UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA
PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

Identificacion de proteasas liberadas por el miraci dio de Fasciola
hepatica durante el proceso de invasion a caracoles del gén  ero

Lymnaea

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA

LUZ BELINDA ORTIZ ALEGRIA

TUTORA:
DRA. MARIA DOLORES CORREA BELTRAN

COMITE TUTORAL:

DR. HECTOR QUIROZ ROMERO
DRA. IRENE CRUZ MENDOZA

México D. F. Junio, 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

A mi mama, Juana Alegria, por ser la principal impulsora de este proyecto en

mi vida, por todo el apoyo y el cariiio que siempre me has brindado.

A mi papa Gustavo Ortiz por el apoyo, ya que a pesar de la distancia, te

preocupas por mi y me apoyas en todos mis proyectos.

A Brenda porque eres parte de este logro, me has dado tu apoyo en todos los
aspectos de mi vida y eres incondicional.

A Gustavo porque me has apoyado, te preocupas constantemente y has
cambiado nuestras vidas.

A July por preocuparte por mi, hacer que mi vida sea mucho méas alegre y

siempre animarme.

A la Doctora Dolores Correa por impulsarme a lograr este suefio, guiarme en
los diferentes caminos de la vida, pero principalmente por ser una persona

excepcional.

A mi familia Alegria: Alegria-Ruiz, Alegria-Diaz, Silva-Alegria, Alegria-
Gallegos, Alegria-Fuentes, Alegria-Arias y Alegria-Magafia, por el apoyo en
todos los aspectos de mi vida, para que siempre estemos unidos como hasta
ahora. Gracias por ser geniales.

A Carlos Catana, porque a pesar de las dificultades de la vida, siempre has

estado a mi lado, en los momentos tristes y en los alegres. Mil Gracias.



A mi amiga Claus, porque a pesar de los tropiezos, he recibido tu apoyo y se
ha forjado una amistad més fuerte.

A mis amigos Carlos Catana, Alma Gutiérrez, Claudia Rico, Jazmin Osorio,
Juan Pefia, Anahi Soria, Carlos Lugo, Angel Islas, Cynthya Castro, Roberto
Razo, Norma Pérez, Adriana Méndez, para que sigamos siendo tan unidos y
no nos separemos. Gracias por todos los lindos momentos, las experiencias

dificiles, pero sobre todo por las sonrisas y carcajadas.

A mi amiga Lidia Castafieda, espero sigamos juntas para siempre.

A Paola Rodriguez y Tania Estrada por ser mis amigochas de toda la vida.

A Perla Acevedo porque en los ultimos afios has sido una buena amiga y me

das consejos, me escuchas y me apoyas.



AGRADECIMIENTOS

A la UNAM por ser mi casa, darme una formacion de universitaria y permitirme

alcanzar este proposito.

A mi familia Ortiz-Alegria por el apoyo incondicional en todos los aspectos de

mi vida.

A la Doctora Dolores Correa por enseflarme muchas cosas, no sélo en el

aspecto cientifico, sino en la vida en general. Por ser mam4a, maestra y amiga.

A la Doctora Irene Cruz por todo el apoyo brindado, en varios aspectos, para la
realizacion total de esta tesis. Gracias por la ensefianza en el manejo de

parasitos y el cultivo de caracoles.

Al Doctor Héctor Quiroz Romero por todos sus consejos, pero sobre todo por

sus ensefianzas académicas tan amplias.

A la QFB. Claudia Patricia Rico Torres por la ayuda con la coleccién y
procesamiento de las muestras bioldgicas; en la estandarizacion de pruebas y
valiosos comentarios, pero sobre todo por su apoyo incondicional y su

grandiosa amistad.

Al MVZ. Carlos Cedillo Pelaéz por el apoyo para la obtencion e interpretacion

de los resultados de la microscopia electronica de transmision.

Al Prof. Joel Rodriguez Lopez por el procesamiento de las muestras para

microscopia electrénica de transmision y sobre todo por su calidez humana.



Al M. en C. Ignacio de la Mora de la Mora por la ayuda en la estandarizacion

de la zimografia.

Al Doctor Gabriel Lopez Veldzquez por la ayuda con la estandarizacion y
determinacion de la actividad enzimatica, pero sobre todo por sus ideas y

valiosos comentarios.

Al Doctor Horacio Reyes Vivas por la ayuda con la determinacion de la

actividad enzimética y por sus valiosos comentarios.

A la M. en C. Karina Hernandez Guzman por la ayuda para la coleccion de
parasitos, pero sobre todo por ser una buena amiga.

A mis amigos del laboratorio de Inmunologia Experimental: Heriberto
Caballero, Edith Medina, Claudia Rico, Irma Cafiedo, Héctor Luna, Sandra
Murrieta, José Luis Hernandez, Esther Calderon, Modnica Olmedo, Carlos y

Armando. Gracias por todo.



Esta tesis se desarrollo en el Laboratorio de Inmun  ologia Experimental de la
Subdireccién de Medicina Experimental, del Institut o Nacional de Pediatria,
SSa y en el Departamento de Parasitologia de la Fac ultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

Esta tesis fue parcialmente financiada por el proye  cto PAPIIT IN208703.

La alumna fue becaria de CONACYT de agosto de 2005 a julio de 2007, con

namero de registro 201685.



RESUMEN

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria causada por Fasciola hepatica, cuyo
ciclo biolégico se desarrolla en dos tipos de hospederos: uno definitivo, un
mamifero, y otro intermediario, un caracol de la familia Lymnaeidae. La fase
infectiva para los caracoles corresponde al miracidio, el cual para infectar al
molusco se pega por su extremo anterior al epitelio del caracol y secreta
sustancias que lisan la parte del tejido por donde penetra, para después
convertirse en esporoquiste, redia y cercaria. En la actualidad no se cuenta con
informacion sobre las moléculas participantes en la invasion del miracidio de F.
hepatica. Entre las enzimas que posiblemente participen en la penetracion a los
caracoles estan las proteasas. Por tanto, el objetivo fue determinar la presencia de
proteasas en el miracidio de Fasciola hepatica e identificar sus caracteristicas
bioguimicas. Las proteinas del miracidio se analizaron por medio de electroforesis
SDS-PAGE vy geles de gelatina, y se encontré que el patron proteico y las bandas
correspondientes a las proteasas son diferentes a las de los productos de E-S y
proteinas somaticas del adulto. Se observé que algunas de las proteasas
encontradas corresponden al tipo de las cistein-proteasas, ya que son capaces de
degradar el sustrato fluorescente Z-phe-arg-NHMec; ademas se activan en
presencia de ditiotreitol y se inhiben por el 5-metil-metano-tiosulfonato, activador e
inhibidor especificos de cistein-proteasas, respectivamente. Aparentemente dichas
proteasas no son las mismas que utiliza el parasito adulto, ya que presentan peso
molecular y perfiles de actividad e inhibicion diferentes; ademas, no son
detectadas por anticuerpos anti-catepsinas L1 y L2, que son las principales en el
adulto. Finalmente, la invasion del caracol por el parasito cambia el patron de
proteinas radicalmente, y la inhibicién de proteasas con una mezcla poliespecifica
impide este cambio. La conclusion general del trabajo es que el miracidio de F.
hepatica utiliza proteasas para invadir a su hospedero intermediario, parte de las
cuales son cistein proteasas diferentes a las del adulto. Las proteasas podrian ser
blanco de inhibicion y por ende de bloqueo del ciclo biolégico.

Palabras clave : caracoles del género Lymanea, Fasciola hepatica, invasion,
proteasas.
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ABSTRACT

Fasciolosis is a parasitic illnes caused by Fasciola hepatica. Its life cycle occurs
within two host types: definitive, mammals, and intermediate, Lymnaea snails. The
infective phase for the molusc is the miracidium, which adheres through its anterior
side to the snail epithelium and secretes lytic sustances; then it penetrates and
transforms itself into sporocyst, rediae and cercariae. Actually, no information
about the molecules involved in the invasion process of the F. hepatica miracidium
is available. Among the posible participating enzymes in penetration are proteases.
The aim of this work was to determine the presence of proteases in the miracidium
and to identify their biochemical characteristics.The proteins were analized by
SDS-PAGE electrophoresis and gelatin gels, and it was observed that the protein
and proteases patterns were different to those of adult somatic and excretion-
secretion extracts. Cistein-proteases were demonstrated by activity measured
through degradation of the fluorescent sustrate Z-phe-arg-NHMec, activation by
dithiothreitol (specific for these enzymes) and inhibition by 5-methyl-
methanethiosulfonate (also specific). Apparently, the miracidium proteases are
different to the adult enzymes because of their molecular weights, activity and
inhibition profiles; in addition, they are not detected by anti-cathepsin L1 and L2
antibodies, main adult proteases. Finally, the parasite invasion to the snail strongly
modifies the protein pattern, and the inhibition, by a polispecific coktail prevents
this change. The general conclusion of this work is that F. hepatica miracidium
uses proteases to invade its intermediate host, some of them are cistein-proteases,
different to the adult. Proteases could be inhibition targets to block the life cycle.

Key words : Lymanea snail, Fasciola hepatica, invasion, proteases.
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ANTECEDENTES

Generalidades

Fasciola hepatica es un trematodo cuya clasificacion taxonémica es la siguiente
(Dalton, 1999):

Reino Animalia
Phylum Platyhelminthes
Clase Trematoda
Subclase Digenea
Orden Echinostomida

Suborden Echinostomata

Familia Fasciolidae

Género Fasciola
Especie hepatica

Este parasito puede infectar a cualquier mamifero, incluyendo al ser humano y a
algunas especies silvestres como canguros, elefantes, ciervos y aves; los
animales mas afectados, sin embargo, pertenecen a diversas especies de
animales domeésticos, como los bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, equinos y
conejos (Quiroz, 1990; Hurtrez-Boussés et al., 2001).

La fasciolosis es una enfermedad zoondética que se ha considerado como una de
las infecciones helminticas mas comunes de los rumiantes, con alta prevalencia
en areas tropicales, aunque su distribucion es mundial y es reconocida como un
serio problema veterinario debido a que induce bajas en la productividad de carne,
leche, y lana, lo que origina grandes pérdidas econdémicas (Hurtrez-Boussés et al.,
2001). Actualmente, la fasciolosis es una enfermedad humana re-emergente, se
sabe que al menos 17 millones de seres humanos estan infectados con el parasito
y 180 millones se encuentran en riesgo de infeccion (Mas-Coma et al., 1999;
Hurtrez-Boussés et al.,, 2001). Se han reportado casos en paises de los cinco
continentes, presentando sintomas severos y patologia, con caracteristicas

epidemioldgicas particulares (Mas-Coma et al., 2001).



Ciclo bioldgico

Los parésitos adultos de Fasciola hepatica se alojan en los conductos biliares de
los hospederos mamiferos definitivos, dentro de los cuales producen huevos por
autofecundacion (ya que son hermafroditas) o por fecundacion cruzada. Los
huevos son ovalados y poseen un opérculo; son liberados con la bilis y salen al
medio ambiente junto con las heces (Cruz-Reyes, 1986; Quiroz-Romero, 1990). Si
las condiciones de humedad y temperatura son adecuadas, dentro del huevo
madura el embrion, el cual 12 a 14 dias después eclosiona, liberandose el
miracidio. Para el proceso de eclosion se han propuesto varias hipotesis, una de
ellas indica que la liberacion se debe al aumento de movimientos de la larva; otra
postula que el opérculo se rompe por la presion osmaética generada en el interior;
una tercera hipétesis menciona que por accion de la luz se provoca una alteracion
en la permeabilidad de la membrana de la parte viscosa y por ello se abre; la
ultima hipotesis sugiere que la eclosion se da gracias a la accion de enzimas
proteoliticas, las cuales son estimuladas por la luz, siendo ésta la teoria mas
apoyada (Wilson, 1968). El miracidio es una larva ciliada, cuyo periodo infectante
es muy limitado, ya que sélo puede sobrevivir alrededor de 24 horas, mientras
nada activamente hasta encontrar a un caracol anfibio dulceacuicola de la familia
Lymnaeidae (Hurtrez-Boussés et al., 2001; Mas-Coma et al., 2001). ElI miracidio
penetra al caracol a través del epitelio y se desprende de las células epiteliales
ciliadas que lo cubren. Una vez dentro se genera un esporoquiste, el cual migra y
se aloja en la glandula digestiva del caracol; después produce de 5 a 8 redias por
partenogénesis (reproduccién asexual), las cuales en condiciones favorables,
originaran redias hijas y en algunos casos redias nietas. A continuacion, las redias
se transportan hasta el hepato-pancreas, en dénde se producen las cercarias,
organismos con cola, las cuales abandonan al molusco y nadan hasta enquistarse
en algun vegetal, originando las metacercarias. El ciclo evolutivo dentro del
caracol dura de 5 a 6 semanas (de Souza et al., 2002). Las metacercarias pueden

permanecer viables hasta por un afio, con alta humedad y bajas temperaturas. Los



hospederos definitivos se infectan al consumir vegetales contaminados con
metacercarias, las que al desenquistarse en el tubo digestivo, dejan en libertad a
las fasciolas juveniles, también llamadas adolescarias (NEJ, por sus siglas en
inglés, Newly Excisted Juvenil). Estas al penetrar la pared intestinal, llegan a la
cavidad abdominal y-avanzan hasta el higado. Después de 3 6 4 dias, los estadios
juveniles atraviesan la capsula de Glisson y migran durante 6 semanas por el
parénquima hepatico, hasta alcanzar finalmente los conductos biliares donde
culmina su desarrollo en aproximadamente 4 semanas. Cuando las fasciolas
alcanzan su madurez sexual y comienzan a producir huevos (Dunn-Angus, 1983;

Quiroz-Romero, 1990). El ciclo de vida se puede observar en la figura 1.

Fasciola hepatica y su hospedero intermediario (caracoles limnéidos)

Se han reportado por lo menos 26 especies de caracoles, pertenecientes a siete
géneros distintos, que pueden actuar como hospederos intermediarios de F.
hepatica. Sin embargo, existen datos que indican que el parasito alcanza su
estadio de cercaria sélo en unas cuantas especies de caracoles adultos (Dunn-
Angus, 1983). Los caracoles del género Lymnaea son los principales hospederos
intermediarios; estos moluscos son cosmopolitas, con miembros en todos los
continentes, en las grandes islas y adn en algunas islas oceanicas pequefias.
Fasciola hepatica es un parasito originalmente asociado a Europa, donde es casi
exclusivamente transmitido por Lymnaea truncatula (Sindou et al., 1991). Aunque
L. truncatula puede ser encontrado a mas de 2,600 m de altitud en Europa, F.
hepatica es tipico de tierras bajas y no se ha hallado a grandes altitudes en dicho
continente. Esta distribucion se relaciona principalmente a la temperatura, ya que
se sabe que el desarrollo larvario no se lleva a cabo a menos de 10° C (Mas-
Coma et al., 2001). Existen otras especies de limnéidos que pueden ser infectadas
por el parasito: L. auricularia, L. columella, L. glabra, L. natalensis, L. palustris, L.

pereger, L. stagnalis y L. tomentosa (Nansen, 1976). En México se ha reportado a



Lymnaea (Fossaria) cubensis, L. humilis y L. bulimoides principalmente (Cruz-
Mendoza et al.,, 2002). De manera natural se observdo un mayor desarrollo del
parasito en los caracoles de la especie L. humilis que en los L. bulimoides (Cruz-
Mendoza et al., 2004). Si bien esto puede deberse a factores de tipo ambiental,
existe la posibilidad de que las especies tengan sensibilidades diferentes a la
invasion por los miracidios (Cruz-Mendoza et al., 2005).

Los caracoles requieren un medio acuatico, en especial durante su periodo de
crecimiento larvario; sin embargo, hay algunos que pasan la mayor parte de su
vida en el medio terrestre (McCraw, 1957). Estos moluscos soportan la desecacion
y durante este periodo se entierran en el lodo y entran en una fase de disminucion
de actividad metabdlica (Cawston, 1929). Los caracoles prefieren vivir en un
habitat ligeramente acido, y se alimentan principalmente de algas, aunque en
condiciones de laboratorio ingieren alimentos muy variados, como lechuga, avena
o alimento para peces (Boray, 1969). En condiciones experimentales se
mantienen en lodo estéril y himedo, con agua aireada, con temperaturas de 22 a
24°C (Boray, 1969; Gutiérrez et al., 2002). Se ha observado que se completa una
generacion de caracoles en aproximadamente tres semanas (McCraw, 1961).

El miracidio de F. hepatica penetra en diversas especies de caracoles a través del
manto y en menor grado a través del pie o de los tentaculos (figura 2). Se sabe
que la entrada del miracidio via el manto es la mas favorable para la migracion y el
desarrollo del esporoquiste, con la mayoria de los parasitos localizandose en la
zona renopericardial a las 4 a 5 horas post-exposicion (figura 2; Préveraud-Sindou
y Rondelaud, 1995).

El miracidio de F. hepatica es capaz de discriminar entre diferentes especies de
caracoles durante el proceso de acercamiento (Dalton, 1999). Existen factores que
pueden afectar el proceso de infeccidn; entre los mas importantes se encuentran
la humedad y la temperatura de la tierra (Christensen et al., 1978). Ademas, se ha
visto que cuando los caracoles se someten a condiciones de estrés, justo antes de
la exposicion a miracidios, se incrementa el porcentaje de infeccion (Abrous et al.,

2001). Se sabe que la capacidad de unién del miracidio a su hospedero



intermediario se ve afectada por el tiempo, el nUmero de parasitos por caracol y
algunos factores fisico-quimicos (como el nivel de salinidad o el pH) (Christensen
et al.,, 1978). Por otro lado, se ha visto que en un rango de pH entre 7y 9, la
capacidad del miracidio es Optima, mientras que los pHs por debajo de 5 o por
arriba de 10 matan a los parasitos in vitro (Cruz-Reyes, 1986). Cruz-Mendoza y
colaboradores (2006) observaron el efecto del pH (de 4.0 hasta 10.0) cuando los
caracoles L. humilis se co-incubaron con 3 miracidios de F. hepatica durante 4
horas. Encontraron que los moluscos solos sobrevivieron en todos los pH’s,
excepto a pH 4.0; en el medio de pH neutro los caracoles en contacto con el
trematodo sobrevivieron hasta 18 dias, pero murieron a pHs menores a 6.5 y
mayores a 9.0 cuando estaba presente el parasito, lo que probablemente se deba
a la muerte de los miracidios a esos pHs, que podria ocasionar la liberacion de
enzimas liticas al medio y éstas afectar a los hospederos (Cruz-Mendoza et al.,
2006).

Efecto del miracidio de Fasciola hepatica sobre su caracol hospedero

Se ha observado que el miracidio de F. hepatica ejerce algunos efectos nocivos
sobre los caracoles, incluyendo actividad o decremento en la fecundidad,
incremento en la mortalidad, aumentada actividad de la glandula digestiva,
cambios metabdlicos y sensibilidad incrementada a estrés ambiental (Sindou et
al., 1990; Sindou et al., 1991; Gutiérrez et al., 2000). También se ha reportado que
la presencia del parasito produce necrosis epitelial en los rifiones de los caracoles
(Préveraud-Sindou y Rondelaud, 1992). Por otro lado, el molusco es capaz de
montar una “respuesta inmune” de la que no se tienen aun muchos datos
(Jackson, 1976). Se conoce que en el plasma del caracol se encuentran algunas
enzimas, como glicosidasas, que son activas a pH fisiologico (7.2-7.4); se sugiere
gue éstas juegan un papel importante en la inflamacién y degradacion de

microorganismos (Zelck, 1999). Ademas, en respuesta a la infeccion el caracol



genera una reaccion amebocitica, que corresponde a una reaccion celular
generalizada y localizada entre el pericardio y el rifidn, capaz de producir dafio al
parasito (Roundelaud y Barthe, 1982). Monteil y Matricon-Gondran (1991)
reportaron una produccion incrementada de hemocitos en caracoles L. truncatula
infectados con F. hepatica. Sin embargo, para asegurar su sobrevivencia el
parasito es capaz de evadir la respuesta del caracol, gracias a que logra expresar
sobre su superficie algunos antigenos propios del caracol y de esta forma no es
reconocido por las células del “sistema inmune” del molusco (Jackson, 1976;
Lodes y Yoshino, 1990). Asimismo, se ha reportado la existencia de caracoles

susceptibles y resistentes a la infeccién por el trematodo (Gutiérrez et al., 2003).

Reconocimiento y union del miracidio de Fasciola hepatica a caracoles del
género Lymnaea

Después de eclosionar, el miracidio nada activamente en busca de un caracol
hospedero, penetra y se transforma en esporoquiste, para continuar con su ciclo
biolégico (Préveraud-Sindou y Rondelaud, 1995). El miracidio no es capaz de
penetrar al molusco después de la primera hora de haber salido del huevo y la
capacidad 6ptima de invasion es de 1.5 a 2 horas después de la eclosion;

posteriormente la habilidad declina lentamente (Dunn-Angus, 1983; Dalton, 1999).

El proceso de invasion de un caracol por el miracidio de Fasciola hepatica incluye:
1.- Union a la superficie del hospedero.
2.- Penetracion de la superficie corporal del caracol.

3.- Migracién hasta el sitio de localizacion.

El hecho de que el paréasito encuentre a su hospedero intermediario y la existencia
de un contacto miracidio-caracol ha sido tema de mucho debate; se han planteado
varias hipotesis, una de ellas consiste en que el trematodo que nada libremente

encuentra a su hospedero como resultado de movimientos al azar; otra se basa en



la idea de que existe un mecanismo especifico de atraccion y unién, debido
principalmente a la presencia de moléculas tanto del caracol, como del miracidio
(Nansen, 1976; Davids y Yoshino, 1995); para apoyar esta Ultima, se ha reportado
gue la unién es estimulada por acidos grasos de cadena corta presentes en el
mucus del caracol y que atraen al parasito (Kalbe et al., 1997). En el momento en
gue el miracidio entra en contacto con el caracol, empieza a girar sobre su eje
mayor (Dalton, 1999). Entonces, se dan interacciones mecanicas entre la papila
apical del miracidio y las microvellosidades del caracol, que son necesarias para
una union estable; enseguida el parasito comienza a secretar el contenido de sus
glandulas, apical y unilaterales, antes de la penetracion al tejido del caracol. Se ha
reportado la presencia de glicoconjugados macromoleculares en el mucus del
caracol como sustancias capaces de estimular al miracidio para que penetre
(Kalbe et al., 1997).

Para el proceso de penetracidon del miracidio al caracol, se cuenta con dos
supuestos, uno de ellos contempla un proceso mecéanico, con la papila apical del
miracidio actuando como una cufia que separa las células epidérmicas del
hospedero, lo que permitiria la entrada del parasito (Buzzell y Gerald, 1983). Otra
opcion se basa en la presencia de una perforacion en el epitelio del caracol, la
cual es creada por la lisis de las células epiteliales; por tanto, esta accién parece
ser mas quimica que mecanica (Kendall, 1965). En general, se apoya la idea de
gue la penetracién se lleva a cabo por la accion histolitica de una secrecion de las
glandulas presentes en el extremo anterior del miracidio (Kendall, 1965; Buzzell y
Gerald, 1983; Dunn-Angus, 1983). De acuerdo a algunos estudios el proceso de

penetracion se ha dividido en tres fases (Kendall, 1965; Dalton, 1999):

0] En menos de 1 minuto, después de la unidn, las células ciliadas del
extremo anterior se desprenden.
() Los cilios remanentes golpean violentamente y después de 5 minutos

los cilios son separadas cerca de la superficie celular.



(1) El miracidio permanece embebido en la superficie del caracol cerca de
15 minutos antes del inicio de la migracion a través del tejido del

caracol.

En la figura 3 se pueden observar microfotografias del proceso de invasion de un
miracidio de F. hepatica a un caracol limnéido, en las que es posible observar que
una vez que el parasito encuentra la zona del molusco que va a invadir, libera
algunas sustancias capaces de producir lisis en las células epiteliales del caracol,
lo que indica que no se trata de un proceso mecanico, sino de uno litico (Kendall,
1965).

Estructura del miracidio de  Fasciola hepatica

La ultraestructura del miracidio de Fasciola hepatica se ha descrito por medio de
estudios de Microscopia Electronica. Se ha observado que posee distintos tipos
celulares y estructuras muy particulares, de las cuales se conocen soélo algunas
caracteristicas; sin embargo, todavia faltan por identificar algunos detalles, como
el nimero exacto de células que posee (cuadro 1) (Wilson, 1969; Southgate,
1970).

A continuacién se describen algunas caracteristicas de las células del miracidio de
F. hepatica que se han identificado:

a. Células epiteliales: La superficie del miracidio de F. hepatica, cubierta con
una delgada capa de mucopolisacaridos acidos, consta de 21 células
epiteliales largas y de 1.5 um de ancho, estan acomodadas en cinco hileras
de seis, seis, tres, cuatro y dos células, del lado anterior hacia el posterior,
respectivamente (figura 4). Dichas células epiteliales poseen cilios anclados
de forma longitudinal y se caracterizan por poseer una gran cantidad de
mitocondrias y de glicogeno (Wilson, 1969; Southgate, 1970).



b. Capa citoplasmica: Entre las células epiteliales se ha identificado una capa
citoplasmica delgada, también llamada capa sub-epidérmica, que da origen
a las crestas intercelulares prominentes, esta asociada a un material fibroso
extracelular y posee varios nucleos (figura 4 y 5) (Wilson, 1969).

c. Fibras musculares: Por debajo de la capa delgada de citoplasma se ubican
fibras musculares circulares y longitudinales; las Gltimas son mas grandes
cuando se encuentran en los extremos del miracidio; pueden ser
anucleadas y su citoplasma es granular con mitocondrias grandes y
agregaciones de glicégeno (Wilson, 1969).

d. Células vesiculadas: Entre las fibras musculares se encuentran células con
una forma larga y son vesiculadas, se encuentran ordenadas en tres
grupos: un pequefio namero de células ubicadas por atrds del poro
excretor, un numero mayor que se encuentra detras del cerebro y un grupo
pequefio por enfrente de éste mismo Organo; el tercer grupo se comunica
con la base de la papila apical. La caracteristica principal de este tipo
celular es que en su citoplasma posee un gran numero de vesiculas
similares a aquellas presentes en las crestas intercelulares; el citoplasma
periférico esta elongado en proyecciones y las puntas pasan entre las fibras
musculares para formar conexiones con la delgada capa citoplasmica
(Wilson, 1969).

e. Células germinales: En el extremo posterior del miracidio se ha identificado
un grupo de células germinales, las cuales se caracterizan por poseer un
ndcleo muy grande y presentan una forma irregular (Wilson, 1969).

En la figura 5 se muestra un diagrama de un corte transversal en los que se
puede identificar algunos de los tipos celulares presentes en el miracidio de
F. hepatica.

f. Papila apical: El extremo anterior del miracidio tiene una proboscis movil,
retractil y muscular, que corresponde a una papila apical, la cual juega un
papel importante en la penetracion del tejido del caracol. Contiene una

glandula apical grande y cuatro glandulas unilaterales (Wilson, 1969;



Wilson, 1971). La glandula apical del miracidio es una estructura
prominente de tamafo variable y forma un ducto que pasa a un extremo de
la papila apical. Es un sincitio que posee tres o cuatro nucleos, es mas
ancha en el lado posterior y ocupa la mayoria del centro de la papila apical
(Wilson, 1969; Wilson, 1971). A cada lado se encuentran pares de
glandulas unicelulares que son llamadas células glandulares accesorias, las
cuales tienen conductos que estan comunicadas con un extremo de la
papila apical. Estas células se parecen mucho a las células vesiculadas,
pero difieren en que estan abiertas por ductos en la base de la papila apical
hasta comunicarse con los puentes intercelulares entre las células
epiteliales (Wilson, 1971).

La glandula apical del miracidio contiene granulos secretores, cada uno de ellos
consiste de un centro oscuro rodeado por un espacio estrecho y un halo delgado
(Wilson, 1969). Buzzell y Gerald (1983) encontraron que la glandula apical se tifie
con Azul Victoria-acido perférmico (PFA-VB), la cual es una tincion para identificar
cisteinas, lo que indicaria la presencia de proteinas dentro de los granulos
secretores (cuadro 2). Ademas, se ha indicado que el nUmero y concentracion de
los granulos apicales disminuye durante la unidn del miracidio al caracol (Buzzell y
Gerald, 1983). Wilson (1971) demostro la presencia de fosfatasa acida (enzima
hidrolitica) en el citoplasma de la glandula apical y en las células epiteliales del
miracidio. Ademas, describié la presencia de agentes citoliticos y cuerpos
secretores en las células glandulares. Para poder identificar estas estructuras se
han llevado a cabo algunos estudios de microscopia electronica en los que se
emplearon distintos protocolos, por lo cual los resultados pueden ser variables. Sin
embargo, no se cuenta con estudios mas detallados sobre la existencia de
proteasas presentes en la glandula apical o en células cercanas a ella, que
podrian participar en el proceso de invasion de los miracidios a los caracoles

limnéidos.
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Proteasas de Fasciola hepatica
Generalidades de las proteasas

Las proteasas son enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos y por tanto, originan
el desensamble de proteinas. La Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (1984) ha recomendado utilizar el término peptidasa para el conjunto de
hidrolasas de enlaces peptidicos. Las peptidasas comprenden dos grupos de
enzimas: endopeptidasas y exopeptidasas; las cuales cortan enlaces peptidicos
en puntos dentro de la secuencia de la proteina y remueven los aminoacidos
secuencialmente desde el extremo amino terminal o carboxilo terminal,
respectivamente. El término proteasa es utilizado como un sindénimo de
endopeptidasa. Existen 4 clases de proteasas, las cuales se han clasificado de
acuerdo a su mecanismo catalitico (Rawlings y Barrett, 1993):

Serin-proteinasas: Esta clase comprende dos familias, la familia de la

qguimiotripsina, que incluye las enzimas de los mamiferos, como la tripsina o la
elastasa y la familia de la substilisina, que incluye a las enzimas bacterianas. La
estructura general tridimensional es diferente en las dos familias, sin embargo,
tienen el mismo sitio geométrico activo y la via de catalisis procede por el mismo
mecanismo. Exhiben afinidad por diferentes sustratos y especificidades variables,
las cuales estan relacionadas con las sustituciones de aminoacidos en los sub-
sitios de la enzima que interactuan con los residuos de los sustratos. Los tres
residuos que forman el sitio activo son esenciales en el proceso de hidrdlisis

peptidica.

Cistein-proteinasas: Esta familia incluye las proteasas de plantas como la papaina,

la actinidina o la bromelaina, algunas catepsinas lisosomales mamiferas,
calpainas citosolicas (activadas por calcio) y algunas proteasas parasitarias (por

ejemplo de Trypanosoma o Schistosoma). La papaina es el prototipo y es la mas
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estudiada de la familia. También son llamadas tiol-proteasas, debido a que en su

sitio activo poseen un grupo tiol (formado por dos azufres que se unen).

Asparto-proteinasas: La mayoria pertenecen a la familia de la pepsina, en la que

se encuentran enzimas digestivas como la pepsina, quimiosina, catepsinas D
lisosomales, enzimas procesadoras como la renina y algunas proteasas fungicas.
Una segunda familia comprende enzimas virales del tipo de la proteasa del virus
del SIDA, también llamada retropepsina. Son moléculas bilobulares con el sitio
activo localizado entre los dos l6bulos homélogos. Cada l6bulo contribuye con un
residuo de aspartato del sitio activo catalitico, de tal manera que requieren la

dimerizacién para formar una enzima activa.

Metalo-proteinasas: Son encontradas en bacterias, hongos y en organismos

superiores. Difieren ampliamente en sus secuencias y en sus estructuras; sin
embargo, la mayoria de estas enzimas contienen un atomo de zinc, el cual es
activo cataliticamente. En algunos casos el zinc puede ser reemplazado por otro
metal como el cobalto o el niquel sin pérdida de la actividad. Un ejemplo de este

tipo de enzimas es la termolisina bacteriana.

Las proteasas se han identificado en diversos sistemas biolégicos, desde virus
hasta vertebrados. En organismos parasitos se ha visto que entre las principales
se encuentran las cistein-proteasas (Sajid y Mckerrow, 2002). Algunos estudios de
filogenia molecular sugieren que se desarrollaron temprano en la evolucion y
funcionan como una herramienta para degradar proteinas, ya sea intra o
extracelularmente, de acuerdo a las necesidades de los parasitos, como son
nutricion, invasion tisular o celular, enquistamiento, desenquistamiento, eclosion,
procesamiento o activacion de proteinas o evasion del sistema inmune del
hospedero; esto indica que muchas de las cistein-proteasas tienen una gran
nuamero de funciones extra-lisosomales. De acuerdo a diversos estudios se sabe

gue las cistein-proteinasas parasitarias mas importantes corresponden a las
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proteasas “tipo papaina”, las cuales se han dividido en dos tipos C1 (catepsinas B
y L) y C2 (tipo calpaina) (Sajid y Mckerrow, 2002).

Proteasas de Fasciola hepatica

Los estadios de Fasciola hepatica invasivos para el hospedero definitivo secretan
enzimas proteoliticas hacia el medio en el que se encuentran. Se sabe que la
funcion primaria de dichas proteasas es la degradacion extracelular de proteinas
del hospedero para nutricion, invasion y migracion; otras son requeridas para la
activacion de otras enzimas del parasito (Law et al., 2003). La adolescaria,
también llamada parasito joven recién desenquistado, presenta enzimas
proteoliticas en extractos somaticos y en material de excrecidn-secrecion, las
cuales se han sugerido participan en la degradacién de tejidos del hospedero
mamifero, lo que le permite penetrar en la pared del intestino y después atravesar
el higado, proceso que dura aproximadamente 7 semanas, hasta llegar y alojarse
en los conductos biliares (cuadro 3; Dalton y Heffernan, 1989; Tkalcevic et al.,
1995; Law et al., 2003).

Las proteasas de F. hepatica adulta de origen somatico y secretadas han
mostrado tener actividad contra una variedad de sustratos, como son gelatina,
hemoglobina, colageno, inmunoglobulina, globina, albimina, laminina, fibronectina
y células T ovinas (Law et al., 2003). Esto es apoyado por algunos trabajos en los
gue demostraron por microscopia electronica, que el parasito adulto posee dos
tipos de células en el glicocalix del tegumento, que difieren en la naturaleza de sus
vesiculas secretorias, las cuales contienen proteasas con distintas caracteristicas
(Gallagher y Threadgold, 1967; Threadgold, 1976; Hanna, 1980a; Hanna 1980b).
Una vez alojados en los conductos biliares de los hospederos definitivos, los
parasitos liberan productos de excrecion-secrecion, en los cuales se han
identificado algunas proteasas; siendo las mas estudiadas las catepsinas L1 y L2
(CL1yla CL2), las cuales corresponden a cistein-proteasas (cuadro 3; Berasain et
al., 1997; Collins et al., 2004; Alcala-Canto et al., 2005).

13



No se cuenta con informes en la literatura mundial sobre la existencia de
proteasas presentes en los estadios de F. hepatica que se desarrollan en los
moluscos hospederos y tampoco hay reportes sobre enzimas liberadas por el
miracidio cuando se encuentra en contacto con su hospedero, las cuales le
permitirian la penetraciéon a los tejidos del caracol y su posterior desarrollo, para

asi continuar con su ciclo biolégico.

Catepsinas

Las catepsinas pertenecen a una clase de enzimas proteoliticas que son
expresadas por todos los parasitos helmintos y en muchos casos son secretadas
(Dalton et al., 2003). Fasciola hepatica posee actividad enzimatica de tipo cistein-
proteasa, cuya presencia se ha reportado en los productos de excrecion-

secrecion.

Catepsinas L: En el parasito adulto se han reportado algunas proteasas, siendo
las catepsinas L1 y L2 las predominantes, llamadas FheCL1l y FheCL2,
respectivamente; representan las principales proteinas en el medio de cultivo
cuando las fasciolas se incuban a 37°C (Dowd et al., 1994). La mayoria de estas
catepsinas L son expresadas por las células que delimitan el intestino del parésito
(Simpkin et al., 1980; Dalton et al., 2003). Se han aislado transcritos que codifican
para ambas proteasas a partir de bibliotecas de cDNA, los cuales dan origen a
zimogenos con estructuras similares a las catepsinas L de vertebrados, que
consisten de un péptido sefal hidrofobico (12-20 residuos), un pro-segmento (100
residuos) y la enzima madura (200 residuos). El pro-péptido es un potente
inhibidor de la enzima madura (Roche et al., 1999). Esta ultima consiste de una
cadena polipeptidica simple o de una cadena pesada unida por un puente
disulfuro a una cadena ligera (figura 6; Smith et al., 1993; Stack et al., 2008). Las
FheCL1 y FheCL2 no poseen sitios de N-glicosilacion en la porcion de la enzima

madura. La secuencia de aminoacidos de la region N-terminal de la CL2 de F.
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hepatica es 47% homologa a las catepsinas L de higado de pollo, de rata y
humana, y 40% similar a la de Trypanosoma cruzi. Ademas, posee 20% de
similitud con la catepsina B de Schistosoma mansoni (Dowd et al., 1994). De
acuerdo a estudios filogenéticos se ha planteado que las catepsinas de F.
hepatica y F. gigantica aparecieron hace 19 millones de afios y que la FHeCL1 se
encuentra mas cerca de la catepsina L de F. gigantica, que de la FheCL2 (figura 7;
Sajid y McKerrow, 2002; Irving et al., 2003). La FheCL1 tiene un peso molecular
de 27 kDa y la FheCL2 de 29 kDa (Dowd et al., 1994). Se ha visto, mediante
ensayos con geles de gelatina (zimografia), que las catepsinas L son capaces de
degradar esta proteina (Smith et al., 1993). Su especificidad se ha examinado con
diferentes sustratos peptidicos fluorogénicos; ambas demostraron una alta
actividad catalitica por el sustrato comercial carbobenzoxi-fenilalanil-arginil-7-
amino-4-trifluorometil-coumarina (Z-Phe-Arg-NHMec) (Rege, et al., 1989; Smith et
al., 1994; Cordova et al., 2001; Law et al., 2003). Ademas, la FheCL2 es capaz de
degradar sustancias que contienen prolina en la posicion P2, y por ello, el sustrato
carbobenzoxi-glicil-prolil-arginil-7-amino-4-trifluorometilcoumarina  (Z-Gly-Pro-Arg-
NHMec), se emplea para distinguir entre ambas catepsinas (Dalton et al., 2003).
Las catepsinas L de F. hepatica son activas en un amplio rango de pH, de 3.0
hasta 10.0, presentando su maxima actividad a pH 8.0. Algunos estudios de
estabilidad han demostrado que la FheCL1 retiene el 100% de actividad cuando
es incubada a 37°C durante 24 horas, y aun 72 horas después conserva hasta el
90% de su actividad original. Sin adicion de agentes inhibidores, las catepsinas L
pierden toda su actividad después de 3 ciclos de congelacion/descongelacion.
Ademas, se ha visto que se incrementa su actividad en presencia de EDTA, lo que
sugiere que las catepsinas se inhiben por iones metélicos como el Ca**, Mg,
Mn%*, Zn?*, Co** y Hg?* (Dowd et al., 2000).

Catepsina B: En el estadio joven de F. hepatica se ha observado la presencia de

la Catepsina B (FhCatB), como la proteasa principal (Law et al., 2003). Esta

proteina pertenece al tipo de las cistein-proteasas, estd compuesta por 326
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aminoacidos, tiene un peso molecular de 29 kDa, un pH Optimo de 7.5; posee
actividad gelatinolitica, digiere inmunoglobulinas ovinas y albumina de suero
bovino, sin embargo no es capaz de degradar hemoglobina bovina. Degrada el
sustrato fluorogénico Z-Phe-Arg-NHMec con mayor preferencia que el Z-Arg-Arg-
NHMec y Z-Arg-NHMec. También se ha reportado la presencia de catepsina L1 y

L2, pero en menor proporcion que la catepsina B (Wilson et al., 1998).

Proteasas de Fasciola gigantica y Schistosoma mansoni, parasitos similares
a Fasciola hepatica

Mohamed vy colaboradores (2005) identificaron la presencia de actividad
proteolitica en algunos estadios de Fasciola gigantica, desde huevos de 0 a 12
dias hasta miracidios y adultos. Tanto el total de unidades como la actividad
especifica de proteasa en los huevos se incrementaron gradualmente del dia O al
dia 12 de desarrollo; también en los miracidios y los adultos hubo un incremento
significativo en la actividad proteolitica (Mohamed et al., 2005).

Se han realizado algunos trabajos para el estudio de las proteasas de
Schistosoma mansoni, principalmente analizando las del parasito adulto, ya que
es el que se encuentra en humanos, y menos sobre la presencia en otros estadios
(Asch y Dresden, 1979; Chapell y Dresden, 1987; Smith et al., 1994; Brady et al.,
1999). Se sabe que todas las fases de este trematodo poseen cistein-proteinasas,
teniendo de mayor a menor actividad el extracto completo del parasito adulto, los
productos de excrecidn-secrecion, la cercaria, el miracidio, la esquistosdomula, los
huevos y el esporoquiste (Marikovsky et al., 1988; Monroy y Dresden, 1996;
Dalton et al., 1997). Se sabe que el parasito adulto y la esquistosomula secretan
enzimas proteoliticas, las cuales estan involucradas, al igual que en F. hepatica,
en una amplia variedad de funciones, como la adquisicion de nutrientes, la
penetracion y el movimiento a través de los tejidos de los hospederos mamiferos
(Marikovsky et al, 1988; Yoshino et al, 1993; Dalton et al. 1996; Caffrey et al.
1997;).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fase infectiva de Fasciola hepatica para caracoles del género Lymnaea
corresponde al miracidio, que penetra a éste gracias al reconocimiento y posterior
union al tejido epitelial del caracol. Esta fase del parasito cuenta con un tegumento
en el cual hay células que poseen vesiculas, las cuales podrian contener proteinas
y enzimas hidroliticas, que le permitirian romper una parte del tejido del caracol y
asi penetrar. Una observacion que apoya esto es que conforme comienza el
proceso de penetracion, la cantidad de granulos apicales disminuye. Ademas, se
tienen datos reportados acerca de Schistosoma mansoni, un parasito similar en
varios aspectos biologicos, en los que se ha confirmado la presencia de proteasas
que son secretadas cuando se encuentra en contacto con su hospedero
intermediario, el caracol Biomphalaria glabrata. En la literatura no se cuenta con
informes de cuales podrian ser las proteasas presentes en los granulos del
miracidio de Fasciola hepatica. Si el miracidio es capaz de liberar proteasas al
medio, y asi poder invadir a sus hospederos intermediarios, es importante
conocerlas, identificarlas y caracterizarlas, para asi, relacionarlas con las
proteasas informadas en la literatura mundial de los otros estadios del parasito,
como la adolescaria y el parasito adulto. Ademas, el estudio de la interaccién entre
el miracidio y caracoles del género Lymnaea, permite establecer un modelo de la
relacion hospedero-parasito que se puede estudiar en condiciones de laboratorio
Gtil tanto para otros estadios del mismo parasito, como de otros filogenéticamente
relacionados. La identificacién de alguna proteasa que solo sea expresada por el
miracidio se puede tomar en cuenta como blanco farmacoldgico para control en

los hospederos intermediarios.
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HIPOTESIS

El miracidio de Fasciola hepatica expresa proteasas diferentes a las reportadas

para el parasito adulto.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de proteasas en el miracidio de Fasciola hepatica e

identificar sus caracteristicas bioguimicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Comparar las proteasas del miracidio de F. hepatica con aquellas

reportadas para el parasito adulto.
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METODOLOGIA

En la figura 8 se puede observar el diagrama de flujo pre-establecido, en el que se

indican los pasos generales que se desarrollaron.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material biologico

En el Rastro Municipal de Toluca, Estado de Meéxico, se colectaron vesiculas
biliares e higados de bovinos infectados con Fasciola hepatica.

Se recolectaron muestras de lodo y caracoles del género Lymnaea en el Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Agro-Silvo-Pastoril
(CEIEPASP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, localizado en

Chapa de Mota, Estado de México (zona endémica de fasciolosis).

Obtencioén de miracidios de  F. hepatica

El contenido de vesiculas biliares, en el que se encontraban los huevos del
parasito, se dejé reposar y se eliminé el sobrenadante. Se realizaron cuatro a
cinco lavados con agua destilada. Los huevos se incubaron en oscuridad y a una
temperatura constante de 26° C, alrededor de 18 dias. Una vez transcurrido este
tiempo, se tomO una muestra y se reviso al microscopio para observar los huevos
del parasito con el embrion completamente formado en su interior. Se colocaron
en refrigeracion (4° C) y en oscuridad hasta su uso. Para la eclosién de los
miracidios, se pusieron los huevos maduros a 30 cm de una fuente luminosa,
alrededor de 45 minutos, al microscopio se observaban los huevos vacios y los

miracidios en movimiento.
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Obtencion de parasitos adultos de  F. hepatica

Se colectaron los parasitos adultos de los conductos biliares de higados y se
depositaron en solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.01 M, estéril, a
37° C. Para su lavado, se colocaron en PBS 0.01M, pH 7.2, conteniendo una
mezcla comercial de antibidticos (Sigma), a una concentracién 5x; se mantuvieron
en agitacion lenta por 10 min, a 37°C. Se realizar on cinco lavados, y un sexto con

solucién balanceada de sales de Hanks (1X), con antibi6ticos (5x).

Preparacion de proteinas de excrecion-secrecion del parasito adulto de F.
hepatica

Los parasitos adultos, recién lavados, se depositaron en cajas Petri con medio de
cultivo RPMI-1640 (0.5 mL por parasito), que contenia antibidticos 1X; y se
incubaron durante 12 horas, a 37° C y agitacion lenta. El sobrenadante, en el que
se encontraban los productos de excrecion-secrecion (E-S) del trematodo, se filtrd
con membranas de 0.20 um. A una parte del filtrado se le afiadid una mezcla
comercial de inhibidores de proteasas (Sigma). Ambas partes se fraccionaron y se

congelaron en nitrégeno liquido (—192° C) hasta su uso.

Obtencidn de proteinas somaticas de  F. hepatica adulta

Los parasitos adultos congelados se pesaron y se colocaron en un mortero estéril,
se adiciond nitrogeno liquido, se molié hasta la obtencion de un polvo fino, el cual
se recuperd en PBS estéril, en una relacion 0.5 mL de PBS/g de fasciolas y se
homogeneizé, hasta que al microscopio no se observaron detritus celulares. Se
centrifugd a 14000 rpm durante 30 minutos. En el sobrenadante se encontraban
las proteinas sométicas del parasito, se cuantificaron y a una parte, se le
afadieron inhibidores de proteasas. Se fracciono y se congel6 a —192° C hasta su

uso.
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Obtencion de proteinas del miracidio de  F. hepatica

Una vez que eclosionaron los miracidios, se separaron de los huevos vacios
mediante sedimentacién. Enseguida, se centrifugaron a 3,000 rpm, durante 20
min, a 4° C. Se colect6 el boton de miracidios, el cual se sonico en frio por 5 ciclos
de 20 segundos, cada uno, con descanso de 40 segundos; se colectd una
fraccion, a la que se le llamo extracto completo. El siguiente paso consistio en
centrifugar 30 minutos, a 13,500 rpm y a 4° C, se colectd el boton y el
sobrenadante. Las tres porciones colectadas se fraccionaron y se congelaron a -
192° C hasta su uso.

A todas las muestras se les determiné la concentracion de proteina por el método

de Bradford (1976) con el reactivo comercial de Bio-Rad.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Esta técnica se llevo a cabo de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970),
utilizando geles de poliacrilamida-SDS. Se utilizé un marcador de peso molecular,
de amplio rango, comercial (Bio-Rad). Las muestras de los productos de
excrecion-secrecion, de extractos completos del parasito adulto y de los
miracidios, se disolvieron en amortiguador de muestra, el cual contenia glicerol
(10%), Tris-HCI, 2M pH 6.8, y azul de bromofenol (0.01%). Los geles se
sometieron a electroforesis vertical, mediante un voltaje constante (200 V), con
amortiguador de glicina (0.192 M), Tris-HCI (0.025 M) y SDS (1%). Posteriormente
los geles se tifieron con azul de Coomassie brillante R-250 disuelto en metanol
(0.1%) y fueron destefiidos con una solucion de metanol: &cido acético: agua
(20:10:70).

Zimografia

Las muestras de los sobrenadantes, de excrecion-secrecion, de extractos
completos del paréasito adulto y de los miracidios, ademas del marcador de peso
molecular, se diluyeron en amortiguador que contenia SDS. Se calentaron en

bafio maria, antes de cargarlas en geles al 12% de poliacrilamida (para su

21



separacion), conteniendo 0.1 % de gelatina como sustrato (GS-PAGE) (Heussen y
Dowdle, 1980; Dalton y Heffernan, 1989; Garcia-Carrefio et al., 1993; Leber y
Balkwill, 1997; Piacenza et al., 1997). Los geles se sometieron a electroforesis
vertical, mediante un voltaje constante (200 V) con amortiguador de glicina (0.192
M), Tris-HCI (0.025 M) y SDS (1%). El siguiente paso consistio en lavar dos veces
los geles en una soluciébn amortiguadora, que contenia Triton X-100 (2.5%), 30
minutos, en agitacion lenta y a 37° C. Después se incubaron por 2 horas en el
amortiguador de incubacion solo, en agitacion lenta y a 37° C. Enseguida, se
tiieron los geles con azul de Coomassie brillante-R disuelto en metanol: acido
aceético: agua (20:10:70); las bandas blanquecinas correspondian a las proteasas

gue actuaron sobre la gelatina (Dalton y Heffernan, 1989).

Identificaciéon del tipo de proteasa

Las muestras del adulto y de los miracidios, se incubaron en diferentes
compuestos y se probaron mediante zimografia y para actividad enzimatica:
Potenciadores de tiol-proteasas: DTT (ditiotreitol) a una concentracion final de
5mM (Dalton y Heffernan, 1989).

Inhibidores de tiol-proteasas: MMTS (5-metil-metano-tiosulfonato) a concentracion
final de 100 y 500 pM.

Purificacion de proteasas

Las catepsinas L1 y L2 del parasito adulto fueron purificadas y donadas en el
laboratorio de Bioquimica Genética, del Instituto Nacional de Pediatria. Los
productos de excrecidn-secrecion del trematodo adulto se sometieron a
cromatografia de intercambio ionico en HPLC, utilizando una columna de Q
sefarosa (Amersham), equilibrada con Tris-HCI 20 mM, pH 8.0, y detectadas a una
absorbancia de 280 nm. Las fracciones colectadas, enriquecidas con catepsina, se
concentraron. A continuacion, se colocaron en una columna de filtracion en gel

Superdex 75 (Amersham), equilibrada con Tris-HCI 20 mM, pH 7.0. Las enzimas
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purificadas se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida bajo

condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE).

Inmunizacion de conejos con proteinas de  F. hepatica adulta

Se inmunizaron conejos con proteinas de excrecidén-secrecion, proteinas
somaéticas y catepsinas purificadas del parasito adulto. Se llevé a cabo el siguiente
esquema de inmunizacion:

Dia cero: se inyectd, via subcutanea, una cantidad equivalente a 200 pg de
proteina con adyuvante completo de Freund (v/v).

Dias 15, 30 y 45: se inoculdé la misma cantidad de proteina, con adyuvante
incompleto de Freund (v/v).

En cada inmunizacién se tom6 una muestra de sangre y se separ6 el suero, el
cual se fracciond y se congeld a -20° C, hasta su uso. Se continto el esquema de
inmunizacion hasta tener un titulo de anticuerpos mayor a 1:32,000, el cual se
determiné por ELISA indirecto para deteccion de anticuerpos anti-proteinas del
adulto de F. hepatica (Pfister et al., 1984).

Inmunizacion de ratones con proteinas del extracto completo de miracidios
de F. hepatica y de caracoles L. humilis

Se emplearon ratones de la cepa Balb/c; 2 de ellos se inmunizaron con proteinas
del extracto completo de 2 caracoles L. humilis. Otros 4 ratones se inmunizaron
con miracidios completos. Se llevo a cabo el siguiente esquema de inmunizacion:
Dia cero: se inyecto, via intraperitoneal, una cantidad equivalente a 200 ug de
proteina con adyuvante completo de Freund o con 5, 10, 15 o 20 miracidios vivos.
Dia 7: se inocul6 la misma cantidad de proteina, con adyuvante incompleto de
Freund o con la cantidad correspondiente de miracidios.

En cada inmunizacién se tom0 una muestra de sangre y se separo el suero, el
cual se fracciond y se congel6 a -20° C, hasta su uso. Se determind el titulo de
anticuerpos por ELISA indirecto para deteccion de anticuerpos anti-proteinas del

miracidio de F. hepatica y caracol L. humilis.
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Western blot

El primer paso consistio en una electroforesis de proteinas, de acuerdo al método
descrito por Laemmli (1970), utilizando geles de poliacrilamida al 11%, en
condiciones reductoras. Se colocaron, en carriles contiguos, las siguientes
muestras: proteinas de excrecion-secrecion del adulto, proteinas sométicas del
adulto y proteinas somaticas del miracidio. Posteriormente, las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa de acuerdo al método de Towbin y
colaboradores (1979). A continuacion, las membranas se bloquearon toda la
noche a 4° C, en leche descremada al 5% disuelta en PBS con Tween al 0.05%
(PBS-T), para evitar uniones inespecificas. Se lavaron tres veces con PBS-T y dos
veces con PBS.

El segundo paso consistié en la inmunodeteccion, para la cual, las membranas se
cortaron, dejando juntas las tres muestras. Cada membrana se incubé con los
sueros de conejos y de ratones inmunizados con proteinas de F. hepatica, en el
caso de los controles negativos se empled la muestra de suero pre-inmune de un
conejo y de un ratéon, a una dilucion 1: 500 en PBS-T, por 2 horas a 37° C. Se
realizaron tres lavados con PBS-T y dos con PBS. Enseguida, cada membrana se
incubd con un conjugado comercial (Sigma) anti-lgG de conejo o ratén-peroxidasa,
a una dilucion 1:1000, en PBS-T; se incubaron a 37° C durante dos horas.
Después de realizar los lavados correspondientes, se reveld con la solucidon
cromogeno/sustrato, que contenia por cada 10 mL de PBS: 0.06 g de 4-cloro-1-

naftol, disuelto en 10 mL de metanol absoluto y 10 uL de H,O, al 30%.

Estudios de microscopia electrénica de transmision (MET)

Esta metodologia se desarroll6 en la Unidad de Microscopia Electronica de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. Se realiz6 un ensayo piloto,
de acuerdo a los estudios reportados para el andlisis de adultos y miracidios de F.
hepatica y con base a algunos protocolos similares (Hunter, 1984; Vazquez Nin y
Echeverria, 2000), y las condiciones elegidas se muestran en el cuadro 4. Los

miracidios recién eclosionados se colocaron en tubos de polipropileno de 15 mL,
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se centrifugaron a 1,000 rpm durante 5 minutos y se dejaron reposar por 5
minutos, con esto quedaron en el fondo los huevos vacios y los no eclosionados,
mientras que en el sobrenadante se observaron los miracidios nadando. Para la
obtencion de un “botdn” de los parasitos, el sobrenadante se pasé a tubos nuevos
y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 5 minutos, a 4° C. Se elimind el
sobrenadante y se afiadieron los amortiguadores de fosfatos de diferentes pH’'s
(5.0 y 7.0) a cada boton y se incubaron durante 10 minutos. Una vez que se
desarroll6 el procedimiento mencionado en el Cuadro 4, se realiz6 la observacion
en un microscopio electronico, marca Zeiss modelo EM900, a 50 Kv. Se tomaron

imagenes en placas fotogréaficas, marca Kodak 4489, se revelaron e imprimieron.

Determinacion de la actividad enzimatica
Para identificar el tipo de actividad enzimatica presente en los miracidios, se
empled el siguiente sustrato, el cual se ha utilizado para evidenciar a las proteasas
del parasito adulto (Cordova et al., 2001; Law et al., 2003; Rege, et al., 1989;
Smith et al., 1994):

Z-Phe-Arg-NHMec (NHMec = Metilcoumarina-7 amida) (Sigma).
Para un volumen final de 1 mL, se agrego ditiotreitol (DTT) 5 mM, 13 pumol del
sustrato y se disolvieron en amortiguador de Tris 1.0 M, pH 7.0. A continuacion, se
adicionaron 60 pg de proteina total de cada una de las muestras, a la mezcla
anterior, se incubo a 37°C y se realizaron las lec turas en un espectrofotometro de
fluorescencia (Marca Perkin Elmer), a una longitud de onda de excitacion 370 nm
y emision 440 nm.
Se realizd un ensayo de inhibiciébn de cistein-proteasas, agregando MMTS (5-
metil, metano-tiosulfonato) a concentracién final de 100 y 500 uM. Ademas, se
verifico el efecto de agregar un potenciador: DTT, a una concentracion final de 500
UM.
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Cultivo de caracoles Lymnaea humilis

El lodo colectado se filtr6 a través de una malla para la eliminacién de piedras,
plantas, entre otros residuos; y se coloco en charolas, se le adicioné carbonato de
calcio, en una relacion de 4g/kg de tierra. Se esterilizé en autoclave (121 Ib, 20
minutos). En cajas Petri se colocé una capa del lodo y se dejo secar hasta obtener
una superficie firme y uniforme. Los caracoles colectados se depositaron en las
cajas para comenzar su ciclo de reproduccion; se alimentaron con alga verde 2 a 3
veces por semana, cuando son pequefos. Una vez que cumplieron 20 dias de
vida, se alimentaron con alga y con alimento comercial para peces. Los caracoles
seguian su crecimiento hasta que ovopositaban y se obtenian las masas ovigeras,
las cuales contenian caracoles, los que al salir de estas masas se pasaban a

nuevas cajas con lodo y asi continuar el ciclo.

Andlisis de proteinas de caracoles L. humilis infectados con miracidios de  F.
hepatica

Se llevaron a cabo tres ensayos distintos, adicionando:

1.- 1 caracol.

2.- 0y 3 miracidios + 1 caracol.

3.- 0y 3 miracidios + 1 caracol + 2 pg de una mezcla de inhibidores de proteasas
comercial SIGMA.

Se prepararon amortiguadores de fosfatos (0.01M) y de glicina (0.01M) de pH 7.0,
del cual se tomaron 50 puL y se colocaron en pozos de placas de ELISA. En primer
lugar se colocaron los miracidios y enseguida se pusieron en contacto con los
caracoles. Se tomaron los sobrenadantes a las 0 y 20 horas, manteniendo la
temperatura constante (23°C).

Estos ensayos se hicieron en 6 repeticiones cada uno. Se colectaron los
sobrenadantes y se analizaron mediante electroforesis en geles de acrilamida al
8%.
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VARIABLES DEL ESTUDIO

Variables Dependientes:

» Presencia de banda con actividad de proteasa: variable dicotomica.
» Proteasas degradan o no sustratos: variable cualitativa.
* Proteasas se inhiben o no: variable cualitativa.

» Actividad enzimatica: degradacion del sustrato: variable dicotomica.

Variables Independientes:
* Fuente de proteasas: nominal; extractos crudos, sobrenadantes o productos

de excrecion secrecion de adultos o miracidios.

» Tiempo: variable numérica continua.
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RESULTADOS

Colecta de huevos y parasitos adultos de  F. hepatica

Se realizaron 27 visitas al Rastro Municipal de Toluca, Estado de México, en el
periodo de agosto de 2006 a junio de 2007, y se colectaron huevos y parasitos
adultos de F. hepatica, a partir de higados con lesiones. Se contaron y los datos
obtenidos se graficaron de acuerdo a la fecha de colecta, obteniéndose el mayor
namero, tanto de huevos como de adultos, en los meses de septiembre a
diciembre, como era de esperarse pues son los meses de lluvias, cuando la

transmision de F. hepatica es maxima (figura 9).

Estudios de microscopia electronica de transmision

Se obtuvieron cortes semi-finos de los “botones” de miracidios, los cuales se
revisaron y analizaron y a partir de ellos se determiné la region que se someteria a
cortes finos. Los miracidios midieron 50 pm de largo x 14 pm de ancho (figura 10).
Se observo que la superficie del miracidio estad rodeada de células aplanadas con
multiples cilios. El extremo anterior en la mayoria de los cortes es mas ancho en
comparacion con el resto del miracidio. Presenta una papila apical, la cual se
proyecta externamente en forma nodular y ocasionalmente asemeja estar
contraida con retraccion de la estructura papilar. Por debajo de las células ciliadas,
se aprecia otro grupo de células de forma aplanada, con mayor afinidad tintoreal y
un nucleo sin forma definida. A partir del segundo tercio y hasta el extremo
posterior se observan otras células, las cuales no tienen una forma especifica,
estan intensamente tefiidas y no presentan nucleo. Asimismo, en el interior del
parasito las diferentes células descritas estan delimitadas por una matriz

extracelular de poca afinidad tintoreal y de discreto aspecto fibrilar. También se
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observaron algunas estructuras vesiculares de aspecto homogéneo sugerentes de
vacuolas lipidicas (figura 10).

No se pudieron identificar diferencias entre los parasitos incubados a pH 5.0 y
aquellos de pH 7.2 en los cortes semi-finos obtenidos de los miracidios (figura 11).
Al analizar los cortes finos se observd que el miracidio posee una estructura
prominente en el extremo anterior, la cual corresponde a la papila apical,
delimitada por una membrana de moderada electrodensidad, de aspecto fibrilar y
superficie irregular. Dentro de esta papila se encuentran unas vesiculas de forma
redondeada con diferente grado de electrodensidad, rodeadas de un halo
electroltcido, que miden aproximadamente 0.6 pum de diametro; ademas, se
observan otros cuerpos esféricos de mayor electrodensidad, de aproximadamente
0.2 um de didmetro (figuras 12 y 13). Entre la membrana externa y a cada lado de
la glandula apical se observan estructuras alargadas, que poseen vesiculas
redondas de moderada electrodensidad de 0.1 um, aproximadamente. Debajo de
la papila apical se observa material fibrilar denso e irregular (figura 13).

Toda la superficie del miracidio esta compuesta de células epiteliales que poseen
una gran cantidad de mitocondrias, y en cuya cara externa se encuentran
anclados varios cilios. Por debajo de dichas células se puede apreciar otro tipo
celular de forma alargada, con un nucleo de moderada electrodensidad que
abarca la mitad del citoplasma; se identific6 una gran cantidad de cuerpos
esféricos, muy pequefios y electrodensos en el citoplasma (figura 14). También se
observaron algunas fibras alargadas electrodensas, las cuales se ubican entre
estos dos tipos celulares y de acuerdo a lo descrito, corresponden a fibras
musculares (figura 14).

La parte posterior del miracidio termina en forma triangular, las células
predominantes son germinales, las cuales no presentan una forma definida; se
caracterizan por poseer un nucleo muy grande que ocupa la mayor parte del
citoplasma; no se lograron identificar otras estructuras en el citoplasma y no se

logré apreciar otro tipo celular (figura 15).
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Se formaron dos grupos de miracidios, y se incubaron en dos amortiguadores a
pH 5.0 y 7.2; las estructuras principales que se compararon fueron las del extremo
anterior de los parésitos, enfocandose en la papila apical, pues es donde se
encontraron las vesiculas de interés y por donde el parasito hace contacto con el
hospedero para penetrar (figuras 12 y 13). Se encontré que en aquellos miracidios
incubados a pH 5.0 las mitocondrias de las células epiteliales habian sufrido
alteraciones, ya que se observan con las crestas deformadas y eran de tamafio
anormalmente grande (figura 16). A nivel de la glandula apical, los principales
cambios fueron que a pH 5.0, el contenido de las vesiculas es menos
electrodenso, lo que indicaria que la sustancia que se encuentra en el interior es
diferente 0 se ha perdido , ademas, se observa un mayor niamero de estas

estructuras con un halo electrolucido (figura 17).

Obtencion de las proteinas de excrecion-secrecion y somaticas del parasito
adulto y del miracidio de F. hepatica

La concentracion y cantidad total de proteinas obtenidas de los diferentes
extractos producidos de miracidios y adultos de F. hepatica, se muestran en el
cuadro 5. Como puede observarse, la cantidad de proteina obtenida de cada
miracidio es 10,000 veces menor que de cada adulto, lo que es congruente con la
diferencia en sus tamafios, un adulto mide aproximadamente 20 a 30 mm de largo,

mientras que un miracidio es de 50 a 80 pum.

Produccién de antisueros

En el cuadro 6 se presentan los datos de los titulos de los antisueros de conejo y
de raton producidos contra los extractos somatico, productos de E-S, las

catepsinas L1y L2 del adulto, y los miracidios de F. hepatica.
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Patrén electroforético de los extractos de F. hepatica

Se obtuvo una mejor separacion de las proteinas en geles al 11% de acrilamida
(figura 18). Como se puede observar, la mayoria de las proteinas E-S del adulto
se encuentran presentes entre las proteinas somaticas, mientras que la mayor
parte de las proteinas del extracto completo de los miracidios son diferentes a
ambas muestras del parasito adulto. El E-S presentd 15 bandas, las cuales van de
5 a 210 kDa, mientras que en la muestra de proteinas somaticas con E-S del
adulto se identificaron 19 bandas, las cuales se encontraban en un rango de 10 a
210 kDa. Las proteinas somaticas sin E-S presentaron el mismo rango de peso
molecular, sin embargo, desaparecieron algunas bandas y otras tuvieron una
intensidad menor, por ejemplo las que van de 60 a 100 kDa. En las tres muestras
mencionadas del parasito adulto se identificaron, de acuerdo a su peso molecular
(27 y 29 kDa), a las catepsinas L1 y L2. En el extracto completo de los miracidios
se encontraron 14 bandas, las cuales presentan pesos moleculares en un rango
de 18 a 115 kDa (figura 18).

Western blot

Se realizaron ensayos de western blot para comparar los patrones de
reconocimiento cruzado homologo y heterdlogo con el fin de encontrar antigenos
Unicos y compartidos entre los estadios (cuadro 7 y figura 19). El suero anti-E-S
identificé bandas en su antigeno homélogo, en el somatico y en menor proporcion
en las proteinas de los miracidios. Los anticuerpos anti-somatico del adulto
reconoce en ambas muestras del adulto y del miracidio. En ambas preparaciones
del adulto las proteinas mas fuertemente reconocidas son aquellas de 27 y 29
kDa, que corresponden a las catepsinas L1 y L2; esto se confirm6 con el suero
anti-Catepsinas. Se observdé que los anticuerpos anti-E-S y anti-somatico del

adulto reconocen algunas bandas en el antigeno de los miracidios, pero los
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anticuerpos anti-Catepsinas L1 y L2 dieron resultados negativos (cuadro 7 y figura
19). El suero de ratdén con anticuerpos anti-miracidio reconociéo 12 bandas del
antigeno homologo; en las preparaciones del adulto y aun del caracol se observan
algunas bandas. Los anticuerpos anti-L. humilis reconocieron algunas bandas en

el somatico del adulto y el miracidio, pero no en los productos de E-S.

Zimografia

Para realizar las zimografias se probaron diferentes condiciones, como la
concentracion de gelatina en el gel;, como la recomendada por la literatura es
0.1%, se probo ésta, asi como 0.05% y 0.01%, se encontré que la Ultima opcion es
la que permitia observar la degradacion adecuadamente.

En cuanto al tiempo de los lavados y de incubacion de los geles en el
amortiguador, los estudios previos recomiendan dos opciones, ambas a 37°C y
agitacion lenta: 2 lavados de 30 minutos e incubacién por 2 horas y 2 lavados de
60 minutos e incubacion toda la noche, siendo la primera la que permitio observar
las proteasas mas nitidamente. En otra prueba se verifico el efecto de agregar
Triton X-100 al amortiguador para llevar a cabo los lavados, ya que se sabe que
este compuesto permite la renaturalizacion parcial de las proteinas. Lo que se
encontré fue que su uso mejora los resultados, pues cuando no se agrega al
amortiguador de incubacién se pueden observar las bandas proteicas, pero no hay
actividad proteolitica.

Se verifico el efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica y se encontré
gue al calentar las muestras a 92° C se perdia la capacidad de degradar la
gelatina, por lo que en adelante se emplearon las muestras sin someterlas a altas
temperaturas. Asimismo, se corrieron las muestras obtenidas a partir de los
parasitos que se lavaron en dos diferentes amortiguadores, como la solucion
salina amortiguadora de fosfatos (PBS) y solucién de glicina, ambas a pH 7.2,

siendo la ultima la que permitio observar mas proteasas activas, mientras que el
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PBS inhibia a algunas enzimas. Las muestras de E-S y sométicas del adulto
necesitan la presencia de DTT para poder observar las proteasas activas, por lo
gue en todos las pruebas se les adiciono este agente.
Después de varios ensayos se comprobd que las mejores condiciones para
observar las bandas de proteasas eran:

a) Gelatina de piel de cerdo al 0.01%.

b) Tiempo de lavado: dos veces con amortiguador de incubacion, con Triton X-

100 al 2.5%, 30 minutos y a 4° C (reducida actividad enzimatica).
c) Incubacién con amortiguador de incubacién durante 2 horas, agitacion
lentay a 37°C.

Una vez estandarizada la zimografia se corrieron las muestras proteicas del
parasito adulto y de los miracidios. Se observé que los productos de excrecion-
secrecion del adulto presentan siete bandas de degradacion, con los siguientes
pesos moleculares: 27, 29, 37, 40, 48, 70 y 90 kDa. En la preparaciéon somatica
del adulto se encontraron seis proteasas de 32, 35, 47, 55, 70 y 80 kDa. En las
proteinas solubles obtenidas de los miracidios en ausencia de DTT, se pueden
observar ocho bandas, cuyos pesos moleculares son: 20, 27, 40, 45, 70, 90, 93 y
112 kDa; cuando se agregd el agente reductor cambio el patrén, observdndose
soélo cuatro bandas de 28, 40, 45 y 93 kDa. En cuanto a las proteinas contenidas
en el “botén” de los miracidios (proteinas no solubles), se identificaron ocho
bandas en ausencia de DTT, las cuales tenian un peso aproximado de 22, 40, 45,
80, 90, 93 y 180 kDa. En la muestra del boton con DTT, se aprecian las bandas de
40 y 93 kDa (figura 20).

Actividad enzimética

Al agregar las muestras de E-S, el extracto completo y las proteinas del
sobrenadante de los miracidios a la mezcla de reaccion, inmediatamente

comienzan a degradar el sustrato Z-phe-arg-NHMec, lo que indica la presencia de
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enzimas proteoliticas. EI MMTS, agente reductor de cisteinas, inhibié la actividad
enzimatica, lo que se observo por una disminucion de la fluorescencia. Cuando se
agrego el MMTS a la muestra de E-S se inhibid casi por completo la actividad
proteolitica, sin embargo, el efecto de este compuesto sobre la muestra del
extracto completo y del sobrenadante de los miracidios fue menor pues no
desaparece la actividad. En las tres muestras mencionadas se observo que la
inhibicion es reversible ya que cuando se agreg6 el DTT (potenciador de la
actividad de cistein-proteasas) se recupero la actividad proteolitica, sin embargo,
también existen diferencias entre los E-S y los miracidios, ya que en éstos Ultimos

tarda mas tiempo en recuperar la actividad enzimatica inicial (figura 21).

Patron proteico de caracoles L. humilis infectados con miracidios de F.
hepatica

El andlisis de las proteinas de los caracoles Lymnaea humilis, retados con tres
miracidios, indican que cuando infectan al molusco su patrén proteico se modifica,
en comparacion con el limnéido no infectado o cuando se adicionan inhibidores de
proteasas el patron proteico del caracol se mantiene (figura 22).

34



DISCUSION

El miracidio de Fasciola hepatica es una larva ciliada que invade caracoles del
género Lymnaea, en los que se lleva a cabo su desarrollo hasta llegar a cercaria;
después sale para enquistarse y entonces es ingerida por el hospedero definitivo y
de esta manera continuar su ciclo bioldgico. Las fases infectantes de los
hospederos definitivo e intermediario son diferentes en muchas caracteristicas
morfolégicas y funcionales. Sin embargo, ambos estadios deben destruir tejido
para invadir a su hospedero. Los resultados obtenidos por medio de microscopia
electronica de transmision permitieron corroborar la presencia de vesiculas
esféricas con contenido granular en la papila apical. Al analizar los miracidios
incubados a pH 5.0 se observé que las mitocondrias de las células epiteliales
estaban dilatadas; pero el efecto mas notorio fue aquel observado en las vesiculas
de la papila apical, las cuales presentaron menor electrodensidad, lo que sugiere
gue el contenido cambié o desaparecié. No se conoce el contenido de dichas
vesiculas, sin embargo, Buzzell (1983) encontré que la glandula apical se tifie con
Azul Victoria-acido perférmico (PFA-VB), tincidon para identificar cisteinas, lo que
indica la presencia de proteinas. Ademas, Kendall (1965), demostr6 que al
encontrar a su hospedero la primera parte del miracidio que se pega es la papila
apical, de la cual se liberan sustancias que lisan el epitelio del caracol por donde
penetra; por lo que el contenido de estas vesiculas podria estar participando en el
proceso. Esta idea es apoyada por el estudio realizado por Cruz-Mendoza y
colaboradores (2006), quienes indican que el pH del medio afecta la viabilidad de
los caracoles Lymnaea humilis cuando estan en presencia de miracidios de F.
hepatica: los moluscos co-incubados con miracidios a pH 5.0 mueren sin
infectarse. Los autores sugieren que este hecho podria deberse a que el parasito
muere a pH 5.0 y libera proteasas activadas que matan a los caracoles. El
presente estudio confirmoO la presencia de proteasas en el miracidio de F.
hepatica; sin embargo, es importante notar que aparentemente son diferentes a

las del parasito adulto. Debido a las diversas funciones propuestas para las
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enzimas proteoliticas de F. hepatica (siendo las mas importantes las cistein-
proteasas), se afirma que juegan un papel muy importante en el ciclo biolégico del
parasito, por ello muchos trabajos se han enfocado en su estudio, principalmente
en las del adulto y menos sobre la presencia en otros estadios. El hecho de haber
encontrado proteasas en el miracidio de F. hepatica concuerda con la idea de que
las necesita para poder llevar a cabo ciertas actividades, como la invasion de su
caracol hospedero. Ademas, se sabe que los miracidios de otros trematodos,
como F. gigantica y S. mansoni, también expresan proteasas. Mohamed y
colaboradores (2005) estudiaron la actividad proteolitica presente en algunos
estadios de F. gigantica, desde huevos de 0 a 12 dias hasta miracidios y adultos.
Tanto el total de unidades como la actividad especifica de proteasas en los huevos
se incrementaron gradualmente del dia O al dia 12 de desarrollo; también en los
miracidios y los adultos hubo un incremento significativo en la actividad
proteolitica. Estos resultados los atribuyen a que los dos ultimos estadios invaden
tejidos de los hospederos, por lo que necesitan estas enzimas para lograrlo
(Mohamed et al., 2005).

Mediante los resultados obtenidos en este estudio se pudo identificar que el
miracidio de F. hepatica expresa proteasas diferentes a las del parasito adulto, ya
gue se observd que el patrén proteico de los miracidios es diferente al del adulto,
tanto para las proteinas de excrecidn-secrecidbn como las soméaticas. Ademas, en
el western blot se identific6 que son pocos los antigenos de los miracidios
reconocidos por los anticuerpos dirigidos contra proteinas del parasito adulto y
viceversa. Asimismo, se encontré que los anticuerpos purificados y dirigidos contra
las catepsinas L1 y L2, principales proteasas en el adulto, no reaccionan con
bandas equivalentes en el miracidio. Este ultimo presenta actividad proteolitica, lo
gue se pudo corroborar ya que posee proteinas que degradan la gelatina; sin
embargo, éstas presentan pesos moleculares diferentes a las proteasas
encontradas en los productos de E-S y entre las proteinas soméaticas del adulto,
con distinta sensibilidad a la presencia de DTT. De acuerdo a los pesos

moleculares obtenidos, se pudo apreciar que son 9 bandas con actividad de
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proteasa. Ademas, algunas de las proteinas de los miracidios, tanto del extracto
completo como de las solubles, presentaron actividad enzimatica del tipo de las
cistein proteasas, ya que fueron capaces de degradar el sustrato comercial Z-phe-
arg-NHMec y fueron inhibidas por MMTS y activadas por DTT. Los resultados
demostraron que el miracidio no expresa las principales proteasas del adulto
(Catepsinas L1 y L2), pero no se pudo descartar que una de las que si expresa
sea la que utiliza por el parasito joven (adolescaria) para invadir al hospedero
mamifero, la Catepsina B: el sobrenadante del miracidio presentd una proteasa de
29 kDa en presencia de DTT compatible con esta posibilidad (Law et al., 2003).

Mediante la técnica de despliegue diferencial (“differential display”), se ha
estudiado la variacion de expresion de diversos genes entre el adulto y las formas
juveniles de F. hepatica, observandose 22% de bandas especificas para el estadio
adulto y 14% del parésito joven. Estos resultados indican que existe un gran
cambio en la expresion genética durante el desarrollo del parasito (Reed, 1998), lo
gue apoya la idea de que el miracidio también presenta un cambio en las
proteinas expresadas. Ademas, se ha visto que en otros parasitos, como S.
mansoni, ambos estadios (miracidio y adultos) expresan cistein proteasas, sin
embargo, se ha comprobado que no son las mismas, lo que indica que hay un
cambio en la expresion de proteinas funcionales (Asch y Dresden, 1979; Chapell y
Dresden, 1987; Smith et al., 1994; Brady et al., 1999). Se sabe que todas las fases
de S. mansoni poseen cistein-proteinasas, teniendo de mayor a menor actividad el
extracto completo del parasito adulto, los productos de excrecién-secrecion, la
cercaria, el miracidio, la esquistosomula, los huevos y el esporoquiste (Marikovsky
et al., 1988; Monroy y Dresden, 1996; Dalton et al., 1997). Se cuenta con algunos
informes sobre actividad proteolitica en el miracidio de S. mansoni; las proteasas
parecen estar localizadas en las glandulas laterales de penetracion del extremo
anterior del parasito (Eklu-Natey et al., 1985; Yoshino et al., 1993; Fryer et al.,
1996). Yoshino y colaboradores (1993) demostraron la presencia de proteasas en
extractos de miracidios y de esporoquistes de S. mansoni, asi como en productos

de excreciéon-secrecion obtenidos de miracidios incubados 24 horas en un medio
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nutritivo. Dichos autores encontraron, mediante ensayos de actividad enzimatica,
gue los extractos de miracidios y de esporoquistes fueron capaces de degradar el
sustrato CBZ-Phe-Arg-NHMec, siendo 2 a 7 veces mas alta la actividad especifica
en los miracidios que en los esporoquistes. Con el uso de inhibidores de tiol-
proteasas (E-64 y leupeptina) observaron que disminuia la actividad proteolitica. El
pH 6ptimo fue determinado, probando en un rango de pH de 3 a 7, y se identifico
gue a pH 6.0 se presenté la mayor actividad. Ademas, identificaron que las bandas
de 19 y 36 kDa eran las que poseian actividad de enzimas proteoliticas. En este
mismo trabajo se reportd el aislamiento de proteinas del plasma del caracol
Biomphalaria glabrata, las cuales fueron degradadas por las proteasas del
esporoquiste de S. mansoni. Fryer y colaboradores (1996) confirmaron la
presencia de tiol-proteasas en los miracidios de S. mansoni, gracias al uso de un
inhibidor de dichas enzimas que se encuentra en el plasma de B. glabrata. Se ha
propuesto que la liberacion de dichas enzimas proteoliticas podria jugar un papel
importante en la penetracion e invasion de los tejidos de los caracoles
hospederos, adquisicion de nutrientes por medio de la digestién extracelular de
proteinas del caracol o modulacion de la respuesta de defensa por parte del
hospedero (Yoshino et al, 1993; Fryer et al, 1996). Ademas, se ha analizado que
las CL1 y CL2 presentes en el parasito adulto de S. mansoni, no son las mismas
enzimas proteoliticas que las del miracidio ni de los huevos (Brady et al., 2000).
Estas afirmaciones también apoyan la idea de que el miracidio de F. hepatica
expresa proteasas con caracteristicas diferentes a las del adulto, sin embargo, se

necesitan algunos estudios mas para comprobar esto.
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CONCLUSIONES

El miracidio de Fasciola hepatica produce al menos 9 proteasas.

Algunas de las enzimas proteoliticas del miracidio de F. hepatica pertenecen al

tipo de las cistein-proteasas.

El miracidio de Fasciola hepatica expresa proteasas diferentes a las de excrecion-

secrecion y somaticas del parasito adulto.
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PERSPECTIVAS

Seria interesante determinar el tipo de cada una de las proteasas expresadas por
el miracidio de F. hepatica, con el uso de otros sustratos fluorogénicos
comerciales, ademas de inhibidores y potenciadores de actividad enzimatica. Se
cuenta con la tecnologia, espectrometria de masas, para secuenciar alguna(s) de

las proteasas encontradas y verificar a qué corresponden.
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CUADROS

Cuadro 1. Tipos celulares y estructuras componentes del miracidio
de Fasciola hepatica

Tipo de
células / NUumero Ubicacion Caracteristicas
Estructuras
Células 21 Superficie Acomodadas en 5 hileras (6, 6, 3, 4, 2).
epiteliales Su ndcleo se localiza al centro, con
grandes cantidades de cromatina (en
granulos de diferente tamafio).
Entre las Su citoplasma es granular denso,
Crestas Se células contiene vesiculas unidas a la
intercelulares desconoce epiteliales membrana y electro-opacas. Poseen
cuerpos membranosos con pequeias
cantidades de material electro-opaco.
Se une a las papilas.
Capa Se Debajo de Parece estar hecha de restos de
citoplasmica desconoce las células citoplasma, conecta las crestas
epiteliales intercelulares con las células
vesiculadas.
Fibras 12a22 Debajo de Mas grandes en el extremo anterior y
musculares la capa posterior
longitudinales citoplasmica
Fibras 30 Debajo de Citoplasma granular, con grandes
musculares la capa mitocondrias y agregaciones de
circulares citoplasmica glucoégeno. Pueden ser enucleadas
Células 10a 20 Debajo de 3 grupos: 1. En region detras del poro
vesiculadas la capa excretor. 2. En region detras del
citoplasmica cerebro. 3. En region anterior del
y de las cerebro: se comunica con la base de la
fibras papila apical. Son largas y aplanadas.
musculares Su nucleo se localiza de manera central,
tienen un reticulo endoplasmico
prominente en el citoplasma perinuclear.
Poseen vesiculas electro-opacas
(iguales a las vesiculas de las crestas
intercelulares).
Células Se Debajo de Se desconoce
germinales  desconoce las células
vesiculadas
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Cuadro 2. Algunas técnicas empleadas para demostrar
la presencia de ciertos componentes en las glandulas
del miracidio de F. hepatica

Glandula Glandula

Técnica Fundamento .
apical lateral
PAS Carbohidratos Neg Pos
PAS + saliva Carbohidratos Neg Pos
Azul alciano Mucop,ol.lsacandos Neg Neg

acidos
Negro Sudan Lipidos Neg Neg
HgBPB Proteinas Neg Neg
. Triptofano unido a

DMAB-nitrito proteinas Neg Neg
PFA-VB Cisterna Pos Neg
VB Glandulas Pos Neg

PAS= Acido peryddico, HgBPB= Azul de bromofenol mercirico, DMAB-
nitrito= Dimetilaminobenzaldehido-nitrito, PFA-VB= Acido perférmico,
VB= Azul Victoria.
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Cuadro 3. Algunas proteasas reportadas de Fasciola hepatica

Peso Estadio
Nombre molecular que 1a Otras caracteristicas Referencia
(kDa) expresa
Parasito 339 aa proteinainmaduray Law et al.
Catepsina -- joven 254 aa proteina madura. 2003
B Exopeptidasa. Degrada
gelatina.
Catepsina 25 Parasito Cistein-proteasa Cordova et
L1 adulto al. 2001
Catepsina 26 Parasito Cistein-proteasa Cordova et
L2 adulto al. 2001
46 Degradan gelatina. Activas
Proteasas 44 Parasito  enrango de pH: 4.5 a 8.0. Dalton y
de 42 adulto  Cistein-proteasas (inhibidas Heffernan.
excrecion- 40 por PMSF, iodoacetamida y 1989.
secrecion 28 estimuladas por cis y DTT).
27.5
88 Degradan gelatina. Activas
Proteasas 83 Parasito  enrango de pH: 3.0 a 4.5. Dalton y
de 80 adulto  Cistein-proteasas (inhibidas Heffernan.
excrecion- 76 por PMSF, iodoacetamida y 1989.
secrecion 60 estimuladas por cis y DTT).
En productos de E-S.
Catepsina -- Parasito  Degrada colageno tipo llly Berasain et
L1 adulto IV, laminina y fibronectina. al. 1997.
No degrada elastina.
En productos de E-S.
Catepsina -- Parasito  Degrada colageno tipo llly Berasain et
L2 adulto IV, laminina y fibronectina. al. 1997.

No degrada elastina.

--=no se reporta; aa=aminoacidos; PMSF=fenilmetilsulfonil fluoruro; DTT=Ditiotreitol;

cis= cisteina; E-S=Excrecidon-Secrecion.
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Cuadro 4. Procedimientos de microscopia electronica de transmision para el
estudio de Fasciola hepatica

Protocolo de . Southgate, Meaney et al,
esta tesis Wilson, 1969 1970 2004
Miracidios Miracidios L L
. > . Miracidios Parasitos
Espécimen recién recién
: : completos adultos
eclosionados eclosionados
Fiiacion Glutaraldehido  Glutaraldehi-  Glutaraldehido Gllét(??ol/d?h"
J 4% do 3% 6.5% °
sucrosa 3 %
Cacodilato de . Cacodilato de
Amortiguador  sodio 0.2 M, pH CaCHOd;'gto’ PBS 07'18'\"' PH " sodio 0.1 M,
7.2 pr 7. ' pH 7.4
Tiempo, . o . o 10 min-2 h, 4° 30 miny
Temperatura 60 min, 4°C 30 min, 4°C C cortados 4 h
Cacodilato
Cacodilato 0.2 PBS + sucrosa 0.1 M (pH
Lavados M (pH 7.2), 10 0.2%, dos 7.4) - sucrosa
min cambios, 4°C 3%, 24 h, 4°
C
0s0,4 1%, en
0 amortiguador
Pos-fijacién 0s04 1%, 1, 0OsO4, 4 h acetato-veronal 0s0O, 1%, 1 h
T amb )
de sodio, pH
75:1h
Etanol al 60, Etanol al 60,
70, 80, 90,
70, 80, 90, 95%: 4°C. 5
Deshidrata- 95%; 7 min. 3 2070 & L Serie de
- Alcohol min. 3 veces en
cién veces en etanol etanol
i etanol
absoluto;10 )
S absoluto;15
min; T amb S
min; T amb
) Oxido de
Oxido de propileno-
Intermediario propileno, 15 Tolueno (1:1),
min, 2 veces dos cambios,
30 min, T amb
Oxido de
propileno-resina A
(EPON 812) ?é'oi'loe gg
. L (2:1), 1 h. Mezcla prop
Pre-inclusion LN : ) Tolueno-
Oxido-resina Araldita-Epon ! o
: Araldita (1:1:1),
(1:1) 48-72 h. ; .
. 30 min, 60°C
Resina pura, 1
h, 60°C.
Inclusion Resina pura, 1 Resina Araldita, 8.5 h, Resina Aaar
h, 60°C. curada 60°C 9




Cuadro 4. Procedimientos de microscopia electronica de transmision para el
estudio de Fasciola hepatica
Continuacion

Semi-finos y Rejillas con Sobre rejillas
finos sobre formvary sin cubrir,
Cortes rejillas de cobre carbon cubiertas con
carbén o
colodion
Acetato de Acetato de Acetato de
C uranilo (4%) - uranilo — uranilo (3%) -
ontraste . . .
citrato de plomo citrato de citrato de plomo
plomo
Ky 50 60 60-80 100
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Cuadro 5. Concentracion y cantidad total de las proteinas obtenidas de los
extractos de miracidios y adultos de F. hepatica

Ndmero
Muestra Concentracion de mg mg/parasito
(mg/mL) parasitos colectados totales
(g tejido)
Productos 100
de E-S 12 (17.3) 46 046
Somatico 10,3 50 (8.0) 142,7 0091
sin E-S ! ' ' '
Somatico 15,9 15 (1.7) 27,0 3,04
completo
_EC 0.6 3000 1,0 0,0003
miracidios
Sobrenadante 0.6 2000 0.3 0,0002
miracidios
Boton 0,5 2000 0,1 0,0001
miracidios

Cuadro 6. Titulo de los sueros de conejo y de ratones inmunizados con proteinas

de F. hepatica y de L. humilis

Inmundgeno inrii%?zcgéa Titulo
Anti-E-S Conejo 1:256,000
Anti-Somatico Conejo 1:64,000
Anti-Catepsina Conejo 1:32,000
Anti-miracidios Raton 1: 16000
Anti-caracol Raton 1:16000
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Cuadro 7. Numero de bandas reconocidas, en tres muestras proteicas
del adulto, del miracidio y de caracoles, por los tres anticuerpos anti-F. hepatica
adulta, anti-miracidio y anti-L. humilis

Numero de bandas reconocidas en el antigeno:

Antisuero
contra: E-S de Somatico Caracoles L.
adultos adultos Miracidios humilis

E-S del adultos 11 7 4 0
Somatico adultos 8 16 7 3
Miracidios 4 4 12 3
Caracol L. humilis 0 2 1 7
Catepsll_nzas Lly 5 > 1% 0

* Banda muy tenue.
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Figura 1. Ciclo de vida de Fasciola hepatica.
Tomado de www.cbu.edu
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Figura 2. Diagrama que muestra la morfologia general de los
caracoles del género Lymnaea.
Tomado de Remane, 1989.
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Figura 3. Proceso de invasién del miracidio de F. hepatica a L. truncatula.
A, B y C. Union del miracidio (m) al epitelio del caracol (c), en los circulos se
puede observar lisis de las células epiteliales del molusco. D y E. Unién del
miracidio tejidos sub-epiteliales del molusco. F, G y H. Desarrollo del
esporoquiste (e). Tomado y modificado de Kendall, 1965.

60



ga

cel

v

Extension de

la capa sub- §\>

epidérmica

ceb

A B C

Figura 4. Diagrama que representa (A) el arreglo de las células epiteliales (ce)
del miracidio de F. hepatica y la presencia de una capa sub-epidérmica; (B)

superficie expuesta una vez que el parasito ha perdido las ce; (C) esporoquiste.

c= capa-sub-epidérmica; ga= glandula apical.
Tomado de Southgate, 1970.
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Figura 5. Diagrama que muestra la estructura celular de una seccion
transversal del miracidio de F. hepatica.
Tomado de Wilson, 1969.
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Figura 6. Estructura de la catepsina L1 de Fasciola hepatica.
A. Figura de cintas. B. Figura de densidades electrénicas.
Tomado de Stack, 2008.

Figura 7. Arbol filogenético en el que se muestra la ubicacion de las
catepsinas de Fasciola hepatica.
Tomado de Sajid y McKerrow, 2002
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Figura 9. Numero de adultos (a) y huevos (b) de F. hepatica colectados en el
Rastro Municipal de Toluca, Estado de México. Las cajas representan los
percentiles 75y 25; las rayas negras el percentil 50, t las barras los percentiles 90 y
10. Los nimeros en la parte superior indican el niUmero total de érganos
colectados. Los asteriscos y los circulos son resultados de 6rganos individuales
gue tuvieron cargas superiores al percentil 90.

64



Largo
40 pm

Largo
39 um

Largo
53 ym

Largo
50 pm

Figura 10. Corte semi-fino de miracidios de F. hepatica en los que se
indican las medidas. Tincién con Azul de Tolouidina.

pH 5.0 pH 7.0

Aumento 40x

Figura 11. Acercamiento de cortes semi-finos que muestran miracidios
de F. hepatica incubados a pH 5.0 y 7.2. Tincion con Azul de Tolouidina.
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Figura 12. Microfotografia del extremo apical del miracidio de F. hepatica.
Se puede observar una estructura predominante que corresponde a la
papila apical.
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Figura 13. Microfotografia de la estructura de la papila apical del
miracidio de F. hepatica, nétese las vesiculas esféricas.
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Figura 14. Microfotografia de un corte de la parte media del miracidio de F. hepatica.
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Figura 15. Microfotografia del extremo posterior del miracidio de F. hepatica.

Célula
L epitelial

‘\§Célula

germinal

|
1.7 ym

4400 x

68



pH 5.0 pH 7.0
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Figura 16. Microfotografias del extremo anterior de miracidios de F.
hepatica incubados en dos pH’s diferentes.
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pH 5.0 pH 7.0

O

1.1 pm 1.1 pm

Figura 17. Microfotografias de la papila apical de miracidios de F. hepatica
incubados en dos pH’s diferentes. En circulo se encuentra marcada una
vesicula con diferentes caracteristicas.
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Figura 18. Patron electroforético de las proteinas del parasito adulto y
de los miracidios de F. hepatica, en geles al 11% de acrilamida.
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Figura 19. Western blot que muestra las bandas de E-S, somaticas del
adulto, de miracidios de F. hepatica y L. humilis reconocidas por los
anticuerpos anti-somatico, anti-E-S y anti-Catepsinas L del parasito adulto,
anti-miracidios y anti-L. humilis. Los sueros negativos no presentan bandas.
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Figura 20. Geles de acrilamida-gelatina (0.01%) que muestran las
enzimas proteoliticas presentes en las muestras de adultos y miracidios
de F. hepatica. Las flechas indican bandas Unicas en cada muestra.
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Figura 21. a) Actividad proteolitica de los extractos de F. hepatica. b) Efecto del inhibidor
(MMTS, flechas rojas) y del potenciador (DTT, flechas verdes) de cistein-proteasas. La
actividad se midié afiadiendo el sustrato Z-phe-arg-NHMec (flechas negras).
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Figura 22. Gel de acrilamida (8%) que muestra el patrén proteico de
caracoles L. humilis infectados difiere con el del control negativo o
cuando se encontraban en presencia de inhibidores de proteasas.
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