372.0430, 372.1317, 401.0963, 422.1296, 440.1810, 442.1248,
457.1872, 458.9313, 467.1387, 471.2073, 475.0973, 484.2036, 485.1552, 514.1863, 526.0906, 554.2178,
573.0816, 580.1533, 598.2631, 601.2789, 605.1882, 627.2626, 637.2061, 640.2291, 667.3405, 685.2722,
748.3076, 798.2231, 829.3799, 851.8881, 887.4653, 912.2320, 914.4354, 972.4415, 998.3697, 1071.2682,
1094.4133, 1129.4993, 1156.5438, 1217.3768, 1227.5752, 1235.0422, 1242.5085, 1244.3213, 1245.8016),
1302.7095, 1307.6798, 1320.5839, 1324.7639, 1357.7183, 1365.6471, 1383.6880, 1426.7184 ions(175.1192,
212.7700, 236.8734, 244.0768, 245.0737, 246.1547, 256.0230, 265.2314, 289.1221, 342.2441, 355.0621,
355.2057, 361.2513, 362.1429, 365.3449, 366.1159, 370.1483, 382.3370, 421.0723, 439.1672, 446.1939,
467.2454, 468.1739, 469.2192, 481.2828, 489.2777, 527.3313, 536.2128, 549.1777, 553.1932, 554.5648,
558.1368, 592.4572, 597.3645, 602.2964, 602.4180, 628.2769, 660.7015, 662.4611, 665.4368, 695.3292,
707.5655, 731.3129, 731.7234, 736.4700, 764.4088, 772.3524, 780.3905, 782.2120, 806.3199, 810.2114,
825.3406, 859.4490, 859.5786, 902.4774, 924.3623, 939.3044, 960.7866, 971.3963, 976.4543, 1006.3574,
1071.5099, 1085.5406, 1198.5833, 1249.4523, 1264.4554, 1273.4636, 1278.5529, 1297.4805, 1304.4623,
1315.3829), 1434.7689, 1475.7605, 1491.7487, 1493.7347, 1506.7125 ions(174.3628, 175.1252, 177.1871,

363.2319,
464.3088,
1078.5271,
228.1426,
347.6061,
507.2299,
622.4086,
897.4782,

181.2958, 207.4639, 230.3242, 232.1465, 244.1004, 312.1672, 316.1788,
363.8972, 367.1981, 394.1451, 403.2693, 414.2692, 424.2380,
485.5203, 509.0609, 526.3197, 545.3588, 624.4927, 685.3983,
1207.7043, 1331.7770), 1523.7865, 1576.7767 ions(175.1361,
230.9333, 259.2370, 259.3858, 278.0623, 302.5322, 303.0466,
356.1556, 379.1689, 379.2812, 392.1720, 401.2086, 435.9107,
508.2478, 510.0121, 552.1864, 553.1733, 556.4492, 558.3008,
628.4085, 662.2425, 680.4010, 699.2625, 739.3674, 768.4268,
902.4562, 1123.6052, 1125.5453, 1237.5934, 1334.6511,

1351.6849),

322.1445,
427.1898,
834.4629,
177.1480,
321.2285,
440.5105,
559.4040,
768.6150,

322.9915,
429.2252,
934.4155,
185.8884,
326.1259,
454.1161,
617.3450,
836.6835,

1621.8168,

345.7556,
462.9882,
961.6179,
192.0066,
327.0763,
463.1763,
621.2951,
851.4213,

1634.9041,

1638.8594, 1650.8877, 1707.7734, 1716.8557, 1782.9080, 1783.8975, 1798.0065, 1800.9569, 1804.9579,
1833.9211, 1838.9320, 1851.9297, 1938.9849, 1993.9836, 2367.2751, 2383.9756, 2502.2773, 2510.1606,
2705.1965, 2872.4280, 2888.4324, 3048.5444, 3052.6611

Figura 74. Andlisis mediante espectrometria de masa de la proteina Ttal del
inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPa. En la parte superior de la figura
se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un punto
los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista de
masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

731.3061, 732.2558, 733.2622, 734.3062, 747.2420, 749.2529, 762.4060, 816.4143, 827.4213,
830.4135, 842.5038, 847.4235, 851.4260, 870.5174, 881.2609, 968.4909, 973.5139, 1037.5226,
1045.5612, 1066.5261, 1107.5419, 1109.5148, 1151.5565, 1165.5813, 1179.5962, 1193.6072,
1234.6696, 1263.6886, 1265.6592, 1267.6942, 1277.7036, 1300.5333, 1302.7050, 1307.6720,
1323.6558, 1329.6902, 1357.7075, 1365.6443, 1383.6791, 1414.7360, 1427.7731, 1434.7623,
1437.6903, 1460.7762, 1475.7487, 1491.7389, 1493.7294, 1505.7526, 1524.7749, 1600.8245
1605.7662 ions(175.0804, 258.0575, 259.0609, 286.0795, 322.1439, 354.0463, 355.0204, 357.0692,
359.1069, 372.0235, 397.1001, 399.0926, 400.1594, 415.1469, 416.1249, 421.1758, 459.1678,
484.1546, 512.0701, 519.1763, 527.1849, 529.1480, 533.1799, 550.0589, 550.2355, 586.1014,
625.1572, 642.1432, 644.1990, 658.1234, 699.2538, 755.2308, 771.3247, 786.3501, 787.2953,
792.3377, 797.3515, 814.2721, 815.9705, 845.1926, 871.3015, 890.3508, 907.3415, 927.4195,
947.3499, 964.3142, 1038.3536, 1056.4025, 1074.4149, 1077.1334, 1092.4250, 1123.5179,
1190.4373, 1207.4255, 1433.6893, 1490.6158, 1492.5132, 1543.3639, 1549.9150, 1587.8231,
1590.7081, 1591.9312),

1621.8076, 1707.7646, 1708.7460, 1716.8451, 1737.9211, 1790.8822,

1796.9896 ions(175.0890, 228.9859, 342.0921, 399.0363, 402.1385, 404.8875, 418.0365, 462.9578,
481.1605, 526.2346, 546.0925, 655.3729, 659.2211, 660.3267, 661.2088, 710.0975, 766.1390,
771.3985, 787.3618, 837.7965, 872.0925, 877.0452, 881.3414, 897.3103, 898.4770, 900.4320,
911.2889, 959.2573, 1011.3494, 1029.4828, 1068.5565, 1086.4452, 1138.4194, 1142.5427,
1226.5933, 1323.6084, 1338.5892, 1466.7091, 1467.5909, 1736.9347, 1755.7566),

1803.8983, 1837.9470, 1838.9198, 1851.9247, 1874.9374, 1890.9568, 1908.8257, 1940.9253,
1993.9686, 1996.9688, 1997.9679, 2000.0293, 2016.0273, 2025.9469, 2038.0007, 2088.9680,
2106.9856, 2134.9595, 2155.9917, 2171.0271, 2171.9985, 2186.1514, 2202.1436, 2211.0938,
2225.1089, 2231.1919, 2240.1240, 2284.1699, 2286.0291, 2298.1741, 2332.1213, 2367.2527,
2384.0212, 2399.0144, 2471.0662, 2508.1826, 2510.1387, 2636.2861, 2652.3704, 2653.3105,
2689.3567, 2697.3215, 2705.1704, 2749.2637, 2766.2854, 2782.2729, 2798.2793, 2872.3945,
2888.3909, 2902.4133, 3048.5054, 3052.5510, 3053.5840, 3264.5261

Figura 75. Andlisis mediante espectrometria de masa de la proteina Tta2 del
inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPa. En la parte superior de la figura
se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un punto
los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista de
masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.

En la muestra Tta3 se identifica de manera estadisticamente significativa a la

cadena A del fragmento Fc de la IgG de conejo a partir de la busqueda en la base de
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datos publica NCBInr (Figura 76). Con la busqueda realizada tanto en EST-
invertebrados como en la base de datos local no se identificé ninguna proteina de
manera estadisticamente significativa. Probablemente, la proteina identificada de
24708 Da se encuentre contaminando la banda proteica de tamafo superior
seleccionada para su analisis, ya que por su tamano formaria parte del fuerte
“manchoén” proteico de proteinas de 22 a 30 kDa donde posiblemente se encuentren

las cadenas livianas de las IgGs (carril 4 de Figura 69).

Las bandas proteicas Tta4 y Tta6 no pudieron ser identificadas de manera
estadisticamente significativa, en el primer caso se obtuvieron espectros de
fragmentacion de mala calidad. De todas formas, almacenamos los datos generados

para ser analizados cuando aumente la informacién de secuencias.

En la muestra Tta5 se identifica mediante espectrometria de masa y de forma
estadisticamente significativa a una proteina similar a la proteina paramiosina de E.
granulosus de masa molecular tedrica de 98682 Da y punto isoeléctrico de 5.21
(Figura 77).
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

810.4654, 831.4375, 851.4401, 870.5314, 881.2719, 920.4651, 971.3106, 1043.4716, 1077.1989, 1093.6317,
1179.6024,

1202.6177 ions(169.1281, 175.1103, 193.1106, 216.0351, 229.0779, 236.0917, 245.1460, 265.1445, 272.1268,
292.1176, 293.0982, 295.1736, 303.1729, 323.1382, 332.1838, 334.1838, 371.1562, 388.1866, 395.1102,
400.3061, 408.9177, 4151747, 416.1074, 444.0384, 489.2342, 505.5686, 510.1118, 548.2252, 549.2081,
558.1926, 565.1959, 566.2401, 577.1880, 597.2416, 600.1385, 616.1373, 618.3139, 627.2889, 653.3270,
671.2076, 678.2714, 688.4039, 713.3347, 719.3113, 777.3165, 827.4223, 886.5707, 900.7435, 901.3934,
903.4207, 927.4308, 928.3564, 929.5416, 1008.3220)

1218.6105, 1234.6409, 1250.6595, 1267.7003, 1277.7084, 1278.6903, 1302.7045, 1307.6753, 1309.6482,
1351.6653, 1365.6543, 1374.6409, 1383.6868, 1475.7552, 1491.7439, 1493.7362

1523.7811 ions(175.1170, 205.0789, 217.0092, 222.1315, 227.1249, 242.1920, 253.3472, 260.1679, 289.1626,
294.0764, 314.0849, 315.6049, 343.0681, 348.5441, 358.7077, 359.6105, 377.5541, 411.1821, 412.3586,
424.0619, 443.2574, 450.0782, 450.2362, 460.1888, 488.2596, 513.2977, 521.1229, 523.2514, 543.1175,
547.4952, 555.0208, 557.3596, 571.2288, 576.1516, 579.1766, 582.2432, 582.4324, 584.1550, 601.2973,
631.2844, 674.3506, 684.2863, 691.3868, 692.1003, 716.3032, 739.5072, 750.3815, 756.5355, 774.3363,
801.3421, 805.2845, 825.7213, 841.3772, 849.5864, 873.4863, 877.7023, 911.5719, 918.4910, 936.5102,
963.3471, 1319.7821, 1328.3956, 1371.6921, 1430.6757)

1535.8049, 1621.8009, 1632.8739

1634.8970 ions(158.4048, 171.0575, 175.1052, 177.4558, 199.1042, 215.1423, 228.1101, 237.1837, 265.1308,
308.2584, 314.1066, 324.1643, 340.1384, 344.0565, 344.3226, 348.1647, 372.0806, 381.1096, 397.1895,
409.1045, 419.2903, 431.1491, 433.1444, 436.2894, 464.2042, 474.1759, 474.2996, 482.2509, 484.3033,
501.3198, 504.1417, 532.2016, 568.1299, 587.2474, 592.2841, 602.2774, 614.2178, 645.3589, 647.3928,
650.2563, 663.2055, 666.3140, 678.2164, 715.2052, 715.3890, 717.3434, 718.2261, 726.8755, 797.5447,
819.3267, 829.2943, 837.5186, 837.7091, 844.2120, 847.4551, 906.6219, 914.2576, 919.4993, 1034.4462,
1135.6050, 1401.6432, 1459.7421, 1461.5912, 1465.6604, 1467.1345, 1467.8878)

1638.8544

1650.8907 ions(175.1358, 181.0838, 186.6904, 189.1836, 199.1273, 200.1931, 244.2132, 252.9576, 270.3961,
277.7973, 296.3077, 328.3226, 333.2376, 340.1667, 345.6342, 357.1080, 369.1995, 402.2455, 414.6045,
423.2425, 426.1792, 4351777, 460.6010, 463.8495, 474.2280, 474.3429, 484.2592, 490.2876, 491.1499,
527.3289, 541.2730, 547.1796, 573.9689, 574.2438, 580.7653, 602.2311, 616.0688, 644.9082, 651.6761,
662.3113, 687.8319, 692.4604, 707.2509, 711.0063, 718.4150, 723.4118, 730.7393, 733.0521, 787.4637,
825.3930, 876.5139, 887.4532, 914.5718, 1433.5629, 1481.4604, 1482.7251, 1625.4152)

1666.8849, 1672.8413, 1707.7820, 1708.7554, 1730.8016, 1747.8074, 1763.8030, 1767.8336, 1787.8785,
1798.8608, 1837.9452, 1851.9265, 1863.8938, 1891.9624, 1908.0096, 1926.9941, 1936.9486, 2025.9454,
2038.0073, 2060.0283, 2065.1086, 2083.9949, 2202.1504, 2317.0884, 2333.1274, 2341.1741, 2367.2253,
2390.1938, 2399.0879, 2406.2109, 2421.0496, 2506.1602, 2510.1563, 2522.1787, 2591.3442, 2603.2717,
2651.3125, 2663.3528, 2688.2676, 2705.1765, 2796.3000, 2812.2959

Figura 76. Anadlisis mediante espectrometria de masa de la proteina Tta3 del
inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPa. En la parte superior de la figura
se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un punto
los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista de
masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

801.4756, 844.4778, 845.4999, 856.4732, 861.4752, 870.5387, 881.2668, 889.5316, 930.5031, 1045.5648, 1077.1965, 1086.5906,
1136.5594, 1175.6417 ions(175.1237, 199.1210, 216.0194, 259.2964, 263.0487, 264.0670, 265.1115, 266.1108, 271.1293,
272.1900, 275.1633, 291.0995, 307.3640, 316.1483, 321.3019, 339.1440, 372.8411, 384.1772, 385.2305, 386.0867, 401.2874,
401.4528, 462.0972, 462.2512, 483.0708, 498.2472, 499.1873, 509.3897, 530.3351, 546.0615, 562.2624, 569.2720, 600.2172,
609.4467, 616.4129, 622.1664, 639.2494, 644.1596, 645.2478, 662.2253, 722.2255, 733.3992, 756.4339, 758.3672, 770.4034,
775.3884, 791.4260, 871.4243, 887.4839, 918.3720, 976.3281, 983.5744, 1027.0573, 1046.4032), 1179.6045, 1180.5944,
1229.6726 ions(253.2316, 257.0969, 274.1606, 312.0595, 361.1417, 383.2368, 385.1355, 403.1945, 431.1525, 467.0570,
516.3074, 560.2554, 562.1929, 566.2278, 568.1762, 645.3012, 666.1991, 688.6066, 699.3257, 742.0512, 745.8493, 762.1958,
764.3473, 769.4434, 793.1230, 813.3339, 832.3374, 839.3344, 853.2557, 853.8296, 865.3366, 876.4307, 890.4366, 1012.8184,
1020.5051, 1037.4060, 1047.3800, 1052.4503, 1057.9971, 1062.6008, 1065.1635, 1083.3480, 1102.3232, 1110.7103, 1130.2706,
1134.9937, 1157.2335, 1166.5621, 1183.6664, 1188.6129, 1204.6809, 1211.7944, 1213.2238, 1215.8658, 1217.1194),
1234.6271, 1244.6318, 1251.6454, 1273.6342, 1277.6979, 1308.6097 ions(175.1093, 271.1595, 375.2794, 400.1241, 416.1997,
417.2208, 422.1283, 452.2045, 494.1364, 512.1168, 519.1851, 551.1473, 558.3290, 588.1047, 594.1627, 601.1741, 666.3987,
686.6564, 703.3077, 727.1448, 733.0642, 751.1785, 758.1662, 758.3358, 887.3833, 890.1997, 910.2246, 936.3134, 1014.4571,
1017.4791, 1080.4462, 1120.3960, 1157.3839, 1269.9615, 1294.2581), 1316.7371, 1330.7241, 1338.6378, 1343.7009,
1365.6560, 1374.7155, 1383.6837, 1414.7134, 1429.7250, 1440.6943, 1443.6838, 1466.7296, 1475.7524, 1493.7388, 1499.8003,
1523.7755, 1528.7877, 1570.8085, 1635.8176, 1664.8114, 1671.8134, 1681.8176, 1684.8575, 1690.8116, 1707.8142, 1714.8058,
1735.8645, 1754.8751, 1764.8611 ions(11.4279, 17.1470, 24.6494, 26.7983, 29.2209, 35.4840, 43.8148, 46.2162, 116.2902,
129.1420, 158.0365, 167.1319, 175.0872, 183.5943, 184.1993, 191.1272, 215.1846, 226.1194, 228.0719, 242.2168, 252.0841,
274.0338, 274.1899, 286.0869, 324.0929, 342.1553, 359.9217, 360.1315, 361.2198, 363.4934, 386.1933, 401.0935, 435.0497,
460.1595, 461.2862, 473.1712, 477.3118, 487.1918, 489.1288, 507.1554, 534.3162, 540.2654, 551.2534, 562.7525, 581.2278,
587.2681, 600.3026, 600.5640, 615.2669, 630.3029, 656.3333, 663.2420, 670.1317, 674.1575, 690.4153, 696.2918, 710.4985,
738.4954, 746.2601, 750.2237, 783.3380, 800.1768, 801.5433, 803.3221, 822.3424, 826.6194, 834.4813, 856.5446, 861.2546,
863.3823, 864.1010, 879.4555, 968.5891, 999.3895), 1780.8583, 1791.8837, 1800.9998, 1805.8604, 1821.8519 ions(175.0975,
177.7148, 197.1478, 213.0679, 228.1452, 244.9914, 255.9240, 256.8314, 276.2233, 289.1516, 293.6640, 305.4984, 336.2003,
354.9705, 358.1167, 369.1008, 381.2049, 383.4492, 411.3503, 425.2445, 454.0355, 460.1753, 460.2974, 465.0955, 476.7229,
508.3244, 508.5007, 511.0498, 511.9179, 525.3122, 540.1170, 568.0830, 573.9601, 589.3613, 620.5291, 629.5431, 636.9680,
638.3144, 647.9766, 652.2719, 671.3031, 711.1537, 730.1736, 732.3227, 738.3320, 747.3703, 753.3294, 759.3655, 782.3784,
785.5231, 786.8891, 825.3959, 831.3818, 842.8570, 858.6358, 867.3066, 875.2336, 906.4144, 908.8779, 925.0893, 927.5793,
943.5001, 945.2343, 958.4998, 973.5688, 1009.7828, 1043.5352, 1048.4840, 1050.6167, 1052.2980, 1053.5114, 1059.0029,
1087.4816, 1134.3922, 1165.5321, 1168.5804, 1173.5463, 1272.2053, 1274.6453, 1314.4200, 1347.7499, 1350.6891, 1399.6595,
1447.6659, 1465.5928, 1631.6791, 1635.5763, 1650.5132, 1657.5680, 1691.6415), 1835.9404, 1837.9376, 1838.9244,
1940.9219, 1987.0547, 1993.9663, 2015.9609, 2074.0701, 2082.9983, 2093.0623, 2109.9692 ions(175.1025, 179.2067, 183.0704,
201.0123, 218.1119, 230.2696, 242.9889, 252.9395, 277.0041, 285.0521, 290.0356, 301.4367, 312.1477, 322.2056, 346.6427,
357.3690, 369.2472, 391.7362, 392.1501, 409.1929, 417.0406, 426.1008, 426.2131, 464.9020, 490.6073, 514.1874, 522.1899,
534.6476, 539.1915, 539.3591, 540.2465, 555.0975, 588.1584, 602.2324, 602.3289, 621.3903, 654.3401, 658.1162, 659.2173,
660.7884, 688.3242, 698.8408, 699.4290, 709.4409, 725.0317, 725.4604, 744.5030, 748.2931, 772.2928, 785.1821, 801.4370,
822.1585, 822.3643, 839.3675, 840.2188, 853.7673, 885.3531, 933.4177, 935.3055, 941.1054, 946.5994, 947.3539, 952.2395,
954.6356, 980.2412, 998.1884, 1004.4619, 1023.8526, 1030.7201, 1042.1385, 1046.7504, 1053.5284, 1072.7363, 1081.1221,
1093.5271, 1110.3861, 1134.6044, 1145.8309, 1154.7603, 1211.2241, 1214.6805, 1230.5558, 1326.9435, 1334.4989, 1553.6025,
1554.3890, 1882.9680), 2172.0588, 2333.1360, 2351.1526 ions(175.0809, 360.1401, 382.0166, 394.1586, 487.2507, 552.1599,
601.0849, 601.2612, 602.2985, 603.9151, 626.6956, 649.3434, 711.3777, 845.0770, 862.3550, 879.3333, 898.1052, 932.7554,
971.3796, 974.1279, 977.3550, 986.2588, 1005.9870, 1008.2568, 1114.3694, 1236.3900, 1253.4779, 1342.4341, 1366.4471,
1453.5905, 1646.6760, 1781.7324, 2170.9302, 2289.7417, 2294.9480, 2314.5881, 2329.7141, 2334.5935), 2364.1536, 2367.1663

Figura 77. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina Tta5 del
inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPa. En la parte superior de la figura
se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un punto
los péptidos elegidos para fragmentaciéon. En la parte inferior se presenta la lista de
masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Por ultimo, en la muestra Tta7 se identifica de manera estadisticamente
significativa a la region constante de la cadena pesada de la inmunoglobulina gama de
conejo de 20563 Da de masa molecular tedrica (Figura 78). Probablemente, dicha
proteina perteneciente al fuerte “manchon” de cadenas livianas de 1gGs, se encuentre
contaminando la banda seleccionada de tamarfio superior, que lamentablemente no

pudo ser identificada.
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

973.5468, 993.5105, 995.5235, 1033.5358, 1037.5426, 1045.5780, 1060.5782, 1066.5232, 1090.5543, 1107.5674,
1109.5165, 1126.5420, 1140.5981, 1141.5660, 1158.6038, 1165.6060, 1179.6194, 1193.6353, 1194.6261,
1202.6381 ions(175.1384, 215.1355, 282.1601, 286.1547, 303.1673, 345.2207, 397.2198, 415.1709, 423.2372,
432.2812, 442.2784, 448.6464, 456.2862, 472.1740, 473.2222, 489.2863, 523.1905, 531.2761, 535.3217,
572.3431, 573.3332, 586.0334, 589.3635, 595.3498, 619.3174, 626.3765, 636.3275, 673.0863, 687.4556,
696.3951, 705.3151, 729.3845, 735.1322, 758.4337, 763.4551, 771.3765, 798.4048, 803.3758, 813.4637,
819.0684, 827.4540, 855.3702, 860.3856, 869.4938, 871.3521, 886.4257, 900.4164, 903.4200, 904.5263,
912.4880, 953.5150, 1027.4139, 1037.5183, 1045.4922, 1047.3820, 1057.5605, 1071.6373, 1083.6118),
1234.6837, 1235.6599, 1260.7090, 1263.6821, 1265.6580, 1277.7284, 1300.5566, 1302.6500, 1307.6984,
1329.6816, 1365.6696, 1373.6898, 1383.6975, 1390.7233, 1399.7029, 1412.6396, 1427.8090, 1434.7810,
1458.7587, 1460.8077, 1474.7581, 1475.7777, 1487.7716, 1491.7657, 1493.7561, 1523.8057, 1563.7903,
1605.7825, 1612.8583, 1614.8767, 1622.8456, 1634.9250 ions(175.0926, 199.1322, 288.1775, 323.2087,
369.1952, 472.2699, 474.2813, 500.3687, 501.2877, 509.6502, 510.2627, 547.2402, 572.2794, 575.3129,
589.3378, 591.2558, 614.4101, 637.2405, 662.3517, 670.5066, 675.3172, 717.3347, 771.3091, 787.7526,
837.4030, 843.5392, 854.4266, 906.3820, 925.4908, 951.5670, 957.7146, 963.4298, 1046.6161, 1047.7408,
1052.7711, 1064.4985, 1102.7382, 1117.6659, 1118.6483, 1119.6172, 1135.6055, 1161.7083, 1167.4855,
1190.5259, 1196.5122, 1236.6755, 1248.6685, 1280.7612, 1331.7942, 1332.7744, 1346.7106, 1348.7438,
1349.7921, 1378.6846, 1435.0562, 1436.7263, 1460.7854, 1478.6958, 1481.5603, 1482.7653, 1519.6014),
1638.9086, 1650.8944, 1666.8966, 1681.8673, 1699.8605, 1707.8033, 1708.7896, 1713.8276, 1716.8756,
1722.8755, 1763.8428, 1794.8522, 1797.0010, 1837.9843, 1838.9492, 1846.9712, 1851.9608, 1856.9836,
1863.9081, 1873.9871, 1891.0029, 1908.8484, 1924.0729, 1929.9427, 1940.9427, 1988.0500, 1994.0013,
2011.9904, 2021.0260, 2025.9653, 2038.0286, 2042.0288, 2043.0061, 2054.1218, 2058.0156, 2083.0232,
2086.0327, 2096.0554, 2171.0510, 2210.1558, 2262.1838, 2313.2209, 2367.2927, 2374.2395, 2384.0486,
2399.0596, 2403.2002, 2424.2739, 2425.3066, 2426.3003, 2500.2822, 2502.3079, 2508.2124, 2510.1592,
2516.2688, 2663.3955, 2680.3562, 2688.3096, 2689.3948, 2696.3323, 2705.2380, 2714.3474, 2722.34006,
2764.3994, 2767.4312, 2768.4385, 2797.3601, 2808.3804, 2811.3843, 2826.3394, 2842.3333, 2855.4817,
2872.4314, 2879.4287, 2886.4688, 2888.4314, 2892.3982, 2902.4414, 2914.4487, 2972.4656, 3007.4319,
3030.5720, 3041.4351, 3046.4702, 3048.5398, 3052.6023, 3053.6584, 3064.5459, 3066.5764, 3076.5986,
3077.6152, 3082.6316, 3094.5974, 3095.6338, 3102.4690, 3168.7156, 3173.6147, 3247.6580, 3264.5696,
3312.3784, 3324.8147, 3338.7886, 3341.7908, 3346.7256, 3347.7317, 3352.6909

Figura 78. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina Tta7 del
inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPa. En la parte superior de la figura
se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un punto
los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista de
masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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5.2.3.4. Identificacion de proteinas en el inmunoprecipitado con

anticuerpo contra rMvFABPb

En este caso se seleccionan para el analisis mediante espectrometria de masa
MALDI-TOF/TOF, a las bandas proteicas Ttb1 de 15.5 kDa, Ttb2 de 18 kDa, Ttb4 de
36 kDa y Ttb6 de 130 kDa del carril 5 de la figura 69, correspondientes a proteinas
presentes en el inmunoprecipitado de proteinas de tetratiridios cuando utilizamos el

anticuerpo contra rMvFABPD.

En las muestras Ttb1 y Ttb6 no se pudo identificar ninguna proteina de manera
estadisticamente significativa, ni en bases de datos publicas, ni locales. Igualmente,
reservamos los datos generados en espera de una futura ampliacion de la informacion

de secuencias de este organismo.

La banda proteica Ttb2 se identifica, de manera estadisticamente significativa
y utilizando la base de datos EST de invertebrados, como una proteina similar a una
proteina de la capa germinativa de Echinococcus multilocularis (EM_EST:BU493308;
BU493308 Em_CW_04F12_T7 Echinococcus multilocularis germinative layer) de
21432 Da de masa molecular tedrica y 5.21 de punto isoeléctrico (Figura 79). El ADNc
respectivo presenta alta similitud con el ADNc EL746428 LV0308078 de Taenia solium
que es semejante a la cadena liviana reguladora de la miosina de invertebrados. La
proteina identificada coincide con la proteina Tta2 identificada previamente en el

inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPa.
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

973.5372, 1045.5862, 1066.5175, 1107.5685, 1109.5210, 1126.5394, 1141.5728, 1165.6001, 1179.6201,
1193.6310, 1234.6864, 1251.7242, 1252.6906, 1263.6980, 1265.6583, 1267.7233 ions(175.1155, 193.0699,
242.1348, 243.1204, 249.1450, 258.0896, 271.1802, 277.1649, 288.2099, 334.1813, 338.1968, 353.1463,
361.2576, 371.1873, 384.2669, 401.2995, 406.1843, 431.1937, 447.2660, 463.2069, 467.2514, 469.2498,
472.1758, 484.2776, 494.2972, 497.2408, 512.2745, 512.3682, 529.3398, 576.3328, 582.3137, 591.2489,
591.4065, 610.3270, 641.4127, 658.3726, 659.3119, 668.3164, 676.3074, 690.4825, 704.3545, 739.3769,
754.4305, 756.3129, 756.4573, 771.4785, 805.4673, 806.3365, 817.5255, 850.4207, 851.4127, 852.5173,
867.4161, 875.3748, 934.5637, 936.5456, 953.4943, 962.5029, 974.4988, 976.5370, 980.5287, 988.4854,
991.5381, 1104.6364, 1113.4441, 1114.4695, 1170.3237), 1277.7281, 1300.5662, 1307.6984, 1357.7324,
1365.6694, 1367.6907, 1379.7310, 1383.7844, 1384.7592 ions(169.1361, 175.1154, 227.1637, 258.0943,
267.1421, 288.1884, 292.1116, 295.1704, 326.1107, 354.1960, 371.2402, 390.2141, 411.2288, 421.1897,
428.2591, 446.2513, 450.2372, 454.2713, 465.2403, 471.2574, 522.2982, 524.2957, 529.3450, 541.3032,
557.2726, 562.3152, 570.3143, 595.2844, 609.3130, 619.3665, 624.3491, 641.3864, 647.3421, 658.3609,
676.3940, 680.3706, 704.3808, 705.3853, 709.3878, 717.3767, 720.4540, 737.4681, 775.3718, 789.3712,
823.4957, 827.4332, 843.4518, 845.4450, 855.4164, 862.4695, 866.5240, 920.4944, 935.4934, 938.4851,
955.4790, 956.5180, 963.4898, 974.4905, 983.5169, 991.5422, 995.4491, 1009.5162, 1013.5581, 1034.5665,
1051.6055, 1069.5386, 1090.5751, 1104.6294, 1122.5706, 1124.5426, 1131.5718, 1140.4956, 1157.6191,
1181.5923, 1183.5555, 1184.5077, 1218.5167, 1223.6823, 1227.6162, 1237.5804), 1427.7994, 1434.7761,
1460.7860, 1475.7716, 1524.7915, 1605.7871 ions(175.1313, 246.1709, 258.1816, 259.1039, 272.1806,
286.1371, 305.1660, 322.1947, 343.2497, 386.1851, 399.2317, 403.2154, 404.1456, 415.1805, 416.1978,
421.2838, 454.2728, 503.2783, 514.3190, 529.2542, 531.3522, 550.3300, 582.2968, 595.2106, 599.3654,
607.3445, 614.3381, 642.3923, 643.3414, 679.3828, 681.3268, 699.3899, 736.3877, 755.4629, 757.4935,
765.3934, 792.4736, 814.4051, 870.5893, 873.4088, 890.5398, 891.4407, 907.5032, 927.3911, 964.5693,
1049.5804, 1074.5577, 1092.5876, 1095.4836, 1123.6747, 1167.6018, 1207.6074, 1320.6655, 1445.7443,
1490.6169), 1622.8451, 1658.8207, 1693.9331, 1699.8452, 1707.7943, 1716.8667, 1759.9554, 1796.9948,
1818.9594, 1838.9336, 1873.9781, 1890.9827, 1908.8346, 1940.9331, 1959.0217, 1988.0271, 1993.9872,
2042.9950, 2107.0037, 2139.8975, 2156.0232, 2172.0251, 2186.1787, 2202.1565, 2211.1003, 2225.1194,
2269.9075, 2284.1663, 2298.1897, 2306.1631, 2313.2322, 2316.1599, 2332.1301, 2367.2654, 2399.0366,
2426.2739, 2511.1406, 2619.2827, 2680.3042, 2689.3970, 2705.2136, 2708.3259, 2722.3071, 2766.3064,
2807.3425, 2872.3928, 2888.3774, 2902.4026, 3039.4343, 3048.4873, 3052.5054, 3078.5413, 3265.5227,
3346.6765, 3348.6675, 3795.8171, 3809.8311

Figura 79. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina Ttb2 del
inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPb. En la parte superior de la figura
se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un punto
los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista de
masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.
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Por ultimo, en la muestra Ttb4 se identifica, de manera estadisticamente
significativa y utilizando la base de datos publica NCBInr, a la regién constante de la
cadena pesada de IgG de conejo cuyo peso molecular teérico es 20563 Da (Figura
80). Es posible que el fragmento identificado, de menor masa molecular que la banda
Ttb4, se encuentre contaminando la proteina seleccionada de 36 kDa, y que en la

muestra en estudio no se haya podido identificar otra proteina de manera significativa.
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Lista de masas MS (m/z) y MS/MS (m/z) obtenidas experimentalmente:

1045.5652, 1179.6010, 1202.6201 ions(175.1167, 216.1485, 282.1768, 286.1498, 300.2120, 303.1463, 391.0424,
397.1860, 415.1918, 455.2089, 467.3035, 472.2143, 489.2648, 521.2523, 565.2189, 573.2616, 601.2739,
618.2992, 620.2566, 681.3096, 688.2934, 696.3300, 715.3008, 728.2007, 729.2945, 745.2925, 788.4421,
817.5151, 869.2766, 886.3801, 888.4948, 903.4017, 986.3506, 992.6401, 1004.4943, 1023.3352, 1028.5208,
1043.6345, 1064.4845, 1101.3519), 1218.6079, 1226.7029, 1234.6193, 1267.6926, 1277.7058, 1300.5615,
1307.6620, 1365.6470, 1383.6838, 1409.6650, 1475.7594, 1523.7795 ions(175.1054, 255.0604, 272.1261,
370.1834, 435.1731, 487.2456, 573.9878, 582.2628, 658.2569, 675.1108, 675.3894, 679.3726, 681.2889,
697.2802, 714.2051, 733.2861, 749.2985, 812.3271, 817.4874, 928.5030, 936.3588, 943.5051, 1037.4602,
1249.5463), 1524.7853, 1621.8218, 1634.9016 ions(175.1131, 282.1525, 288.1438, 369.2030, 387.1609,
391.2142, 401.1705, 419.2465, 457.1766, 474.2581, 483.1515, 500.2594, 547.1893, 548.3422, 563.2457,
565.3246, 567.2232, 572.2487, 589.2360, 645.3223, 662.3248, 664.2434, 717.3963, 760.4462, 807.4455,
814.8508, 837.3070, 854.2986, 854.5046, 869.4805, 890.5927, 908.3954, 918.4731, 925.4556, 961.5523,
1046.5021, 1117.6149, 1118.5378, 1135.5627, 1161.5886, 1163.3463, 1164.5533, 1191.8605, 1248.5229,
1268.6034, 1332.7034, 1347.6235, 1349.6489, 1351.7668, 1359.2626, 1429.5306, 1437.7791, 1444.6094,
1460.7148, 1478.7257, 1481.4913, 1481.9323), 1650.8783, 1664.8452, 1665.8379, 1666.8741, 1675.8866,
1676.8976, 1699.8390, 1707.8052, 1708.7679, 1714.8282, 1716.8483, 1794.8182, 1796.8538, 1838.9183,
1863.8940, 1907.0088, 1911.9292, 1922.9325, 1929.9325, 1940.9235, 1965.0038, 1988.0413, 1993.9786,
2011.9611, 2038.0024, 2041.9923, 2042.9932, 2060.0154, 2082.9946, 2194.1394, 2317.1606, 2318.1653,
2341.1909, 2367.2544, 2425.2690, 2441.2625, 2510.1567, 2682.3601, 2689.2876, 2705.1802, 2873.4089,
2903.3970, 3079.5994, 3095.6113, 3265.5322

Figura 80. Analisis mediante espectrometria de masa de la proteina Ttb4 del
inmunoprecipitado con anticuerpo contra rMvFABPb. En la parte superior de la figura
se muestra el espectro de masas obtenido por MALDI-TOF. Se marca con un punto
los péptidos elegidos para fragmentacion. En la parte inferior se presenta la lista de
masas de los péptidos obtenidas experimentalmente.

A modo de resumen de los resultados obtenidos a partir de los experimentos

de inmunoprecipitacion, se presenta la siguiente tabla:
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Banda seleccionada Proteina identificada

PE1 No identificada

PE2 Cadena beta del fibrinbgeno de conejo (56 kDa)

PE3 Similar a factor de elongacion del caucho de H. brasiliensis
(14.7 kDa)

PE4 No identificada

PE5 No identificada

Tta1 MvFABPa (14.8 kDa)

Tta2 Similar a la cadena liviana reguladora de la miosina de

invertebrados (20.9 kDa)

Tta3 Cadena A del fragmento Fc de IgG de conejo (24.7 kDa)

Ttad No identificada

Ttab Similar a la paramiosina de E. granulosus (98.7 kDa)

Ttab No identificada

Tta7 Region constante de la cadena pesada de IgG de conejo
(20.6 kDa)

Ttb1 No identificada

Tth2 Similar a la cadena liviana reguladora de la miosina de

invertebrados (20.9 kDa)

Ttb4 Region constante de la cadena pesada de IgG de conejo
(20.6 kDa)
Tth6 No identificada

Como se observa en la tabla, varias proteinas no pudieron ser identificadas mediante
la metodologia utilizada pero los datos generados son almacenados hasta disponer de
mayor informacién de secuencias, como se explica anteriormente. Asimismo, se
identifican bandas correspondientes a regiones de IgGs de conejo, utilizadas para
inmunoprecipitar, y varias proteinas con alta similitud con proteinas de organismos

filogenéticamente cercanos a los estudiados.
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6. DISCUSION

Si bien han transcurrido varias décadas desde el descubrimiento de las primeras
FABPs y existe una vasta bibliografia sobre ellas, la comunidad cientifica ain no ha
podido descifrar completamente el rol especifico que cumplen las distintas FABPs.
Estas proteinas adquieren particular relevancia en los cestodos ya que son esenciales
para su supervivencia en tanto no sintetizan de novo sus propios AG. Este trabajo se
centré en la busqueda de elementos que contribuyan a determinar las funciones de las
FABPs de E. granulosus y M. vogae. En este sentido comenzamos explorando sus

destinos subcelulares.

Iniciamos nuestra investigacion analizando la localizaciéon subcelular de las
FABPs de E. granulosus y de M. vogae, utilizando estrategias complementarias. De
esta manera encontramos tres isoformas de EgFABP1 en la fraccion citosdlica,
nuclear, mitocondrial y microsomal de protoescéleces, de distinto punto isoeléctrico y
masa molecular similar. Sugerimos que aquellas que presentan un pl de 8 y 6.5
posiblemente porten alguna modificacion postraduccional, siendo ademas minoritarias
con respecto a la isoforma de pl 7.7. Las modificaciones postraduccionales son
modificaciones quimicas que juegan un rol clave en la biologia molecular mediante la
regulacién de la actividad, localizacion e interaccion con otras moléculas celulares
tales como proteinas, acidos nucleicos, lipidos y cofactores. Los analisis realizados no

nos pueden asegurar el tipo de modificacion que estas isoformas poseen.

Pocas modificaciones postraduccionales han sido descritas en las FABPs. Se
ha reportado la fosforilacion de la H-FABP de rata en la Tyr 19 en respuesta a la
estimulacién por insulina. Esta forma fosforilada constituye una fraccion menor (menos
del 0.2%) comparada con la gran cantidad de H-FABP presente en el miocito cardiaco
(Nielsen et Spener, 1993). En este caso, la isoforma mayoritaria de la H-FABP (sin
modificar) presenta un pl alrededor de 6.0 mientras que la minoritaria es de 4.8
aproximadamente. Esta diferencia de pl es de igual magnitud a la detectada entre las
isoformas de EgFABP1 de pl 6.5 y 7.7, sugiriéndonos que esta proteina de punto
isoeléctrico menor y masa molecular apenas mayor, podria poseer una fosforilacion.
Ademas, de la misma manera que en el caso mencionado, la proteina de pl 6.5
también presenta una concentracion mucho menor que la de pl 7.7. Asimismo, cabe
mencionar que la fosforilacién es la modificacién postraduccional mas frecuente. Esta
modificacion no es pronosticada por el programa bioinformatico utilizado, pero no nos

sorprende que el péptido fosforilado no se detecte por espectrometria de masa, ya que
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la metodologia usada presenta limitaciones para la identificacion de modificaciones
postraduccionales. En particular, las fosforilaciones y algunas glicosilaciones son
labiles y es dificil mantener la modificacion durante la preparacion de la muestra.
Ademas, si la separacion es inefectiva, los péptidos o proteinas no modificados
pueden enmascarar las formas modificadas durante el analisis de MS. La modificacion
de un péptido dado puede reducir su eficiencia de ionizacion comprometiendo asi el
espectro de masas. Existen varias metodologias alternativas para analizar las
modificaciones postraduccionales, las mismas requieren métodos de MS altamente

sensibles y/o estrategias de enriquecimiento de modificaciones (Farley et Link, 2009).

Asimismo, un mecanismo similar al que acontece con la H-FABP podria ocurrir
en los cestodos, ya que el receptor de insulina ha sido aislado en E. multilocularis y en
M. vogae (Konrad et al., 2003; Canclini et Esteves, 2009). Resultados de nuestro
grupo de investigacién han demostrado que la insulina humana afecta la biologia de
los tetratiridios modificando los niveles de glucosa libre, la sobrevida, la reproduccion
asexual y el estado de fosforilacion de las tirosinas (Canclini et Esteves, 2009).
Recientemente, Hemer y colaboradores demostraron que la insulina humana estimula
la formacion de las larvas de E. multilocularis a partir de células madre y promueve el
crecimiento asexual de las mismas. Reportan que la insulina produce un aumento de
la captura de glucosa y estimula la fosforilacibn de componentes de la via de
sefalizaciéon de la insulina, y ademas caracterizan un segundo miembro de la familia
de receptores de insulina (Hemer et al., 2014). También se ha reportado que luego
que la A-FABP de adipocito se une a acidos grasos (AG) sufre un cambio
conformacional donde la Tyr 19 se vuelve accesible para la fosforilacion por el receptor
tirosin quinasa de insulina (Hresko et al., 1990). A pesar que EgFABP1 no tiene una
Tyr 19, presenta una Thr 29 que podria ser blanco de fosforilacion para la proteina
quinasa C, ya que esta localizada en un motivo consenso de fosforilacion y esta
expuesta al solvente (Paulino et al., 1998). Ademas, este aminoacido esta localizado

en el dominio helical al igual que la Tyr 19 de la A-FABP.

En la literatura se encuentran FABPs con otras modificaciones. Ha sido
reportada la acilacién por acidos grasos en la L-FABP (Dempsey et al., 1981), la
carbonilacion de la A-FABP y la L-FABP (Grimsrud et al., 2007; Smathers et al., 2012)
y la nitracién de la A-FABP (Koeck et al., 2009). Asimismo, se ha considerado la
posibilidad de la desaminacion de la Asn98 generando un Asp en la H-FABP de
bovino. Ambas isoformas se encontraron en el citosol (pl 5.1 y 4.9), mientras que en

mitocondrias sélo se encuentra la isoforma modificada de menor pl (Unterberg et al.,
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1990). Ninguna de estas modificaciones seria aplicable para la isoforma de pl 8, ya

que las mismas no cambian o disminuyen el punto isoeléctrico.

Por otro lado, en la isoforma de pl 8, el aumento en el pl podria deberse a la
modificacion postraduccional metilacion de Lys, ya que la trimetil-Lys tiene carga
positiva y es muy frecuente en algunas proteinas como las histonas (Walsh, 2006). El
programa FindMod utilizado pronostica, para esta isoforma, posibles trimetilaciones de
Lys en los péptidos '"MEAFLGTWK® , "“MEKSEGFDK"® y
®EVASLITVENGVMKHEQDDK®. Ademas, también es posible que algunos pétidos
sufran amidacion, que consiste en la pérdida de la mayor parte del aminoacido

carboxilo terminal, quedando en el extremo sélo el grupo amino (Walsh, 2006).

No podemos descartar la existencia de alguna FABP modificada
postraduccionalmente en tetratiridios, ya que en algunos geles bidimensionales se
observa que una tercer proteina es reconocida por el anticuerpo. Esta proteina no fue

analizada mediante MS.

Los resultados obtenidos en esta instancia abren un nuevo e interesante tema
de investigacion referido a la determinacion de las posibles modificaciones
postraduccionales que podrian portar las FABPs y las implicancias que podrian tener

en la biologia de E. granulosus.

Nos llama la atencibn que a pesar de someter al analisis mediante
espectrometria de masa a una gran cantidad de proteinas de masa molecular similar a
la de las FABPs, tanto de la fraccion citosélica como nuclear, EQFABP2 no pudo ser
identificada. Ademas, el anticuerpo utilizado, que reconoce tanto a EgFABP1 como
EgFABP2, no reconoce ninguna proteina diferente a EgFABP1 en las fracciones
analizadas. Estos hechos nos sugieren una expresién baja o nula de la proteina
EgFABP2 en el estadio de protoescéleces, de manera tal que seria imposible
detectarla utilizando esta metodologia. Cabe mencionar que el ARNm de EgFABP2 si
se ha encontrado, ya que fue clonada a partir de RT-PCR, utilizando ARN de
protoescoéleces (Esteves et al., 2003a; Alvite, 2006). Sin embargo, puede estar
ocurriendo algun mecanismo de regulacion postranscripcional que impida la sintesis
de la proteina correspondiente, como por ejemplo la regulacién por microARNs. Este
tipo de regulacién ha sido encontrado recientemente en E. granulosus (Cucher et al.,

2011). Asimismo, Mei y colaboradores sugieren una fuerte regulacion de la traduccion
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de la As-p18, FABP del nematodo Ascaris suum, ya que el ARNm se encuentra
presente en estadios donde la proteina no es detectable (Mei et al., 1997).

La proteina EQFABP2 podria buscarse mediante una estrategia que requiere de una
gran cantidad de material parasitario. La misma consiste en realizar una purificacion
parcial de FABPs mediante cromatografia de exclusidon molecular a partir del extracto
proteico del citosol, y someter este material, enriquecido en proteinas de tamaro
similar a las FABPs, a electroforesis bidimensional-Western Blot-identificacion
mediante MS, como se realizd previamente. Se eligiria la fraccién citosdlica ya que en
comparacion con el resto de las fracciones obtenidas, es la fraccion con mayor
cantidad de proteinas totales y presenta una mayor proporcién de FABPs respecto a
las proteinas totales. Ademas, nos intriga el hecho de que la proteina EgFABP2
recombinante sufra problemas de solubilidad y una vez purificada mantenga su

inestabilidad precipitandose rapidamente.

A partir del analisis de las fracciones subcelulares de M. vogae determinamos
que tanto MvFABPa como MvFABPb se localizan en la fraccién citosélica de las
células de tetratiridios. Ademas, dichas proteinas son muy abundantes en relacion a
las proteinas totales, siendo MvFABPb mas abundante que MvFABPa en esta
fraccion. Asimismo, tanto MvFABPa como MvFABPb estan presentes en la fraccion

nuclear, mitocondrial y microsomal.

Era esperable la localizacion de las FABPs en estudio en el citosol. Sin
embargo, nos intriga la deteccién de las tres isoformas de EgFABP1 y de las dos
MvFABPs en la mayoria de los compartimentos analizados, ya que no se esperaba
que colocalizaran en los mismos compartimentos. Descartamos una contaminacién de
las fracciones subcelulares, no solo porque verificamos el enriquecimiento de las
mismas, sino también porque en el caso de M. vogae este resultado es confirmado por
otra metodologia. De todas formas, vale la pena realizar un fraccionamiento subcelular
mas fino a nivel mitocondrial como el ejecutado por Boérchers y colaboradores en
donde aplicando ultracentrifugaciones en gradientes de sacarosa diferenciales
separan membrana externa, interna y matriz mitocondrial (Bérchers et cols., 1989).
Ademas, seria interesante determinar la presencia de EgQFABP1 fosforilada mediante

Western Blot utilizando anticuerpos contra-fosfotirosina.

La otra estrategia utilizada para determinar la localizacién subcelular consistié
en estudios de inmunolocalizacion usando marcadores subcelulares a través de

microscopia confocal. Los experimentos de inmunolocalizacién en tetratiridios detectan
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tanto a MvFABPa como a MvFABPb en citosol, nucleos y mitocondrias, verificando asi
los resultados obtenidos mediante el analisis de las fracciones subcelulares
respectivas. Seria muy informativo llevar a cabo inmunomicroscopias electrénicas de
transmision utilizando los anticuerpos que reconocen especificamente a MvFABPa y a
MvFABPD.

En este trabajo se demuestra por primera vez, la capacidad de las larvas de M.
vogae de captar AG del medio. Nuestros resultados sefialan que los AG capturados
por los tetratiridios colocalizan con las MvFABPs, distribuyéndose de manera
homogénea en el citosol. Es interesante el hallazgo de MvFABPb colocalizando con el
BODIPY FL en gotas lipidicas, sugiriéndonos una posible funcién en el
almacenamiento de AG. A pesar de no encontrar a MvFABPa en estas estructuras, no
podemos descartar esta posibilidad. Seria necesario confirmar la identidad de estas
estructuras con tinciones especificas, asi como hacer un analisis mas exhaustivo de
distintas regiones de la larva buscando la presencia de MvFABPa en gotas lipidicas.
Furlong y colaboradores demostraron, hace varios afios, que analogos de fosfolipidos
y AG fluorescentes se incorporan en cercarias y schistosomulas de Schistosoma
mansoni (platelminto parasito, trematodo) y que éstos analogos de AG pueden ser
metabolizados en lipidos neutros y fosfolipidos. Ademas, los AG fluorescentes se
encuentran distribuidos difusamente y también en gotas lipidicas dispersas a lo largo
de ambas formas (Furlong et al., 1995). En 1997, Brouwers y colaboradores también
demuestran que los AG son capturados por las larvas de S. mansoni y son
rapidamente incorporados preferentemente en fosfolipidos. Los AG sobrantes son
empleados para la sintesis de TAG (Brouwers et al., 1997). Este grupo propone que la
sintesis de TAG impide una concentracién intracelular alta de AG libres. Ademas, una
vez que los AG acilados se incorporan en TAG, estan sujetos a deacilaciéon o

reacilacion, posibilitando asi su transferencia a otra clase de lipidos.

Los cestodos no poseen sistema digestivo, pero el tegumento esta recubierto
de pequenas microvellosidades denominadas microtricas, las cuales tienen funciones
mecanica, absortiva, quimiorreceptora y tactil. Las microtricas son mas cortas y finas
en la region apical que en la regién caudal, las primeras miden alrededor de 3 ym
mientras que las segundas pueden llegar a medir hasta 6 ym de largo (Hess, 1980).
Microtricas similares se observan en los protoescoleces (Antoniou et Tselentis, 1993),
detectandose diferencias en el tamafio entre la regidén apical y caudal de la misma
indole. Ademas, el tegumento de la regién apical es mas fino y el citoplasma

superficial que recubre las ventosas solamente tiene de 0.6 a 0.8 ym de espesor
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(Hess, 1980). Detectamos en los tetratiridios analizados que las MvFABPs y el
analogo de acido graso son mas abundantes a nivel del tequmento y del parénquima
de la regién apical. EI mayor numero de microtricas cortas y finas junto con un
tegumento de menor espesor y un citoplasma superficial fino, facilitaria la entrada de
anticuerpos, acidos grasos y marcadores subcelulares en general, en la regién apical.
A nivel apical también se encuentran los canales excretores por los cuales podrian

ingresar moléculas del medio al parasito.

Los platelmintos parasitos captan precursores lipidicos (AG, glicerol, colina,
fosfocolina, etanolamina, fosfoetanolamina, inositol y fosfoinositol) para la sintesis de
AG de cadena larga, fosfolipidos, TAG y esteroles (Young et Podesta, 1982, Meyer et
al., 1966; Jacobsen et Fairbairn, 1967). Estos organismos necesitan de estos lipidos
para realizar la biosintesis y renovacion de membranas debido al continuo crecimiento
y reproduccién asexual (Alvite et Esteves, 2011). En particular, Hess en los 80’
observé que los tetratiridios de M. vogae crecen continuamente, aun cuando no se
estan dividiendo. Estos organismos tienen un crecimiento longitudinal en la parte
posterior del cuerpo, dependiente del crecimiento del tegumento que ocurriria
mediante la invasion de células germinativas en el sincitio del tegumento. El
crecimiento continuo de los tetratiridios junto con el proceso de multiplicacion
requieren de una alta tasa de sintesis de lipidos y proteinas (Hess, 1980).
Recientemente, se ha demostrado en Echinococcus multilocularis la presencia de
lipidos en células germinativas, del tegumento y de almacenamiento de glucégeno y
lipidos, en éstas ultimas los lipidos marcados se encuentran mayoritariamente

formando gotas lipidicas (Koziol et al., 2014).

A partir de la colocalizacion de MvFABPa y MvFABPb con el BOPIPY FL-C4s no
podemos afirmar que las MvFABPs unen este ligando in vivo. Sin embargo, apoyamos
fuertemente esta hipotesis ya que previamente integrantes de nuestro grupo han
demostrado mediante estudios de unién in vitro, donde se monitorea el aumento de
fluorescencia al agregar cantidades crecientes de ligando a una cantidad fija de
proteina, que tanto la MvFABPa como la MvFABPb recombinantes unen este analogo
de AG (Tesina de grado de Cecilia Silvarrey, articulo en preparacioén). Para poder
aseverar la unién in vivo seria necesario llevar a cabo ensayos que involucren el
cultivo de las larvas con el acido graso fluorescente, tal como se desarrollé para las
microscopias, con la posterior preparacion de extractos proteicos para ser sometidos a

electroforesis bidimensionales en condiciones nativas. A partir de estos geles 2D se
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podria visualizar el acido graso fluorescente mediante un equipo de captacion de
imagenes fluorescentes (G-Box), realizando en paralelo Western Blots con los
anticuerpos especificos. Si la sefial de la proteina coincide con la del acido graso no
existira duda que ocurre la unién in vivo. Un estudio similar al propuesto puede
llevarse a cabo utilizando un AG marcado con C', el mismo se detecta por
autoradiografia. Otra alternativa podria ser aplicar estudios de FRET por microscopia
(Transferencia de Energia de Resonancia de Forster) que permiten visualizar la
transferencia de energia entre el donante y el aceptor si los mismos se encuentran
entre 1-10 nm de distancia. En este caso la transferencia ocurriria entre el ligando y la
FABP, cuyo anticuerpo especifico tiene que ser reconocido por un anticuerpo marcado
con un fluoréforo acorde al sistema. Cabe mencionar que este método determina que
dos moléculas se encuentren a una determinada distancia entre si, o que no

necesariamente implica que exista unién, pero la misma es muy probable.

En los ultimos afos, se ha debatido intensamente si los acidos grasos son
ingresados activamente a las células o si hay una difusion pasiva (Hamilton et al.,
2002; Koonen et al., 2005). Recientemente se llega al consenso, postulando que en
vertebrados los acidos grasos ingresan a la célula por la accion facilitadora de
proteinas (Chabowski et al., 2007). EI mecanismo exacto por el cual se realiza el
ingreso aun se desconoce, pero si se han identificado proteinas de membrana que
estan vinculadas al mismo (Bonen et al., 2007). Estas proteinas serian la FABPpm de
43kDa, (Stremmel et al., 1985; Schwieterman, et al., 1988); la CD36 (FAT/CD36) una
proteina fuertemente glicosilada de 88 kDa (Kobylka y Carraway, 1972; Abumrad et
al., 1993) y proteinas de la familia de las FATPs (63-70 kDa) (Schaffer y Lodish, 1994;
Gimeno et al., 2003; Hirsch et al., 2007). La descarga de los acidos grasos desde la
cara interna de la membrana celular hacia el citosol, seria facilitada por las FABPs o la
ACBP (proteina de unién de acil-CoA) (Schaffer y Lodish, 1994; Doege y Stahl, 2006).
Hay evidencias que indican que la proteina FAT/CD36 contactaria con las FABPs

citosdlicas (Spitsberg et al., 1995).

Nosotros demostramos que el analogo de acido graso es incorporado por los
tetratiridios y colocaliza con las MvFABPs. Nuestro grupo postula que tanto las HLBPs
como las FABPs estan involucradas en el secuestro y transporte de lipidos (Alvite et
Esteves, 2012). Miembros de la familia de proteinas de HLBP han sido identificados en
Echinococcus granulosus (EgAgB) (Oriol et al., 1971), Taenia solium (TsHLBPs) (Sako
et al., 2000; Lee et al., 2007; Kim et al., 2011), Taenia crassiceps (Tc-HLBP) (Zarlenga
et al.,, 1994), Moniezia expansa (MeHLBP) (Jansen et Barrett, 1995; Barrett et al.,
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1997) y en Himenolepys diminuta (H-HLBP) (Saghir et al., 2000; Saghir et al., 2001).
La larva metacestode de T. solium expresa un complejo proteico hetero-oligomérico de
150 kDa, nombrado TsM, en la membrana sincitial. EI mismo se acumula en el fluido
del quiste, es secretado en los tejidos del hospedero y esta involucrado en la captura
de lipidos del hospedero (Lee et al., 2007). En E. granulosus el antigeno B (EgAgB)
fue inicialmente identificado en el liquido hidatico (Oriol et al., 1971). El mismo es
altamente inmunogénico y es el componente mayoritario del liquido hidatico
correspondiendo al 90% de los antigenos purificados. Obal y colaboradores analizaron
la composicién lipidica de EgAgB aislados de quistes bovino y humano, identificando
lipidos de varias clases, siendo los ftriglicéridos, una variedad de fosfolipidos, y el
colesterol los mas abundantes (Obal et al., 2012). EI EgAgB adoptaria una estructura
polimérica similar a las lipoproteinas plasmaticas animales. De esta manera, las
HLBPs se acumularian en el liquido del quiste y se secretarian en los tejidos del
hospedero para participar en la captura de un amplio rango de ligandos hidrofébicos
(Obal et al., 2012). En cambio, como se menciona previamente, las FABPs son
principalmente proteinas intracelulares que preferentemente unen &cidos grasos
(Alvite et al., 2001; Storch et Thumser, 2010). En base a lo expuesto, se propone que
las HLBPs transportan los AG libres, fosfolipidos, triglicéridos y colesterol desde el
hospedero hacia el parasito, y las FABPs remueven los AG de la superficie interna de
la membrana celular transportandolos hacia compartimentos celulares. De esta forma,
estos dos tipos de proteinas tendrian funciones biolégicas distintivas y

complementarias (Alvite et Esteves, 2012).

Al encontrar a MvFABPa y MvFABPb colocalizando con el analogo de acido
graso a nivel nuclear, podemos sugerir que dichas proteinas podrian ser en parte
responsables del transporte de los AG hacia y desde el nucleo. Una funcion similar
podria tener EQFABP1 ya que se encuentra presente en la fraccion nuclear. Luego de
buscar en EQFABP1, MvFABPa y MvFABPD, la presencia de la sefial de localizacion
nuclear (NLS) descrita en la A-FABP (Lys21-Arg30-Lys31) (Ayers et al., 2007, Gillian
et al., 2007), hemos encontrado dicha sefial tridimensional en MvFABPb y EgFABP1
(Esteves et Paulino, 2013). No descartamos que exista en MvFABPa una sefal
tridimensional de localizacién nuclear diferente a la ya reportada. Mediante modelado
molecular identificamos tres residuos (Lys22-Arg30-Lys34) en MvFABPa, cuyos
grupos R se encuentran en la misma region de la proteina y a distancias similares a
las presentadas entre los grupos R de los residuos de la NLS mencionada

previamente. Asimismo, analizamos si la sefial de exportacion nuclear (NES) descrita
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en la A-FABP (Leu66-Leu86-Leu91) (Ayers et al., 2007, Gillian et al., 2007) esta
presente en las FABPs en estudio. Es asi que encontramos esta senal tridimensional
unicamente en MvFABPa (Leu67-Leu87-Leu92). Si bien tanto MvFABPb como

EgFABP1 poseen la Leu 67, ambas carecen de las otras dos leucinas.

A través de los poros nucleares de la membrana nuclear podrian ingresar al
nucleo complejos FABP-AG (Huang et al.,, 2004). Existen fuertes evidencias que
postulan a las FABPs como candidatos para llevar adelante dicha funcién (Isseman et
al., 1992; Schroeder et al., 2008; Hostetler et al., 2009). Una vez en el nucleo podrian
interactuar con factores de transcripcion, tales como los PPARSs, para transferirles sus
ligandos y asi participar de los procesos de regulacion de la expresion de genes
involucrados en el metabolismo lipidico, desde genes codificantes para
transportadores de lipidos hasta los que codifican para moléculas que intervienen en la
sintesis o degradacion de lipidos. La presencia de miembros de las FABPs de
vertebrados en el nucleo y su interaccion con los PPARs han sido demostradas
(Isseman et al., 1992; Schroeder et al., 2008; Hostetler et al., 2009). En los
invertebrados se han identificado miembros de esta familia de receptores (Thornton,
2003), compartiendo todos ellos la region de unidon al ADN. Cabe mencionar el
hallazgo de receptores nucleares tipo PPAR, en Schistosoma mansoni, platelminto
parasito de la clase Trematoda (de Mendonga et al., 2000). También es factible que
las FABPs sean las responsables del transporte de AG excedentes del nucleo hacia el
citosol. De esta forma comienzan a descifrarse las etapas e identificarse las moléculas
que intervienen en el proceso de senalizacidon que conecta, a través de los AG, el
medio extracelular con el nucleo. En base a la presencia de las FABPs en estudio y
del analogo de acido graso en el nucleo, y a las sefiales NLS y NES de estas
proteinas, sugerimos que EgFABP1 y MvFABPb podrian llevar AG al nucleo, mientras
que MvFABPa podria exportar del nucleo los AG excedentes impidiendo asi su accion
deletérea. Asimismo, cabe pensar en la existencia de receptores nucleares tipo PPAR

en E. granulosus y M. vogae y en la probable interaccion con EQFABP1 y MvFABPD.

Por otro lado, nuestros resultados nos permiten relacionar a MvFABPa con
otros procesos ya que, a diferencia de MvFABPb, esta proteina colocaliza con el
aparato de Golgi. Este organelo se encarga de modificar proteinas y lipidos que han
sido sintetizados previamente tanto en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) como
en el liso (REL) y etiquetarlos para enviarlos a donde corresponda, fuera o dentro de la
célula. Ademas, el aparato de Golgi es responsable de los procesos de secrecion

celular mediante exocitosis, interviniendo en el proceso de produccion de membrana
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plasmatica ya que los granulos de secrecidon cuando se unen a la membrana pasan a
formar parte de ésta, aumentando el volumen y la superficie de la célula. De la regién
del trans-Golgi también emergen vesiculas lisosomales que transportan proteinas

destinadas a los lisosomas (Alberts et al., 2008).

MvFABPa podria transportar sus ligandos hacia el aparato de Golgi, ayudando
asi a cubrir los requerimientos celulares de lipidos modificados, o podria sufrir ciertas
modificaciones post-traduccionales, o secretarse al medio mediante exocitosis
eliminando AG al medio. De verificarse alguna de estas funciones hipotéticas, seria
especifica de MvFABPa ya que MvFABPb no pudo ser encontrada en este organelo
en el estadio larvario estudiado. Si existiera una fraccion de MvFABPa modificada,
esta seria pequena ya que los Western Blots de las fracciones subcelulares no indican

claramente la presencia de una tercera spot.

Recientemente se han identificado FABPs de cestodos como productos de excrecion-
secrecion. EgFABP1 fue encontrada en el liquido hidatico in vivo y en productos de
excrecion/secrecion de protoescoleces (Aziz et al., 2011; Virginio et al., 2012).
Asimismo, Kim y colaboradores encontraron que las FABPs de Taenia solium
presentan un comportamiento diferencial, TSMFABP1 se secreta en el liquido hidatico
mientras que TsMFABP2 esta confinada al interior celular (Kim et cols., 2012). El
mecanismo por el cual se secretan estas FABPs de cestodos es desconocido,
pudiendo darse a través de vesiculas de secrecion provenientes del aparato de Golgi o
a través de un mecanismo independiente de péptido. No hemos podido detectar la
presencia de secuencias sefal clasicas de localizacion para reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi en las proteinas EgFABP1 y MvFABPa, aplicando los programas
bioinformaticos PSORT (http://psort.nibb.ac.jp) y SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP), al igual que ocurrié con TsMFABP1 (Kim et
cols., 2012). Ademas, analizamos a EgFABP1 y a MvFABPa con el programa
Secretome 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP) (Bendtsen et cols., 2004),
no siendo clasificadas como proteinas secretadas mediante un mecanismo no-clasico.
Cabe mencionar que esta ultima herramienta bioinformatica se desarrollé en base a
secuencias de proteinas de mamiferos que se secretan a través de una via no clasica,
son por ejemplo proteinas que carecen de péptido sefial N-terminal (Bendtsen et cols.,
2004). Todas las FABPs conocidas, con excepcion de las de nematodos (Mei et al.,
1997; Plenefisch et al., 2000), carecen de péptido lider de secrecion. Seria interesante
investigar la presencia de las MvFABPs en el producto de excrecion/secrecion de los

tetratiridios, asi como en los tejidos de ratones infectados. Si encontraramos
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unicamente a MvFABPa en el producto de excrecion/secrecion podriamos relacionar la
sefal de exportacion nuclear que posee con su presencia en el aparato de Golgi.
Podriamos pensar en una posible funcion especifica de MvFABPa, exportando los AG
excedentes del nucleo hacia el exterior celular, a través de vesiculas de secrecion
generadas en el Golgi. Se ha reportado que las proteinas del hospedero atraviesan las
capas del quiste hidatico (Aziz et al., 2011), por lo tanto es posible que, debido a esta
permeabilidad, EQFABP1 pudiera dejar el quiste. Esta hipotesis podria investigarse
buscando la presencia de esta proteina en las capas del quiste y en el suero de

pacientes infectados.

Tanto el metabolismo energético, como la presencia o0 ausencia de catabolismo
de AG en estos organismos, son temas controversiales. Otro hallazgo interesante de
este trabajo involucra la deteccion de EgFABP1, MvFABPa y MvFABPb en
mitocondrias. Los cestodos utilizan como fuente preferencial de energia la glucosa
almacenada en forma de glucdgeno. Los parasitos adultos de la familia Taeniidae
presentan un metabolismo anaerdbico estricto debido a la baja concentracion de
oxigeno en su habitat natural (intestino de los hospederos definitivos). Ademas de vivir
en ambientes con suministro de oxigeno limitado, estos organismos no presentan ni
sistema circulatorio ni pigmentos respiratorios (Smyth et McManus, 1989). Sin
embargo, los estadios larvarios presentan actividad aerdbica in vivo dependiente de la
presencia de oxigeno que difunde a través de los tejidos de los hospederos
intermediarios. De esta manera, el metabolismo energético de los cestodos varia de

acuerdo al suministro de oxigeno del habitat (Del Arenal et al., 2001).

Vinaud y colaboradores profundizaron el estudio del metabolismo energético en
el cestodo Taenia crassiceps (Vinaud et al., 2007; Vinaud et al., 2009). Este grupo
detectd la presencia de propionato y B-hidroxibutirato en las larvas de este organismo,
indicando la existencia de oxidacion de acidos grasos como fuente alternativa de
energia en circunstancias de escasez de fuentes energéticas del hospedero. La accion
del propionato seria similar a la que lleva a cabo en el metabolismo de vertebrados,
siendo un producto del catabolismo de acidos grasos y actuando como una sustancia
energética al ser convertido en succinato para ser utilizado en la cadena respiratoria
(complejo de la fase IlI) para producir ATP, bajo condiciones de anaerobiosis
(Lehninger, 1993). La produccién de B-hidroxibutirato (cuerpo cetonico) podria indicar
una mayor oxidacion de AG, lo cual produciria una mayor cantidad de acetil-CoA que
es indicativo del uso de una fuente de energia alternativa en el caso de escasez de

glucdgeno o glucosa.
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Asimismo, la produccion de acetato (precursor del B-hidroxibutirato) ha sido
descrita en los estadios larvario y adulto de Fasciola hepatica en condiciones
anaerdbicas (Tielens et al., 1987). Ademas, la presencia de acidos organicos del ciclo
de Krebs como oxalacetato, citrato, piruvato, succinato y fumarato (Zenka et Prokopic,
1987; Corbin et al, 1998, Vinaud et al 2007), muestran que en el estadio larvario de
este platelminto el metabolismo energético es aerobico a pesar de la baja tension de
oxigeno de su habitat. McManus y Smyth también detectaron altas concentraciones de
oxalacetato en E. granulosus, demostrando asi la produccion citosélica de este acido
cuando existe escasez de sustancias de almacenamiento energético (McManus et
Smyth, 1982). No encontramos una explicacion a la presencia de FABPs en
mitocondrias distinta a la oxidacion de AG. Considerando los antecedentes
mencionados, asi como nuestros resultados seria importante profundizar en el estudio
de la oxidacion de AG en mitocondrias en E. granulosus y M. vogae. Una
aproximacion viable seria la busqueda de la actividad de las enzimas que participan en
la oxidacion de AG y la deteccién de sus productos metabdlicos. Ademas, seria
interesante determinar, mediante inmunomicroscopias electronicas de transmisién o
fraccionamientos subcelulares mas finos, en qué regiones mitocondriales (matriz,

membrana interna y externa) se localizan las FABPs.

En una segunda instancia nos centramos en el estudio de las interacciones que
podrian llevar a cabo las proteinas de union de acidos grasos de los cestodos en
estudio con membranas artificiales y con proteinas de los parasitos. Las FABPs
podrian participar no solo en la entrada y salida de AG a través de la membrana
celular, sino también en el transporte hacia y desde los compartimentos intracelulares.
En este recorrido, ademas de interaccionar con diversas membranas, podrian

interactuar con proteinas participando de alguna via metabdlica o regulatoria.

Previamente se ha demostrado la capacidad de unir acidos grasos de
rEgFABP1 (Alvite et al., 2001), de rMvFABPa y de rMvFABPb (Tesina de grado de
Cecilia Silvarrey). En esta instancia nos centramos en el mecanismo de transferencia
de ligandos desde estas tres FABPs hacia membranas artificiales mediante ensayos
de FRET. Es asi que hemos determinado que el mecanismo de transferencia de
ligandos que utilizan estas tres proteinas es colisional, al igual que una FABP de S.
Jjaponicum y varias FABPs de mamiferos (Storch et Coérsico, 2008; Hsu et Storch,
1996; McDermott et al., 2002). Este mecanismo implica un contacto directo entre la

proteina y la membrana que facilita la transferencia del ligando. rEgFABP1 y
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rMvFABPa presentan un comportamiento similar. Los resultados indican que la
interaccion de rEgFABP1 y rMvFABPa con las SUVs es mediada por factores idnicos e
hidrofdbicos, y es probable que las interacciones iniciales entre la proteina y los
grupos cargados de los fosfolipidos sean idnicas seguidas de interacciones

hidrofobicas directas y transitorias con la membrana.

Por otro lado, rMvFABPb posee un comportamiento dual dependiente del tipo
de membrana fosfolipidica con que se encuentre, de forma tal que presenta un
mecanismo de transferencia del tipo colisional fuerte al transferir el ligando a las
membranas negativas mientras que adopta un mecanismo del tipo colisional débil para
entregar el ligando a las membranas neutras. Nuestros resultados sugieren que la alta
densidad de carga positiva en la region helical de MvFABPD seria la responsable de la
fuerte interaccion electroestatica que se establece con las membranas negativas o con
proteinas de membrana que exponen residuos negativos. No encontramos una
significacion biologica clara para este comportamiento dual. Debido a la presencia de
MvFABPb en gotas lipidicas seria interesante estudiar la posibilidad de que esta
proteina interactiue con alguna proteina de este compartimento que exhiba residuos

con carga negativa.

Varias experiencias establecen la importancia de los residuos basicos del
dominio a-helicoidal, en particular las lisinas, para el establecimiento de contactos
entre la FABP y las membranas (Herr et al., 1995, Herr et al.1996; Cistola et al., 1996;
Corsico et al., 1998; Liou et al., 2001; Wu et al., 2001; Corsico et al., 2004; Coérsico et
al., 2005; Franchini et al., 2008). Se ha identificado a la Lys22 de la hélice a-I de la H-
FABP como uno de los residuos responsables de la interaccion (Herr et al., 1996).
EgFABP1, MvFABPa y MvFABPDb presentan en la posicion 22 Arg, Lys e His,
respectivamente, que podrian establecer interacciones electroestaticas con los
fosfolipidos de membrana. MvFABPb tiene ademas una Arg21. Asimismo, EgFABP1 y
MvFABPb poseen una Lys31 y MvFABPa una Arg30, localizados en la hélice a-ll.
Estos residuos basicos también podrian estar involucrados en el establecimiento de
interacciones electroestaticas. Los modelos de las proteinas MvFABPa y MvFABPb
indican una diferencia en la densidad de carga presente en la region helical.

Al igual que otras FABP colisionales, rEgFABP1, rMvFABPa y rMvFABPb presentan
un par de aminoacidos con cadenas laterales hidrofébicas y voluminosas expuestas al
solvente, Phe 27 y Val 28, Phe 27 y Leu 28, y Phe 27 e lle 28, respectivamente. Las
cadenas laterales de estos aminoacidos ubicados en la hélice a-ll adyacente al portal

podrian atraer y orientar al ligando en su ingreso a la proteina, o estar involucradas en
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las interacciones de la proteina con membranas u otras proteinas (Kennedy et
Beauchamp, 2000).

Vale la pena aplicar metodologias complementarias que puedan confirmar y
aportar mas informacién a la forma de interaccion FABP-membrana. Entre ellas se
encuentra el método de Disrupcion de vesiculas; método sensible que puede ser
usado directamente para monitorear las interacciones proteina-membrana. Se
monitorea la disminucion de la fluorescencia debida a la disrupcién de un complejo
fluorescente (terbio-acido dipicolinico) que ha sido atrapado dentro de una vesicula,
luego que una proteina se une a la membrana. Este método ha sido empleado para
analizar las interacciones que llevan a cabo la I-FABP y la L-FABP con membranas
(Falomir-Lockhart et al., 2011). El estudio de este tipo de interacciones también podria
ser abordado mediante experimentos de mutagénesis dirigidas y ensayos de FRET,
cambiando o deletando regiones o aminoacidos que se sospechan serian claves para
la interacion. Por otro lado, el uso de modelos y dinamicas moleculares también han
sido muy utiles para estudiar este tipo de relaciones (Villarreal et al., 2008; Falomir-
Lockhart et al., 2011).

La interaccion de las FABPs con otras proteinas puede ayudar a comprender
sus funciones especificas. Tanto los factores de transcripcion, como las enzimas que
participan en el metabolismo de lipidos y las proteinas de membrana serian los
principales candidatos para coordinar sus funciones con las de las FABPs. En este
trabajo decidimos identificar las proteinas que interaccionan con las FABPs de los
cestodos de interés. Como una primera aproximacion aplicamos los métodos de

captura de ligandos e inmunoprecipitacién con anticuerpos especificos.

De esta manera identificamos tres proteinas relevantes: una proteina similar al
factor de elongacioén de la planta del caucho (REF), precipitando con EgFABP1 (PE3);
una proteina similar a una cadena liviana de la miosina (CLRM) de invertebrados,
precipitando con MvFABPa y MvFABPb (Tta2 y Ttb2); y una proteina similar a la
paramiosina de E. granulosus, precipitando con MvFABPa (Tta5). Nos resulta
sumamente interesante que la mayoria de los candidatos a interactuar con estas
FABPs sean proteinas musculares, a pesar que no encontramos la significancia
bioldgica de este hallazgo. Es indudable que cualquier proteina identificada a partir de
la metodologia utilizada tiene que ser validada mediante otra técnica, para poder

asegurar su interaccion con las proteinas en estudio.
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La proteina REF es altamente hidrofébica e interacciona con monocapas
lipidicas a nivel experimental (Berthelot y cols., 2012). PE3 podria ser una proteina de
E. granulosus de unién a lipidos de membranas que de alguna manera podria
interaccionar con la FABP. Por otro lado, resulta llamativo que la proteina identificada
en tetratiridios, similar a la CLRM de invertebrados, sea un candidato a interactuar con
las dos MvFABPs. La miosina es una proteina muy conservada y ubicua, localizada en
todas las células eucaridticas, es reponsable de la funcién motora generadora de
diversos movimientos tales como citoquinesis, fagocitosis, y contraccion muscular. Se
han descrito siete clases de miosinas en base a las propiedades de los dominios
“‘cabeza”. La miosina de clase Il forma filamentos y estd compuesta de dos
subunidades de cadena pesada y cuatro subunidades de cadena liviana, dos
esenciales y dos reguladoras (Trybus, 1994). Las cadenas reguladoras (CRLM) juegan
un rol importante en la regulacion de la contraccion en el musculo liso y en las células
no musculares, en donde la CLRM sufre fosforilaciones y desfosforilaciones. Cuando
la CLRM se encuentra desfosforilada, la miosina Il es inactivada. El musculo liso se
contrae cuando la CLRM es fosforilada por una quinasa dependiente de calcio (Lodish
et al., 2005). La proteina CRLM de Schistosoma mansoni podria estar vinculada con el
efecto de la droga antiparasitaria Praziquantel, razén por la cual resulta interesante el
estudio de una posible interaccién FABP-CMRL. El Praziquantel se une directamente a
la CLRM disparando su fosforilacién (Gnanasekar et al., 2009). Hasta el momento no

se ha reportado la existencia de este tipo de interaccion en ningun organismo.

La proteina Tta5 similar a la paramiosina es otro candidato a interaccionar con
MvFABPa. La paramiosina es el principal componente de los filamentos gruesos en
varios invertebrados (Levin et al., 1976) e interacciona directamente con la cadena
pesada de miosina (Mackenzie et Epstein, 1980). En esta instancia tampoco se
encuentran reportes en la bibliografia de la interaccion entre FABP y paramiosina.
Podriamos verificar si es posible esta interaccién mediante Resonancia Plasmédnica
de Superficie utilizando la paramiosina recombinante de E. granulosus (disponible en

nuestro laboratorio).

Para verificar si los candidatos mencionados interactuan con las FABPs en
estudio podriamos utilizar una metodologia mas compleja, como podria ser el uso de
sistemas de doble hibrido de levaduras. También podriamos aplicar el método
recientemente utilizado en E. granulosus, que involucra el marcado de las proteinas
recombinantes con un agente entrecruzador como es Sulfo-SBED (Pierce) y su

posterior incubacién con el extracto proteico del parasito con luz UV, permitiendo asi la
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formacion de complejos con las proteinas interactuantes. Luego el complejo es clivado
y las proteinas de interés marcadas con biotina se recuperan por cromatografia de
afinidad para ser identificada por espectrometria de masa (Rodrigues et al., 2012).

Mediante esta estrategia podrian surgir nuevos candidatos de interaccion.

Cabe mencionar que la mayoria de las proteinas candidatas a interaccionar
con las FABPs en estudio, que surgen a partir de los ensayos de captura de ligandos e
inmunoprecipitacion, son sometidas a MS sin poder ser identificadas. En algunos
casos esto se debe a la mala calidad de los espectros producto de la baja
concentracién proteica y podria mejorarse utilizando extractos proteicos mas
concentrados. En otros casos, en especial para M. vogae, la incapacidad para la
identificacion se debe a la falta de secuencias disponibles. De todas formas, se
conservan los datos generados mediante espectrometria de masa para poder
identificar estas proteinas cuando se aumente la informacién de secuencias de este
organismo. Esperamos que esto ocurra a corto plazo ya que actualmente se esta
llevando a cabo el proyecto genoma de este organismo en el Instituto Sanger de

Inglaterra (www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/helminth_genome_initiative/).
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Este trabajo es un acercamiento a la dilucidacién de las funciones de las FABPs
de cestodos. Con este objetivo, abordamos dos aspectos esenciales que involucraron
estudios de localizacion subcelular y de interaccion (FABP-membrana y FABP-

proteinas).

A partir de nuestros resultados concluimos que tres isoformas de EQFABP1 estan
presentes en la fraccion citosélica, nuclear, mitocondrial y microsomal de células de
protoescéleces de E. granulosus. Sugerimos que la proteina mas abundante y con
punto isoeléctrico igual al tedrico es EQFABP1 sin modificaciones post-traduccionales,
mientras que aquellas con pl menor y mayor, y menor concentracion, posiblemente
porten alguna modificacion. Existen antecedentes que apoyan la hipétesis que postula
que la fosforilacién de un residuo de treonina en la region helical seria la modificacion
que porta la isoforma de pl menor. Por otro lado, la isoforma de pl mayor podria
poseer trimetilaciones de lisinas. Nos planteamos como perspectiva el analisis de las
modificaciones de estas isoformas mediante metodologias de MS mas sensibles y

estrategias de enriquecimiento de modificaciones.

A pesar de los esfuerzos realizados, EQFABP2 no pudo ser identificada en las
fracciones analizadas, sugiriéndonos una expresién baja o nula en el estadio de
protoescdéleces. Nos planteamos en un futuro, repetir la metodologia utilizada pero
realizando una purificacién parcial de FABPs previa, para asi generar un extracto
proteico enriquecido en estas proteinas. Asimismo, no descartamos que exista un
mecanismo de regulacién postranscripcional que impida la sintesis de la proteina

correspondiente.

Por otro lado, tanto MvFABPa como MvFABPb se localizan en la fraccidn
citosolica, nuclear, mitocondrial y microsomal, de las células de tetratiridios de M.
vogae. La presencia de MvFABPa y MvFABPb en citosol, nucleo y mitocondrias fue

verificada a través de inmunolocalizaciones.
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Destacamos que este trabajo muestra, por primera vez, que los tetratiridios son
capaces de capturar acidos grasos del medio, y proporciona evidencias que indican
que MvFABPa y MvFABPb podrian ser las responsables de distribuirlo en el citosol.
Ademas, sugerimos la participacion de MvFABPb en el almacenamiento de AG en
gotas lipidicas en el citosol. Para investigar si las FABPs unen in vivo AG planeamos
someter extractos proteicos de larvas cultivadas con el AG fluorescente, a
electroforesis bidimensionales en condiciones nativas, con la posterior visualizacion de
proteinas mediante Western Blot y del AG mediante un equipo de captacion de
fluorescencia en geles. Debido a que los cestodos son incapaces de la sintesis de
novo de AG, proponemos que las formas larvarias de estos organismos capturan AG
del medio para realizar la biosintesis y renovacion de membranas debido al continuo

crecimiento y reproduccion asexual.

En base a la localizacién nuclear de EgFABP1, MvFABPa y MvFABPbD, asi
como del &cido graso fluorescente, y a la presencia de la sefial de localizacién nuclear
en dichas proteinas y de la sefal de exportacion nuclear exclusivamente en MvFABPa,
sugerimos que EgFABP1 y MvFABPb podrian llevar AG al ndcleo, mientras que
MvFABPa podria exportar AG excedentes hacia el citosol. Asimismo, planteamos la
posibilidad de que EgFABP1 y MvFABPb interactien con factores de transcripcion,
transfiriéndoles sus ligandos y participando asi de la regulacién de la expresién génica.
Actualmente, nuestro grupo de investigacién se esta centrando en esta problematica a

través de la busqueda de receptores nucleares tipo PPAR en E. granulosus.

A partir de la localizaciéon de MvFABPa en el aparato de Golgi proponemos dos
hipdtesis que restan ser investigadas. Sugerimos que esta proteina podria dirigirse al
Golgi para ser modificada, o para ser secretada al medio llevando, posiblemente, AG
hacia el exterior y asi evitar su accién deletérea. Esta ultima hipdtesis podria
verificarse investigando la presencia de MvFABPa en el producto de

excrecion/secrecion de los tetratiridios, asi como en los tejidos de ratones infectados.

Asimismo, este trabajo demuestra la presencia de EgFABP1, MvFABPa vy
MvFABPb en mitocondrias. Es posible que estas proteinas transporten los AG hacia
las mitocondrias para ser utilizados como via alternativa de energia. Como perspectiva
planteamos profundizar el estudio de la oxidacién de AG en las larvas de E.

granulosus y M. vogae, caracterizando a los productos metabdlicos generados y a las
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enzimas involucradas, asi como determinar las regiones mitocondriales donde se

localizan las FABPs.

A partir de los resultados generados en este trabajo, asi como de los
antecedentes en el tema, proponemos un modelo de transporte lipidico para cestodos
en donde las HLBPs capturan los AG del hospedero incorporandolos al parasito y las
FABPs remueven los AG de la superficie interna de la membrana celular y los
transportan hacia compartimentos subcelulares. De esta forma, estas dos familias de
proteinas de unidon a lipidos tendrian funciones biolégicas distintivas y

complementarias.

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que las FABPs de los platelmintos
parasitos llevarian a cabo la mayoria de las funciones que actualmente cumplen los
diversos tipos de FABPs de vertebrados, tal como se ha sugerido para la FABP
ancestral (Esteves et Ehrlich, 2006).

Debido a la presencia de las tres isoformas de EgFABP1 y de las dos
MvFABPs en todos los compartimentos analizados, nos planteamos en un futuro llevar
a cabo fraccionamientos subcelulares mas finos, asi como inmunomicroscopias
electrénicas de transmisidén con anticuerpos especificos. Buscamos asi, abordar el
estudio de la localizacién subcelular de estas proteinas con mayor profundidad y
presicion, intentando encontrar localizaciones diferenciales atribuibles a funciones

especificas.

En este trabajo, también determinamos que el mecanismo de transferencia de
ligandos desde EgFABP1, MvFABPa y MvFABPb hacia membranas modelo es
colisional. EgFABP1 y MvFABPa presentan un comportamiento similar donde la
interaccion proteina-membrana es mediada por factores ionicos e hidrofébicos. En
cambio, MVvFABPb presenta un mecanismo de transferencia del tipo colisional fuerte al
transferir el ligando a las membranas negativas mientras que adopta un mecanismo
del tipo colisional débil para entregar el ligando a las membranas neutras. Sugerimos
que la alta densidad de carga positiva en la region helical de MvFABPb seria la
responsable de la fuerte interaccion electroestatica que podria establecerse con las
membranas negativas o con proteinas de membrana que exponen residuos negativos.
Planteamos como perspectiva la aplicacion de metodologias complementarias que

puedan confirmar y aportar mas informacién a la forma de interaccion FABP-
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membrana. Entre ellas se encuentra el método de Disrupcion de vesiculas, ensayos
de FRET con FABPs mutadas mediante mutagénesis dirigida, y el uso de modelos y

dinamicas moleculares.

A partir del analisis de las proteinas que podrian interactuar con las FABPs
encontramos que una proteina similar al factor de elongacién de la planta del caucho
podria interaccionar con EgFABP1, una proteina similar a la cadena liviana reguladora
de la miosina (CLRM) de invertebrados podria interaccionar con MvFABPa y
MvFABPDb, y una proteina similar a la paramiosina de E. granulosus podria
interaccionar con MvFABPa. Nos proponemos en un futuro verificar la interacciéon de
los candidatos encontrados con las FABPs respectivas utilizando sistemas de doble
hibrido de levaduras, o mediante un método que consiste en el marcado de la FABP
recombinante con un agente entrecruzador y posterior incubacion con el extracto
proteico del parasito, los complejos formados son clivados y las proteinas
interactuantes marcadas se recuperan por cromatografia de afinidad para ser
identificada por espectrometria de masa. Mediante esta estrategia podrian surgir
nuevos candidatos de interaccion. La confirmacion de la interaccién de las FABPs con
las proteinas musculares identificadas podria dar origen a un nuevo e interesante tema

de investigacioén, totalmente desconocido hasta el momento.
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9. ABREVIATURAS

12AS 12-(9-antroiloxi) acido estearico

1D unibidimensional

2D bidimensional

2TY 16 g/l triptona, 10 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl, se ajusta pH 7 con NaOH
ADN acido desoxi-ribonucleico

ADNc acido desoxi-ribonucleico copia

AG acidos grasos

AOFA antroiloxi acidos grasos

ARN acido ribonucleico

ARNmM acido ribonucleico mensajero

BCA acido bicinconinico

BCIP 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

BODIPY fluoréforo 4,4-difloro-3a,4a-diaza-s-indaceno

BODIPY FL C4 acido palmitico unido al fluoréforo 4,4-difloro-3a,4a-diaza-s-indaceno
CL cardiolipina

D.E. desviacion estandar

DAPI 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloro

DTT ditiotreitol

EDTA etilen diamino tetra acetato disodico

EPC fosfatidilcolina de huevo

FRET Transferencia de Energia de Resonancia de Forster

Ig inmunoglobulina

IPTG isopropil B-D-tiogalactopirandsido

Ko constante de disociacion

kDa kilodalton

Kp coeficiente de particion relativo

LB Luria Bertoni

MALDI-TOF matrix assisted laser desorption ionization-time of flight
MitoTracker Orange CMTMRos chloromethyltetramethylrosamine
MS espectrometria de masa MALDI TOF-TOF

NADH nicotinamida adenina dinucleétido

NBD-PC N-(7-nitro-2, 1, 3-benzoxadiazol-4-yl)-fosfatidilcolina

195



NBT nitroblue tetrazolium

PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida

pb pares de bases

PBS buffer fosfato salino

PCR reaccién en cadena de la polimerasa

PE protoescoleces

PHEM 25 mM Hepes, 60 mM Pipes, 10 mM EGTA, 2 mM MgCl,
PMSF fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PS fosfatidilserina

PVDF Polyvinylidene difluoride

RT-PCR retrotranscripcion-reaccion en cadena de la polimerasa
SDS dodecil sulfato de sodio

solucion de Hank’s  NaCl 136,89 mM, KCI 5,36 mM,Na,HPO4 H,0 0,34 mM,KH,PO,
0,44 mM,MgSQ,4 7H,0 8 mM,CaCl, 2H,0 1,27 mM, Glucosa H,0

5,85 mM, ajustado a pH 7,4 con solucién de NaHCO; al 8,4%

SUVs vesiculas unilamelares pequefias

TBS 25 mM Tris-HCI pH 7.4, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI
TBST 25 mM Tris, 8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCI, 0.05% Tween20
Tt tetratiridios

WB Western Blot
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