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RESUMEN

Leucina aminopeptidasa (LAP) es una exopeptidasa que se localiza en las células
epiteliales en el tracto digestivo de Fasciola hepatica, ayuda a catabolizar los
péptidos generados por la degradacion de proteinas, mientras que la Catepsina L1
(CL1) es una endoproteasa involucrada en la evasion del sistema inmunoldgico,
ayuda al parasito a migrar y le permite obtener alimento. Debido a la importancia de
estas enzimas en la biologia del trematodo, se seleccionaron sus regiones mas
antigénicas in silico, la cual incluye los epitopos DGRVVHLKY en la posicién 54-62,
VTGYYTVHSGSEVELKNLYV en la posicion 119-137 y YQSQTCLPF en la posicion
161-169; el analisis de estructuras secundarias mostr6 3 hélices alfa, 8
plegamientos beta y 11 torsiones, ademas los dominios cataliticos estan
incompletos, por lo que no se espera actividad enzimatica. La union de las
secuencias se realizd6 mediante un PCR sobrepuesto y se subcloné en el sistema
pET15b/Rosetta para expresar una proteina quimérica de ~25 kDa, a la que se le
denomin6 rFhLAP-CL1. Se demostr6 la antigenicidad de la proteina quimérica
rFhLAP-CL1, al ser reconocida por los anticuerpos de bovinos con infeccion natural
del trematodo en un western blot. También se comprob6 la inmunogenicidad de
rFhLAP-CL1 al producir anticuerpos especificos en un modelo de conejos donde se
obtuvé un titulo final de 1:10,000. La proteina quimérica rFhLAP-CL1 puede ser
utilizada para el diagnéstico de la fasciolosis, y dada su capacidad inmunogénica,

podria evaluarse como vacuna subunitaria.

Palabras clave: Leucina aminopeptidasa, Catepsina L1, Fasciola hepatica,

inmunogénico, antigénico.
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ABSTRACT

Leucine aminopeptidase (LAP) is an exopeptidase localized to the epithelial cells
lining the gut of the adult fluke, it was postulated that this enzyme participates in the
final breakdown of small polypeptides and dipeptides previously generated by
cathepsin L, whereas cathepsin L1 (CL1) is an endoprotease involved in the evasion
of the immune system, helps parasites migrate and obtain food. Due to the
importance of these enzymes were analysed in silico to design a chimeric protein
containing the most antigenic sequences of LAP (GenBank AAV59016.1; amino
acids 192-281) and CL1 (GenBank CAC12806.1; amino acids 173-309). The cloned
681-bp chimeric fragment contains 270 bp from LAP and 411 bp from CL1,
comprising three epitopes: DGRVVHLKY (amino acids 54-62) from LAP,
VTGYYTVHSGSEVELKNLYV (amino acids 119-137) and YQSQTCLPF (amino acids
161-169) from CL1. Secondary structure analysis showed three alpha helices, eight
beta-pleated sheets, and eleven twists. The catalytic domains are incomplete
therefore, no enzyme activity is expected. The sequences were joined by
overlapping PCR, and the product was subcloned into the pET15b/Rosetta system
to express a chimeric protein of ~25 kDa, which was called rFhLAP-CL1.The
chimeric protein showed antigenic and immunogenic properties, was recognized in
Western blot assay using F. hepatica-positive bovine sera and induced strong
specific antibody responses following immunization in rabbits. The newly generated
chimeric protein may be used as a diagnostic tool for detection of antibodies against
F. hepatica in bovine sera and as immunogen to induce protection against bovine

fasciolosis.

Keywords: Leucine aminopeptidase, Cathepsin L1, Fasciola hepatica,

immunogenic, antigenic.
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1. Antecedentes

La fasciolosis es ocasionada por los trematodos Fasciola hepatica y F.
gigantica; en México sOlo se encuentra la primer especie y afecta a animales en
pastoreo como bovinos, ovinos, y caprinos, esporadicamente infecta animales
silvestres como liebres, ciervos, conejos, nutrias, cerdos, caballos y ocasionalmente

infecta al humano (Soulsby, 1987).

La importancia de esta parasitosis se debe a la repercusion econémica en
los sistemas de produccion pecuaria, los decomisos de higados asi como la
afectacion de los pardmetros productivos, por otra parte en el area de salud
humana, la fasciolosis es reconocida como una zoonosis emergente. En el reporte
de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO 2007), se estim6 que existen entre
2.4y 17.0 millones de personas infectadas, principalmente en Bolivia, Peru, Egipto,
Vietham y Cuba. En México aunque existen pocos estudios, se detecté una
seroprevalencia entre 0.13 y 1.9% en poblaciones infantiles en el Distrito Federal
(Fernandez et al., 1999, Gutiérrez et al., 2000, Martinez-Barbabosa et al., 2006).

1.1. Descubrimiento del ciclo de vida de Fasciola hepatica

Demostrar el ciclo biolégico de fasciola fue un gran reto, la primera vez que
se menciond la infeccion por F. hepatica fue en 1379 por Jean de Brie, quien por
encargo del rey Carlos V de Francia, escribié un tratado sobre el manejo de los
rebafios de ovinos y la produccién de lana. En 1523, el abogado inglés Sir Anthony
Fitzherber utilizd el término “flokes” que después se modificaria por “flukes”; el
nombre de “fluke” deriva del antiguo vocablo anglosajén “floc”, que significa
“flounder” (un tipo de pez). Por otra parte, los antiguos tratados espafioles
describieron al trematodo con nombres como “coscojo, caracolillo o palomita”. La
aportacion de Francesco Redi en 1668 fue puntualizar que la forma del trematodo

era semejante al del pez llamado lenguado y enfatiz6 su localizacién en los ductos



biliares, mientras que Godefridus Bidloo en 1698, describi6 el tamafio, forma, color
asi como algunos érganos internos y reconocié que la fasciola es hermafrodita
(Rojo—Véazquez et al., 2012).

En 1800 Zeder cbservo la incubacion y eclosién de un huevo de trematodo,
y siete afilos mas tarde, Nitzsch observaria una cercaria en el momento que perdio
la cola y quedaba cubierta por una sustancia gelatinosa. Debido a que se creia que
los huevos eran la fase infectante, en 1862 Simonds intent6 infectar una oveja con
varios miles de huevos, seis meses mas tarde sacrificé al ovino pero no encontré
algun parasito en el higado. Entonces Von Siebold empleé la teoria de Steenstrup
(Principio de alternacion de generaciones) y llegé a una nueva conjetura: la fase
gue se encuentra en los animales invertebrados es la fase infectante de los
vertebrados, y es en éstos donde se encuentra la fasciola sexualmente madura.
Tedricamente el ciclo biologico de los trematodos se fue entendiendo, asi en 1855
Valette publicé los resultados del ciclo de otro trematodo: infecté aves con cercarias
enquistadas procedentes de caracoles y éstas alcanzaron la madurez sexual dentro

de las aves (Flores 1986).

Otra aportacion importante la realiz6 Weinlard en 1875 cuando describi6 la
cercaria que corresponde a F. hepatica y sugiere que dicha fase se desarrolla en
Lymnaea trucatula. Mas adelante, en 1857 Wagener observé la penetracion del
miracidio en el caracol asi como su desarrollo en redia; a finales de 1882 y principios
de 1883 Leuckart y Thomas trabajando de forma separada dan a conocer que
Lymnaea truncatula es el hospedador intermedio de fasciola, logrando describir el

ciclo completo de F. hepatica (Andrews 1999).



1.1.1. Ciclo de vida de F. hepatica

Los huevos de F. hepatica son ovalados, de color dorado debido a la proteina
quinona y tienen un opérculo en un extremo, éstos pasan de la vesicula biliar al
intestino y salen con las heces (Dunn 1983). Un trematodo adulto puede producir
de 2000-2500 huevos por dia de manera inconstante, con variacion estacional en

primavera y otofio (Rojo-Véazquez et al., 2012).

Cuando el huevo eclosiona, una larva ciliada llamada miracidio sale por el
opérculo y nada hasta encontrar un molusco de los géneros Lymnaea, Fossaria 0
Pseudosuccinea; antes de las 24 horas, penetra en €l y continua su desarrollo.
Dentro del molusco el miracidio da lugar al esporocisto joven que llega a medir 1
mm de largo; éste puede formar hasta tres generaciones de redias hijas, que

llegaran a la fase de cercarias (Dunn 1983, Soulsby 1987).

En seguida las cercarias que ya tienen un sistema digestivo no funcional, un
sistema excretor y dos ventosas, son expulsadas al exterior, nadan un par de horas
hasta encontrar una superficie firme y se fijan a las plantas acuaticas, incluso debajo
del nivel del agua. Inmediatamente pierden la cola y se enquistan, transformandose

en metacercarias, para ser infectantes deben transcurrir de 2 a 3 dias (Dunn 1983).

Finalmente la infeccion del hospedador definitivo tiene lugar durante el
pastoreo al ingerir la fase infectante en las plantas, el agua contaminada, en el heno
o silos mal preparados. Es importante mencionar que no todas las metacercarias
logran implantarse en el higado, algunas se pierden en las heces o durante la
migracion, aproximadamente el 40% llegan a implantarse. La infectividad de la
metacercaria esta influenciada por la temperatura ambiental durante su desarrollo

dentro del molusco y al momento de enquistarse (Rojo-Vazquez et al., 2012).



Cuando la metacercaria atraviesa el tracto digestivo y llega al rumen,
empieza el proceso de desenquistamiento; el parasito detecta la temperatura de
39°C asi como las concentraciones elevadas de dioxido de carbono; el ambiente
reductor mas el estimulo de la bilis ocasionan que la adolescaria emerja en el
intestino. En las siguientes 2 horas, el trematodo recién desenquistado penetra la
mucosa intestinal y después de 9 horas se encuentra en la cavidad abdominal.
Comunmente el parasito inmaduro cruza el peritoneo, pero en ocasiones
extraordinarias viaja por los vasos sanguineos y llega a otros 6rganos como el
pulmon, los nédulos linfaticos, el tejido subcutaneo o el Gtero. El periodo errante en
cavidad abdominal es de 6 dias, mientras que el tiempo que tarda en migrar a través
del parénquima es de aproximadamente 7 semanas. Al llegar a los conductos
biliares en la octava semana posinfeccion en ovinos y en la décima semana en
bovinos alcanza la madurez sexual, y enseguida aparecen los primeros huevos en
la bilis y después en heces (Dunn 1983, Soulsby 1987, Rojo-Vazquez & Ferre-Pérez
1999).

Los parasitos adultos tienen forma de hoja y su tamafio varia dependiendo
del tipo de hospedador (ratén, conejo, bovino o caballo); de forma general se
menciona que miden aproximadamente 5 cm de largo por 1.5 cm de ancho; son de
color gris y tienen una cuticula cubierta de espinas dispuestas en direccidn posterior
(Dunn 1983), ver Figura 1.
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Figura 1. Ciclo de vida de F. hepatica.




1.2. Epidemiologia de la fasciolosis en México

La epidemiologia de la fasciolosis en ganado, ademas de estudiar la
enfermedad en la poblacion y los factores que determinan la presencia de ésta,
abarca el estudio de la prevalencia e intensidad de la infeccion, asi como su impacto

clinico, econémico y control en los animales.

1.2.1. Frecuencia de la fasciolosis en México

En el Cuadro 1 se muestran los datos de frecuencia de la fasciolosis bovina
en los estados de la Republica Mexicana (Quiroz 2010). A pesar de que se han
realizados algunos estudios en México, éstos no son suficientes o no son recientes;
adicionalmente la frecuencia de la fasciolosis varia con la precipitacion pluvial anual,
humedad y temperatura, factores que afectan al hospedador intermediario.

Los datos muestran una frecuencia muy baja en las peninsulas de Baja
California y en la de Yucatan; las condiciones geograficas no son adecuadas para
el desarrollo de la fasciolosis, es probable que los casos reportados se debieran a
animales infectados que provenian de otros estados. En los estados de Sonora,
Chihuahua, Nuevo Leon, Zacatecas y Durango se observaron tanto frecuencias
bajas hasta del 100%; la explicacibn es que a pesar de las condiciones
semidesérticas, existen microclimas favorables para el desarrollo de la fasciolosis
en algunos de sus municipios. Mientras que los estados con una frecuencia
moderada son Guanajuato, Tlaxcala, Morelos, Puebla y Oaxaca; por ultimo los
estados con una frecuencia alta fueron Hidalgo, Tabasco, Estado de Meéxico,
Michoacan y Veracruz (Quiroz 2000; 2010).

En los estudios realizados en ovinos y caprinos, aunque existe un menor
namero de estudios, se observa una semejanza con la frecuencia de la fasciolosis
en bovinos; finalmente es necesario realizar mas estudios en cada zona productiva
que permitan realizar programas de manejo en el ganado (Figueroa, 2010) ver
Cuadro 2.



Cuadro 1. Frecuencia de fasciolosis bovina en la republica Mexicana.

. L . Periodo de Frecuencia
Rastro Diagnostico en .
estudio (%)
Aguascalientes Higado 1955 a 1987 2.86 —6.98
Baja California Higado 1979 a 1987 0.15-26
Campeche Higado 1956 0.65
Chiapas Higado, heces 1955 a 1999 0.08 — 100
Chihuahua Higado 1956 a 1987 0.68-1.73
Durango Higado, heces, ELISA 1956 a 1992 3.75-100
Fe;rlzja(’:(')‘:;’dgiélo Higado 1965 a 1987 3.40 - 65
Estado de México ~ 1192d0, heces, ELISA, ) g0 1989 1.2-100
pulmoén, intradermo
Guanajuato Higado, heces 1956 a 1994 45-68.42
Guerrero Higado 1982 a 1987 0.30-10.11
. Higado, heces,
Hidalgo ELISA 1956 a 1995 2.2-100
Jalisco Higado, heces 1964 a 1993 0.29-70
Michoacén Higado, heces, 1970 a 1982 989
intradermo
Morelos Higado, heces 1956 a 1989 0-90
Nayarit Higado, heces, Elisa 1997 29-94
Nuevo Lebn Higado, heces 1979 a 1987 0.34-1.59
Oaxaca Higado, heces 1956 21
Puebla Heces 1992 31.04
Querétaro Higado 1956 5.4
San Luis Potosi Higado 1956 a 1992 2.02-21
Sinaloa Higado, heces 1956 y 1974 1.35-19
Sonora Higado, heces, suero 1956 a 1999 0.01-26
Tabasco Higado, heces 1956 a 1992 0.44 - 100
Tamaulipas Higado, heces 1956 y 1984 0.84-25
1956, 1987,
Tlaxcala Heces 1989 0-100
Veracruz Higado, heces, 1956 a 2002 0-99
pulmones, intradermo
Zacatecas Higado, heces 1979 a 1982 2.38 — 48.59

Adaptado de Quiroz, 2010.



Cuadro 2. Frecuencia de fasciolosis en ovinos y caprinos en la republica Mexicana.

Estado Especie Dlaggr(])§t|co Periodo Frecuencia (%)
, . Lluvia 26
Chiapas Ovino Heces 1990 Sequia 9.5
ovino 1970 a 1974, 0.06 - 0.017
o 1978 a 1979 0.83
Distrito Higado
Federal 9
Caprinos 1978 a 1979 3.11
Estado de Ovinos/ Higado, 1965 a 1968 88 — 100
México Caprinos heces 1973 Presencia
1980 a 1987 1.57 -100
Guerrero Caprinos Higado 1987 4
Ovinos 1974 100
Hidalgo Heces
Caprinos 1987 Presencia
Jalisco Caprinos Heces 1984 a 1985 0
Ovinos 1994 14.28 — 38.10
Morelos Heces
Caprinos 1995 96.6
Puebla Ovinos Heces 1968, 1989, 1995 6.25-100
Sinaloa Caprinos Hh'gado’ 2006 22.8
eces
. Heces 25-35
Ovinos Suero 1999 19.4
Sonora
Caprinos Higado 1991, 1993, 1996 18.6, 13.16, 17.8
: 1968 0-5
Tlaxcala Ovinos Heces 1990 - 1993 19.37 — 100

Adaptado de Figueroa, 2010.



1.2.3. Impacto econémico de F. hepatica

Evaluar el impacto economico de las parasitosis en los sistemas de
produccién pecuario no es sencillo, ya que es comdn encontrar multiparasitosis lo

cual dificulta la evaluacion de su impacto por separado.

En el caso de F. hepatica, las pérdidas econdmicas se clasifican en directas:
muertes y decomisos de higados en los rastros; e indirectas, con mayor dificultad
para evaluarlas, debido a que en ocasiones la infeccién es asintomética y produce
pérdidas en la productividad: mala conversion alimenticia, baja produccion de leche,

mala calidad de la lana, problemas reproductivos por citar algunos ejemplos.

Existen algunas estimaciones econémicas como la de Bennett et al., 1999 en
Gran Bretafia, quienes sefialaron que dependiendo de la prevalencia las pérdidas
oscilaron entre 10.5 y 77.0 millones de euros; en otro estudio realizado por
Schweizer et al., (2005) en Suiza se estimo que las pérdidas fluctuaron entre 22.0
a 92.0 millones de Euros por afio, lo cual representa una media de 299.0 Euros por
animal infectado, también concluyeron que las pérdidas se incrementan cuando se
reduce la produccion de leche y la fertilidad, mientras que las pérdidas menores se
observaron en la produccién de carne y el decomiso de higados.

En un estudio realizado en Iran, detectaron que el decomiso de higados por
pardsitos en un rastro represento el 54.1% (F. hepatica, Echinococcus granulosus,
Dicrocoelium dendriticum o la combinacion de éstos) y el 18.6% fue por causa de
F. hepatica (Borji et al., 2012). En el caso de México se han estimado pérdidas de
218.8 millones de dodlares en Tabasco (Rangel y Martinez, 1994), de 124.3 a 138.0
millones de ddélares en Sinaloa, y mas de 53.7 millones de ddlares en Puebla
mientras que fue de 13.7 y 14.5 millones de délares en Tampico, Tamaulipas y en

el Estado de México respectivamente (Caicedo et al., 2011).



Adicionalmente se ha estudiado el efecto de la fasciolosis en los pardmetros
productivos, asi se encontrd que la reduccién de la ganancia de peso en rumiantes
tiene dos causas aparentes; una es la disminucion de la conversion del alimento y
otra la anorexia, que en ovejas se acentla entre la semana 8 y 14 posinfeccion,
momento en que se ocasiona un dafio en el parénquima hepatico como resultado
de la migracion del trematodo (Ferre et al., 1994); mientras que en ganado vacuno
coincide con la llegada de los parasitos a los conductos biliares en la semanas 6 a
7 posinfeccion (Behm y Sangster, 1999). También el trematodo disminuye la
ganancia de peso diaria entre 8 y 9% en infecciones leves sin presencia de signos
clinicos y de 20 a 28% en casos graves. Otro punto importante, es la calidad de la
dieta, se observo que en dietas deficientes de proteina, las pérdidas de peso fueron
mayores (Ross, 1970; Dargie, 1987).

En la calidad y crecimiento de la lana, en la raza Merino el trematodo causo
una reduccion del 20 al 30% en la produccion, desde la semana 6 posinfeccion aun
cuando los animales no mostraron signos aparentes de enfermedad, las
caracteristicas de la lana afectadas son: el diametro de la fibra, la longitud y la
elasticidad. Este fendmeno es consecuencia de la alteracion hepatica, con una baja
tasa de hidrogenacion y conjugacion del cortisol, elementos que influyen de forma

negativa en la produccion de lana (Roseby, 1970).

La produccion de leche en bovinos se ve perjudicada cuando la prevalencia
de la fasciolosis es >25%; también se observd que animales infectados con el
trematodo, dejan de producir de 1.5 a 2.1 kg de leche por vaca por dia (Mezo et al.,
2011); en otro estudio se examind el efecto del tratamiento de closantel en vacas
con fasciolosis, éstas incrementaron su produccion en 0.99 kg/dia, pero no se
encontraron diferencias con el grupo no infectado en cuanto a la cantidad de
proteina, grasa ni en el conteo de células somaticas en leche (Charlier et al., 2012).
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Se ha planteado que hembras con fasciolosis pueden tener problemas de
concepcion, prefiez y la tasa de parto debido a un estrés nutricional (Dargie, 1987);
ademas se altera la edad a la pubertad, como resultado de una reduccién en el
metabolismo de las hormonas esteroides por el higado (Paczkowski, 2004). Lépez-
Diaz et al., 1998 observaron un retraso de 39 dias en la presencia de su primer estro
en vaquilla prepuberes infectadas, también presentaron altos niveles de estrogeno
y bajos niveles de progesterona, por otra parte Martinez-Olvera et al., 2013,
evaluaron ovejas bajo condiciones de infeccién natural y no observaron alteracion
en la presentacion, inicio y duracion del estro, sin embargo detectaron
concentraciones elevadas de estradiol durante la fase de estro. La conclusion de
Kaplan (2001) fue que la fasciolosis afecta el balance y metabolismo de las

hormonas sexuales.

1.2.4. Control de la fasciolosis

Para controlar la fasciolosis se debera considerar el tipo de terreno agricola,
las condiciones climaticas asi como los factores socio-econémicos del productor,
ademas se sugiere trabajar mas en prevenir la infeccion. Se recomienda mejorar el
drenaje de los suelos y la limpieza de los canales de riego para evitar la presencia
de los hospedadores intermediarios; otra recomendacién es cercar las areas
contaminadas con caracoles y evitarlas; pero si se pastorean las areas
contaminadas debera ser en menor tiempo, otra opcién es la rotacion de potreros
postratamiento (Boray, 2007). También se considera el control del caracol por
métodos quimicos, aunque es poco viable y dafiino para el ambiente; recientemente
se esta evaluando el control biolégico con hongos como Paecilomyces lilacinus,
Verticillium chlamydosporium o Pochonia chlamydosporia (De et al., 2008; Dias et
al., 2013).

El método mas efectivo es el tratamiento con antihelminticos para reducir el

namero de parasitos dentro del hospedador final y de huevos en los pastos; a
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continuacion se describen brevemente los fasciolicidas (lbarra, 2010), ver Cuadro

3:

Fenoles halogenados: nitroxinil (Trodax). Son efectivos contra las formas
maduras, pero no contra las formas larvarias inmaduras, se sugiere que el
modo de accion se debe a una inhibicion de algunos iones, lo que conlleva a
cambios en la permeabilidad de la membrana muscular de las células para

ciertos iones, en particular el potasio.

Salicilanilidas: closantel (Flukiver), oxiclosanida y rafoxanida (Ranizole); este
grupo de fasciolicidas tienen actividad contra los trematodos adultos e
inmaduros (6-8 semanas de edad), pero no contra las formas larvarias
tempranas. Afecta a nivel neuromuscular, asi como en el metabolismo

energético, lo cual conduce a la desnutricion del parasito.

Sulfonamidas: clorsulon (lIvomec F, Curarem e Ivomec plus); su mecanismo
de accién consiste en la interrumpcion de la glucélisis, al inhibir la enzima
glucolitica 3-fosfoglicerato quinasa y la fosfoglicerol mutasa, lo cual reduce la

produccién de energia.

Bencimidazoles, albendazol, mebendazol, triclabendazol, estos inhiben la
polimerizacién de la tubulina, la hipétesis es que la despolimerizacion de los
micro tibulos ocasionan la inhibicion del transporte celular y el metabolismo
energético, por lo tanto disminuye progresivamente las reservas energéticas

e inhiben la excrecién de desechos (Marquez, 2007).

El triclabendazol ha sido el compuesto quimico de eleccion para los

tratamientos contra la fasciolosis por mas de 20 afios. Pero debido al uso excesivo,

un manejo inapropiado, la seleccibn y mutacion en los trematodos se ha

desarrollado resistencia; los primeros reportes fueron en Australia a mediados de

los 90°s, y desde entonces ha sido notificado en numerosos paises europeos como
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Irlanda, el Reino Unido, Holanda, Espafia (Brennan, 2007) y recientemente en Perl
(Ortiz et al., 2013); también se ha registrado resistencia al albendazol en Peru
(Mamani y Condori, 2009).

Actualmente se esta investigando cuales son los mecanismos de resistencia,
en el caso del triclabendazol se encuentra: a) la lenta reduccion de la oxidacion del
triclabendazol (TCBZ) a triclabendazol sulfoxido (TCBZSO) que es el metabolito
activo, b) la union del TCBZ a proteinas no especificas restringe la habilidad del
farmaco a unirse al sitio de accion, y c) el eflujo mediado por transportadores donde
se sobreexpresa la accion de la glicoproteina-P (Pgp) permite la eliminacion del

farmaco desde las células (Mamani y Condori, 2009).
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Cuadro 3. Eficacia de compuestos quimicos contra F. hepatica en bovinos y ovinos

Ingrediente

activo

indice de seguridad en

la dosis recomendada

>90% de eficacia en la dosis

recomendada

Edad del trematodo (semanas)

4 6 8 10 12 14

Triclabendazol 2
(oral; pour on)
Closantell
Closantel més
Oxfendazol?
Closantel mas
Albendazol?
Nitroxinil®
Albendazol
Oxiclozanida**
mas levamisol
Clorsulon mas**

ivermectina

20

5.3

5.3

5.3

4.0
6.0

4.0

2.0

- - - - +
- - - - + +
- - - - + +

Tomado de Boray JC, 2007.

indice de seguridad= dosis maxima tolerada dividida entre la dosis recomendada

2 En ovinos y bovinos

T En ovinos

§ registrada como inyeccién subcutdnea para bovinos

** registrado para vacas lactando

* alas 12 semanas es menos efectivo en bovinos que en ovinos
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1.3. Fisiopatologia de la fasciolosis en mamiferos

El higado tiene un papel importante en la fisiologia del cuerpo, es el
responsable de metabolizar los aminoacidos, los carbohidratos y mantener el
balance de lipidos, la sintesis de urea, albumina y glutation, detoxificar productos
del metabolismo, evitar la cetogénesis; asi que no es de sorprender que este
balance se altere debido a la infeccion por el trematodo. Comunmente el trematodo
migra a través del parénquima hepético, pero en ocasiones excepcionales llega a
penetrar el diafragma y los pulmones, lo cual ocasiona neumonia, pleuritis fibrosa y

fluido pleural (Behm and Sangster, 1999).

Después de que la adolescaria atraviesa la pared intestinal, aunque se
ocasionan algunos dafios temporales localizados en el intestino, no parece tener un
efecto significativo (Behm et al., 1994). Algunas horas después, cuando los
parasitos penetran el parénquima hepatico, ocasionan abrasiones debido a las
espinas localizadas en el tegumento del parasito y el efecto de succion de las
ventosas; la ventosa oral es capaz de macerar células hepaticas, es la que mayor
dafio ocasiona en el tejido hepatico, mientras que la ventosa ventral puede llegar a

formar Ulceras debido a la accién de sujecién (Behm y Sangster, 1999).

A continuacién se describen la patologia y los signos clinicos de la fasciolosis
en ovinos y bovinos:
1. De la primera a la tercera semana posinfeccion, los parasitos miden entre 1.0
y 2.5 mm, atraviesan la cpsula de Glisson y penetran el parénquima
hepatico; se inicia la respuesta inflamatoria, donde participan neutrdfilos,
esoindfilos, linfocitos y macréfagos; aparecen los primeros dafios como
hemorragias subcapsulares, células hepaticas degeneradas y eosinofilia en
las trayectorias de paso de los trematodos; los parametros en sangre son

normales (Behm y Sangster, 1999; Candanosa, 2010).
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2.

Entre la cuarta y la quinta semana posinfeccion tiene lugar la migracion en el
parénquima y las fasciolas miden de 4 a 5 mm; se observan trayectos
amarillos rodeados de hemorragias, principalmente en el I6bulo izquierdo,
peri-hepatitis fibrinosa y en ocasiones peritonitis. Los estudios
histopatolégicos revelan viejos trayectos con células contraidas, fibrosis e
infiltrado de células gigantes, predominando macréfagos y linfocitos;
mientras que los eosindfilos aparecen en la region portal adyacente a las
trayectorias. Puede haber regiones infartadas y hemorragias frescas; aunque
se aprecian pocos signos clinicos, en sangre empieza a aparecer la

eosinofilia y la hiperglobulinemia (Behm y Sangster, 1999).

A partir de la sexta-octava semanas posinfeccion, los parasitos llegan a medir
de 6 a 10 mm, se localizan en el I6bulo izquierdo y comienzan a llegar a los
conductos biliares. Los trayectos son rojos (2-3 mm) debido a las
hemorragias y por ende, la presencia de plaguetas en la superficie del I6bulo
izquierdo (principalmente). También se observan adhesiones fibrinosas,
agrandamiento de los nddulos linfaticos hepéticos y congestion; los estudios
histopatolégicos demuestran hiperplasia hepatica y fibrosis como respuesta
de recuperacion de los trayectos realizados por los parasitos, también existe
infiltracion de linfocitos, mientras que los eosindfilos estan restringidos al area
portal. Se observa acumulacion de pigmentos de fierro, fibrosis periférica y
trombosis en venas; se empieza a detectar hiperplasia en los conductos
biliares debido a la presencia de los parasitos. En sangre se detecta anemia,
hipoalbuminemia y eosinofilia; en esta etapa se desarrolla la “Fasciolosis
aguda tipo I”; los signos clinicos en los animales son ascitis, hemorragias
abdominales, ictericia, palidez de la membrana y debilidad (Behm y Sangster,
1999).
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4. De la octava a la décima semana posinfeccion, el trematodo mide entre 10 y
12 mm (dependiendo del hospedero), la mayoria se encuentran en los
conductos biliares; se observan hemorragias subcapsulares en la superficie
visceral y ésta adquiere una textura fibrinosa/gelatinosa. También se observa
tejido de granulacién con células necroticas, células gigantes, y linfocitos
formando anillos concéntricos. Los conductos se observan dilatados, con
hiperplasia y fibrosis e infiltracion de células inflamatorias; empiezan a
detectarse huevos en heces. En este momento tiene lugar la “Fasciolosis
aguda tipo II”, los animales pueden mostrar palidez, pérdida de condicion
fisica y ascitis; este sindrome agudo es mas frecuente en ovinos que en

bovinos (Behm y Sangster, 1999).

5. Entre la duodécima y cuadragésima semana posinfeccion, los parasitos
miden de 12 a 30 mm y residen en los conductos biliares; se observa el
agrandamiento del higado, cirrosis difusa; los conductos biliares estan
dilatados por lo que se observan proyectados hacia la superficie, en los
conductos biliares principales se observan las paredes engrosadas pero
flexibles, recubierto por cicatrices, por otra parte los conductos biliares
secundarios presentan colangitis hiperplasica y fibrosis leve. En la mucosa
de los conductos se aprecia necrosis como resultado de la presencia de
parasitos adultos, huevos, detritus marron, manchas de bilis y hemorragias.
Los nédulos linfaticos en la vesicula hepatica estan agrandados, mientras
que los trayectos con tejido fibroso debido a la pérdida de parénquima
hepético, granulomas conteniendo huevos del parésito en el parénquima. En
estas semanas se desarrolla la “Fasciolosis subaguda”; el animal muestra
letargo, anemia, pérdida de peso y en el caso de ovinos puede morir; en la
sangre se observa anemia, hipoalbuminemia, una elevada actividad de y
glutamil transferasa asi como eosinofilia. Las sefales del avance de la
“Fasciolosis crénica” en el animal son un desarrollo gradual del edema en la

mandibula, ascitis y adelgazamiento (Behm y Sangster, 1999).
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Finalmente, cabe resaltar que la severidad de las lesiones dependera de la
cantidad de metacercarias que penetren en el organismo, la infeccion con bacterias,

asi como de la especie del hospedador (Caicedo et al., 2011).

1.4. Inmunoparasitologia de la fasciolosis

1.4.1. Respuesta inmune contra F. hepatica
Durante el proceso de infeccién por F. hepatica, la primera reaccion del

hospedador es en la pared intestinal, donde se observd una reaccion eosinofilica
(Dawes y Hughes, 1964).

Después de que el trematodo penetra el parénquima hepético, se inicia la
respuesta inflamatoria con la participacion de neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos y
macrofagos; los neutrofilos son los primeros en llegar al sitio de la inflamacién, pero
los eosindfilos son los mas abundantes en una infeccion aguda y pueden reconocer
a los parasitos, después de que éstos son cubiertos con el complemento (C3), o
anticuerpos de clase IgG o IgE (Candonosa, 2010). Los eosindfilos se adhieren al
pardsito y degranulan algunas enzimas como colagenasa (MMP-1, -8), elastasa
leucocitica, proteina basica mayor y proteina catidénica eosinofilica, las cuales
pueden dafiar su estructura; por otra parte, pueden reducir el tiempo de coagulacion,
alterar la fibrindlisis y dafar el tejido, éste dafio también est4 asociado a la

produccion de radicales libres de oxigeno y de leucotrienos.

Cuando el trematodo llega al parénquima hepatico, se desarrollan
principalmente dos mecanismos:
a. Durante la fasciolosis aguda, el interferon gama (INFy) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) estimulan la activacion clasica de macrofagos, la cual
induce la produccion de 6xido nitrico, toxico para el parasito; esta respuesta

puede ser aumentada por citocinas del tipo Tul y disminuida por la IL-10
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producida por las células T reguladoras (Moreau y Chauvin, 2010). Por parte
del parasito, éste modifica los antigenos expresados en su tegumento, de
esta forma estimula la produccion de interleucina (IL) -4, 5 y 10, como
resultado disminuye la expresion de INFy, lo que le permite al trematodo
desarrollarse y mantener la infeccion (Mendes et al., 2013). En el ganado
bovino se ha observado que en la etapa temprana de fasciolosis existe una
respuesta mezclada de Tul y Tu2, pero en el progreso de la infeccion
predomina la respuesta Tu2 (Mulcahy et al., 1999).

b. En la fasciolosis crénica, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) necesita de eosinofilos, neutrdfilos y macréfagos como células
efectoras, ademas de los anticuerpos IgE, IgG e IgA. Las estructuras del
pardsito que son cubierto por los anticuerpos, son destruidas por las células
que tienen receptores para el fragmento Fc (RFC); cuando estas células se
activan por la fijacion de los anticuerpos contra el RFC, liberan la proteina
basica mayor, la proteina catidnica producida por los eosindfilos,
neurotoxinas derivadas de eosinofilos y algunos productos intermedios de
nitrégeno (Moreau y Chauvin, 2010). En esta etapa también se ha detectado
IL-4, que es una citocina anti-inflamatoria que estimula los linfocitos a
diferenciacion celular Tn2, contribuye al desarrollo de la fibrosis y
consecuente reparacion de lesiones (Mendes et al., 2013).

En cuanto a la respuesta humoral en ovinos y bovinos con infeccién cronica
por F. hepatica se observé lo siguiente: ambas especies mostraron un incremento
en los niveles de IgG total desde la tercera y cuarta semana posinfeccion (Pl),
mientras que el isotipo dominante fue la IgG1, pero la IgM fue la que se detectd de
forma temprana (segunda semana Pl). En ovejas se detecté una respuesta IgG2
desde la segunda semana Pl aunque en bovinos la respuesta fue tardia pero mas

fuerte; por otra parte, la respuesta de IgA en ovinos fue temprana y bifasica.
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El dominio del isotipo IgG1l en ovinos y bovinos infectados sugiere la
asociacion a la respuesta Tu2, mientras que el isotipo IgG2 en bovinos se relacion6
con laresistencia a la infeccion a diferencia de los ovinos, que son mas susceptibles.
El isotipo de IgG2 en bovinos sugiere una respuesta THl como consecuencia de
una respuesta celular contra los productos de excrecion-secrecion (Phiri et al.,
2006). Mulcahy et al., (1998) ya habian observado que en bovinos no
inmunizados la inmunoglobulina predominante fue IgG1, pero ésta es una respuesta
no protectora, mientras que el ganado inmunizado presentd elevados niveles de

IgG2, lo cual lo relacionaron con proteccion.

1.4.2. Mecanismos de evasion de los paréasitos

Los parasitos evaden o manipulan al sistema inmune para su propio
beneficio; este fendmeno fue descubierto hace mas de 100 afios por Paul Ehrlich y
sus colaboradores en 1908, quienes reportaron “la desaparicién de receptores” en
tripanosomas africanos, un mecanismo ahora conocido como variacidén antigénica;
muchos de los procesos de evasion inmune se basan en la manipulacion de los
mecanismos moleculares de la respuesta inmune del hospedador por parte del
parasito; ademas éstos organismos utilizan varios mecanismos en el transcurso de

la infeccion (Schmid-Hempel, 2008).

1.4.3. Inmunomodulacion de F. hepatica en el hospedador

A las 24 h posteriores a la infeccion de ratones con metacercarias, se observo
gue los macréfagos del peritoneo expresan un fenotipo M2 y muestran una reducida
habilidad para responder a estimulos de Tul (Donelly et al., 2008). Esto implica que
la adolescaria cuando atraviesa la pared intestinal, secreta moléculas
inmunomoduladoras que influyen en las células de la inmunidad innata (células
dendriticas (DCs), macrofagos, neutréfilos, mastocitos, etc.). A los siete dias
posinfeccion se ha establecido una respuesta Tn2 caracterizada por la secrecion de

IL-4, 5y 13 por parte de los esplenocitos; entonces los macréfagos reguladores y
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las células dendriticas son reclutadas en el peritoneo y es inhibida la maduracién de
DCs. Ademas las células T CD4+ en el peritoneo secretan IL-10 pero no IL-4 o INFy.
La IL-10 ejerce un efecto supresor de ambas células TH1 y Tn2, como resultado no
se observo una respuesta a los antigenos especificos del parasito, ademas en los
nédulos linfaticos mesentéricos también se produce IL-10 y IL-5, en respuesta al
estimulo de los antigenos del trematodo (Walsh et al., 2009). El parasito induce una
inmunomodulacion/inmunosupresion desde el momento de la invasion y la mantiene
durante la infeccion cronica; la potencia de la inmunosupresion parece depender de
la dosis infectante mientras que la persistencia podria deberse a la frecuencia de la

infeccion (Dalton et al., 2013), ver Figura 2.
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Figura 1. F. hepatica modula la respuesta inmune del hospedador. La fasciola
recién desenquistada (NEJs) secreta catepsina B y L para atravesar las células epiteliales del
intestino y llegar a la cavidad peritoneal. (1) La combinacion de alarminas liberadas por el epitelio
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intestinal dafiado, proteinas de excrecién-secrecién (FhCL1, FhPrx, FhHDM-1) y antigenos del
tegumento, promueven el desarrollo de macréfagos con fenotipo M2 y activan parcialmente a las
células dendriticas DCs. (2) Quimiocinas secretadas por las DCs atraen mastocitos a la cavidad
peritoneal. (3) La habilidad de las células de la inmunidad innata para responder al estimulo de
ligandos de bacterias es dafiada (4) como resultado éstas son incapaces de promover una
respuestas Tul y Twl7. (5) Al mismo tiempo, la poblacién de macréfagos M2 aumentan la
diferenciacion de Tu2 y Treg. En un periodo de dias, el parédsito llega al higado y penetra el
parénquima; el tejido dafiado causado por la penetracidon y migracién del trematodo, inicia una
respuesta hacia el dafio. En esta etapa de infeccion, la poblacion de macrofagos M2 en el peritoneo
y las células Treg incrementan exponencialmente y su funcién es limitar la magnitud de la patologia.

1.4.4. Induccién de inmunidad contra F. hepatica

Para estudiar los antigenos de F. hepatica se han clasificado en antigenos
sOématicos, que por lo regular son extractos crudos del parasito y antigenos de
excrecion/secrecion, resultado de la actividad fisiologica del parasito. La importancia
de estudiar los antigenos de este trematodo es la de determinar cuéles antigenos
son relevantes para establecer pruebas de diagndstico o para produccion de

vacunas (Bautista, 2010).

El desarrollo de vacunas contra parasitos se ha visto limitado en parte por los
ciclos de vida complejos, ademas de la falta de conocimiento en el area de
inmunologia. Existen varios trabajos de investigacion cuyo objetivo fue conferir
proteccion a los hospedadores definitivos, por ejemplo mediante la inmunidad
pasiva, como Armour y Dargie (1974), quienes al inocular ratas susceptibles por via
peritoneal con suero de ratas, bovinos o borregos parasitados, observaron
proteccion del suero inmune relacionado con el volumen transferido. En otro estudio
Corba et al.,, (1971) utilizaron células linfoides sensibilizadas y observaron
proteccion en ratas con infeccion primaria, sin embargo, estos resultados contrastan
con los reportados por Rajasekariah y Howell (1979), Amour y Dargie (1974),
guienes concluyen que la inmunidad celular tiene un papel secundario en la
proteccion de las ratas contra la infeccién por el trematodo. En otra investigacion,
Mitchell et al., (1981) administraron el factor de transferencia obtenido a partir de

leucocitos lisados de ratas parasitadas a ratas susceptibles, y cuantificaron un
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55.6% de reduccion de parasitos en higado pero no obtuvieron un resultado
significativo cuando utilizaron el factor de transferencia de bovino u ovino parasitado

en ratas.

Anderson et al., (1975) implantaron subcutdneamente fasciolas extraidas de
ovinos en ratas y observaron inmunidad protectora contra el parasito. Mas adelante
Lang y Hall (1977) inmunizaron ratones con antigenos de excrecién-secrecion y con
antigenos somaticos obtenidos por sonicacion y observaron una reduccion del 86%
de parasitos. Otro método empleado fue el de metacercarias irradiadas donde se
obtuvieron resultados muy variables debido a los diferentes hospedadores que se
evaluaron y la cantidad de unidades experimentales (Hughes et al., 1982; Creaney
et al., 1995).

Algunos investigadores observaron inmunidad cruzada de la larva de Taenia
hydatigea (antes Cysticercus tenuicollis; Campbell et al., 1977), Taenia taeniformis
(Campbell et al., 1979), Nippostrongylus brasiliensis (Doy et al., 1981) con F.
hepatica; pero fue Hillyer (1981), quien observé los mejores resultados con
Schistosoma mansoni y S. bovis, este investigador encontré una reduccién de la
carga parasitaria en ratas y ratones, posteriormente identificé el antigeno homadlogo
llamado FhSmlll (Hillyer et al., 1985).

En los afios 90°s se empezaron a identificar las moléculas en los productos
de excrecidn/secrecion, y es en la siguiente década cuando empezaron a disefarse
las primeras vacunas recombinantes. En la actualidad, con el uso de la ingenieria
molecular, ademas de construir vacunas subunitarias, es posible construir proteinas
quiméricas, seleccionando las partes mas imnunogénicas de dos 0 mas proteinas y
fusionarlas en una sola proteina. Estas proteinas pueden utilizarse para diagnéstico
y en la busqueda de proteccién inmunoldgica, dicha tecnologia se ha empleado en
la busqueda de inmundgenos para Toxoplasma gondii (Chung-Dar et al., 2004),

Plasmodium falciparum (Shi et al., 2007), y Brucella ovis (Cassataro et al., 2007).
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Grupos de proteinas candidatos a vacunas:

. Proteinas de uniéon a éacidos grasos (FABP), son un grupo de proteinas
involucradas en la union y transporte de una variedad de ligandos hifrofobicos
como oleato, palmitato y una variedad de acidos grasos (Hillyer, 2005). F.
hepatica utiliza estas FABP que se encuentran en su tegumento para obtener
los acidos grasos de la sangre del hospedador, ya que dicho trematodo no
puede sintetizar sus propios acidos grasos (Muro, 1997), ver Cuadro 4.

. Glutation -S-transferasa (GST), son isoenzimas involucradas en la
detoxificacion de xenobidticos, compuestos toxicos enddgenos, transporte de
compuestos anionicos; dichas isoenzimas se encuentran distribuidas en la
superficie del intestino, parénquima y tegumento. Fueron seleccionadas
como antigeno candidato con base en la proteina homdloga de GST de
Schistosoma mansoni (Sm28) y S. japonicum (Sj26), los cuales mostraron
inducir una reduccion significante de la carga parasitaria en animales
vacunados en laboratorio (Spithill y Morrison 1994), ver Cuadro 4.

La Hemoglobina (Hb) fue aislada de los productos de excrecion-secrecion
(E-S) por McGonigle y Dalton en 1995; esta proteina podria estar implicada
en el transporte y almacenamiento de oxigeno en los trematodos que migran,
los cuales estan expuestos en un ambiente anaerobio (Dalton et al., 1996).

. Las proteasas son enzimas que fraccionan las proteinas mediante hidrolisis
de los enlaces peptidicos, se clasifican con base en el sitio de corte:
endopeptidasas y exopeptidasas. Las proteasas expresadas por este
helminto incluye una variedad de catepsinas L y B, asi como una serina
proteasa de tipo dipeptidil peptidasa (Carmona et al., 1994), una legumaina
(Cancela et al., 2010) y leucina aminopeptidasa (Acosta et al., 1998), ver
Cuadro 4.

. Otras proteinas que se comenzaron a evaluar son las saposinas (SAP-2;
Espino et al., 2004), Hemoglobina (HbF2; Dewilde et al.,, 2008),
Peroxirredoxina (Prx; Mendes et al., 2010), Tiorredoxina-glutation reductasa
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(TGR; Magglioli et al., 2011a) y Fosfoglicerato quinasa (FhPGK; Wesolowska
et al., 2013), ver Cuadro 4.

1.4.5. Importanciade LAPy CL1

En 1989 Dalton y Heffernan reportaron que los estadios juveniles, inmaduros
y adultos de F. hepatica, expresan un numero considerable de proteasas,
principalmente de la familia de las cisteina-proteasas; en otro estudio realizado por
Robinson et al., (2008a) se observé que los trematodos patdgenos expresan cuatro
clases de catepsinas (C): L, B, F y C. Mencionan que la CL y CF tienen actividad
endopeptidasa, la CB presenta tanto actividad exo y endopeptidasa mientras que la
CC tiene una actividad dipeptidilpeptidasa; F. hepatica no secreta CF. Este grupo
de investigadores sefialan que la produccion de cisteina-proteasas esta regulada
durante el desarrollo del parasito en su huésped también correlaciona con su
migracion y maduracién, por consiguiente los trematodos maduros secretan una
mayor cantidad de CL (Heussler et al., 1994, Villa et al., 2008), mientras que los
estadios juveniles secretan en mayor cantidad CB, CL1 y CL2 para invadir y
degradar los colagenos tipo I, Ill y IV asi como la fibronectina de la lamina del
higado. Las actividades liticas facilitan la penetracion y migracion del trematodo a
través de la pared intestinal y de la masa hepética (Berasain et al., 1997).

En el 2008 McGonigle et al., demostraron que al bloquear con RNA de
interferencia los genes de CB y CL se reducen los niveles de estas enzimas en las
larvas juveniles infectantes, lo cual repercute en su habilidad de penetrar el intestino
del huésped. Lo que sugiere que el desarrollo de las diferentes clases de catepsinas
tuvo un papel importante en la evolucion exitosa del parasitismo, reflejando una
adaptacion a una nueva forma de vida, en el cual los parasitos deben tener los
nutrientes rapidamente disponibles y al mismo tiempo requieren mayor gasto de

energia para protegerse en contra de la respuesta inmune del huésped.
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Otro antigeno esencial es la leucina aminopeptidasa (LAP), se trata de una
exopeptidasa, que comparte algunos requerimientos de los miembros de la familia
M17 de metalopeptidasas. Su importancia se debe a que la actividad de LAP esta
asociada con las células epiteliales que cubren el tracto digestivo del parasito. Se
sugiere que esta enzima interviene en la etapa final del catabolismo de péptidos que
son generados por la degradacion de las proteinas sanguineas y de los tejidos del
hospedador dentro de la luz intestinal mediante endoprotesas como las catepsinas
L, y después son absorbidos por las células epiteliales del intestino (Acosta et al.,
2008). Mientras tanto, Piacenza et al., (1999) informaron que LAP se encuentra en

el trematodo adulto y posiblemente en el estadio juvenil.
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Cuadro 4. Proteinas de F. hepatica evaluadas como vacunas.

Naturaleza Proteccion
Antigeno dela Hospedador % Referencia
proteina
Proteinas de unién a
acidos grasos (FABP)
= Fh/SMII n Bovinos 551 Hillyer et al., 1987
= Fh15+ADAD r Ovinos 43! Lépez-Aban et al., 2007
= Fhil2 n QOvinos 421 Lépez-Aban et al., 2008
Glutation S-tranferasa
" GST+Quil Bovinos
A/SM n OVinos 49-691 Morrison et al., 1996
= GST+ACF n Caprinos 571 Sexton et al., 1990
= FhGST n P 9.3t Buffoni et al., 2010
Cistein proteinasas
: g:j n Bovinos 42-691 Dalton et al., 1996
. CL1 n Qvinos 34 Piacenza et al., 1999
. CL1 r Bovinos 48.2 Golden et al., 2010
«  CLi+ Hb r QOvinos 47.61 Villa et al., 2008
. CL2 n Bovinos 51.91 Dalton et al., 1996
«  CL2+ Hb n Ovino 33 Piacenza et al., 1999
. CL3 n Bovinos 72.41 Dalton et al., 1996
. CL5 r Ratas 521 Reszka et al., 2005
« CatB r Rata 511 Jayaraj et al., 2009
r Caprino NP Perez-Ecija et al., 2010
= CatB a - |
«  CatB+CL5 r Rata 60 Jayara! et al., 2009
r Rata 83! Jayaraj et al., 2009
Leucina
aminopeptidasa (LAP) n Ovinos 89.61 Piacenza et al., 1999
" FhiAPn r Conejo 78t Acosta et al., 2008
»  FhLAPT ! .
Saponinas (SAP)
= FhSAP-2 r Conejos 81.2 Espino et al., 2004
Hemoglobina (Hb)
= HbF2 r Bovinos NP Dewilde et al., 2008
Peroxirredoxina (Prx)
= Prx r Caprinos 33.04 Mendes et al., 2010
Tiorredoxina-glutatién . .
reductasa (TGR) r Conejos 96.7 Magglioli et al., 2011
Fosfoglicerato quinasa Se midio
FRPGK n Ratas e Wesolowska et al., 2013

n=nativa; r=recombinante; 1= disminucion de parasitos; NP= no protegio.
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1.5. Vacunas recombinantes

Desde los afios 80°s se empezaron a producir proteinas recombinantes de
parasitos con el objetivo de desarrollar una vacuna para proteger las especies de
interés zootécnico y de compaiiia, actualmente son pocas las vacunas comerciales
(Knox, 2010). La primeras vacunas recombinantes antiparasitaria fueron contra
Leishmania donovani (Leish-Tec, Hertape Calier) y Rhipicephalus microplus; en
1994 en Australia se introdujo la vacuna TickGUARD de Fort Dodge, mas tarde en
Cuba y algunos paises Sudamericanos contaron con la vacuna Gavac de Heber
Biotec S.A. (Meeusen et al., 2007; Lightowlers). Recientemente la vacuna S3Pvac
contra cisticercos de Taenia solium ha sido evaluada en localidades de Puebla y
Morelos, aunque demostré un porcentaje elevado de proteccién (97-100% de
proteccion en cerdos), actualmente el grupo de investigadores trabaja en la

produccién masiva del antigeno (Sciutto et al., 2013).

Desarrollar una vacuna contra parasitos no es sencillo, pero los diferentes
grupos de investigadores siguen caracterizando moléculas con el fin de entender la
respuesta inmune en el hospedador y el papel de la molécula dentro del parasito,
por otra parte la complejidad de los ciclos biolégicos hace que el reto sea mayor. Se
ha planteado que una vacuna subunitaria no es suficiente, una alternativa es el uso
de cocteles de proteinas asi se emplearian diferentes proteinas de las diferentes
etapas de los parasitos o varias proteinas importantes en el funcionamiento del
parasito; algunos ejemplos son los trabajos realizados por Shrivastava et al., (2013),
este grupo de investigadores evalud tres proteinas de Brugia malayi, pero
combinandolas de diferente forma Miosina+TPP (Fosfatasa-trehalosa-6-fosfato) y
TPP+iPGM (Fosfoglicerato mutasa independiente); la primer combinacién no tuvo
éxito, mientras que la segunda combinacion redujo un 70% el establecimiento de
los parasitos adultos. Por otra parte, Kaur et al., (2011) utilizaron como cdctel una
metaloproteasa de 63 kDa (gp63) y una proteina de shock térmico (Hsp70), ambos
de Leishmania donovani, ellos observaron en el modelo murino, niveles elevados

de IFNY e Interleucina IL-2, lo cual sugiere una respuesta Thl protectora. En el
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estudio realizado por Cachat et al., (2010) a pesar de haber utilizado un céctel con
varias proteinas recombinantes (rMEP1, rMEP3, rMEP4 y rPepl) de Haemonchus

contortus, no observaron proteccion en los ovinos infectados.

En los ejemplos antes citados, no todos logran mejoria en la proteccion al
hospedador, Willadsen (2008) explica que la necesidad de mejorar la eficacia nos
ha llevado a emplear cocteles de proteinas, pero los resultados podrian ser sinergia,
aumento de la eficacia pero impredecible, aumento de la efectividad pero menos
que la aditiva o reduccion de la eficacia. Otra opcion por explorar son las proteinas

quiméricas o fusionadas que a continuacién se mencionan.

1.6. Proteinas quiméricas recombinantes

El empleo de una proteina quimérica se debe a la necesidad de mejorar la
respuesta inmune, una vertiente es fusionar proteinas buscando un efecto de
adjuvante, un ejemplo es el antigeno central (core) (HBCAQ), que es una proteina
viral de la hepatitis B, con un péptido derivado de la proteina VP2 del rinovirus tipo
2 del humano (Francis et al., 1989). Otra construccién quimérica que buscdo un
efecto de adjuvante, fue la fusién de la subunidad B del gen de la toxina del célera
(CTB) con el péptido sintético de la enzima glucosiltransferasa de Streptococcus
mutante GS-5, concluyeron que el péptido no interfirié6 con las propiedades de la
CTB (Dertzbaugh et al., 1990). Recientemente Qiu et al., 2012 utilizaron la proteina
calreticulina como un adyuvante hidrofilico unido a un fragmento de la proteina
“spike (S)” del sindrome respiratorio agudo y grave (SARS-CoV), y observaron un

aumento de IgG.

Otra vertiente es aprovechar las regiones mas antigénicas o inmunogenicas
para emplear las construcciones en técnicas diagndsticas o como vacunas; en el
caso de las vacunas se tiene el ejemplo de Minor et al., 1990, quienes construyeron

virus quiméricos basados en la cepa Sabin tipo 1, en el que porciones de la
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secuencia que codifica el sitio 1 fueron sustituidos con regiones correspondientes
de la cepa de tipo Sabin 3; la funcionalidad se analiz6 serolégicamente utilizando
anticuerpos policlonales y monoclonales contra el poliovirus, asi como la induccién
de anticuerpos en conejos. Aunque los resultados mostraron antigenicidad parcial,
también se obtuvieron resultados sobre las propiedades antigénicas e
inmunogénicas del virus nativo. Otra proteina quimérica es la rPyMSP-1/8 de
Plasmodium yoelii, construida por Shi et al., 2007, la cual contiene fragmentos de
proteinas de superficie de la etapa del merozoito, pero en este estudio la proteina
quimérica no protegio a los ratones infectados. Mientras tanto, Peng et al., 2010,
construyeron una proteina quimeérica con dos dominios ricos en cisteinas: el dominio
[l del antigeno 1 (AMA-1) de la membrana apical y la region C-terminal de la proteina
1 (MSP-19) de la superficie del merozoito de Plasmodium falciparum, la fusién de
éstos dos antigenos aumentd su inmunogenicidad e inhibié el crecimiento del
pardsito in vitro. En cuanto a la aplicacion de una proteina quimérica en diagnastico,
Holec-Gasior et al., 2012, describieron un ensayo inmunoenzimatico que se basa
en un antigeno quimérico conteniendo regiones inmunodominantes de MIC1, MAG1
y SAG1, proteinas de Toxoplasma gondii; mostraron que este inmunoensayo puede
ser viable para propésitos clinicos. El objetivo de construir proteinas quiméricas es
hacer més eficiente una vacuna, el diagnéstico o utilizar el efecto de adyuvante de
ciertas proteinas; esta herramienta no se ha generalizado, son todavia pocos los
estudios que emplean esta técnica, aun no se ha reportado alguna proteina

quimérica acerca de F. hepatica.
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1.7. Justificacién

Con la finalidad de conferir proteccion al hospedador final, diversos grupos
de investigacion han venido estudiando tanto los antigenos soméaticos como los de
excrecion-secrecion. Se han aislado diversas proteinas que han sido caracterizadas
para entender su funcion en el trematodo (ferritina, hemoglobina, glutation S-
transferasa, miosina, tiorredoxina, catepsinas, leucina aminopeptidasa, legumaina,
etc.) y con base en estos estudios se han seleccionado proteinas candidatas para
vacunas (glutation S-transfersa, catepsina L y B, leucina aminopeptidasa, proteinas
de unién a acidos grasos, etc.), mejoramiento del diagnéstico de la parasitosis
(catepsina L, saposina 2) y para tratamiento inmunoterapeutico (FhHDM-1,

Moleculas de defensa de helmintos).

Debido a la importancia de las enzimas Leucina aminopeptidasa y Catepsina
L1 en los procesos de invasion, migracion, obtencion de nutrientes y evasion del
sistema inmunologico del hospedador definitivo se eligieron estas enzimas para
analizar sus secuencias in silico (prediccion de epitopos, estructuras secundarias 'y
conocer los dominios de la enzimas); con los epitopos seleccionados se disefid una
proteina recombinante quimérica (herramienta poco utilizada en helmintos), que
exprese dichos epitopos con la finalidad de ser utilizada en el diagndstico de la

fasciolosis o con posibilidades de ser evaluada como vacuna.
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1.8. Hipotesis

La secuencia quimérica conserva los epitopos predichos con los programas
de bioinformética, en consecuencia la proteina quimérica muestra la capacidad

antigénica e inmunogénica.

1.9. Objetivo general

Disefiar, construir y expresar una proteina quimérica a partir de leucina

aminopeptidasa (LAP) y la catepsina L1 (CL1) de Fasciola hepatica.

1.9.1. Objetivos especificos

Seleccionar los epitopos antigénicos de LAP y CL1 mediante los programas de

bioinformética para construir una proteina quimeérica.
Demostrar la capacidad antigénica de la proteina quimérica rFhLAP-CL1 a través
del reconocimiento de dicha proteina por los anticuerpos de bovinos con infeccién

natural de fasciolosis en un Western blot.

Comprobar la capacidad inmunogénica de la proteina quimérica rFhLAP-CL1

mediante la produccion de anticuerpos especificos en conejos inoculados.
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2. Material y Métodos

En el disefio de la proteina quimérica se utilizaron herramientas de
bioinformética, posteriormente se construyé y expresd la proteina mediante
ingenieria genética en el laboratorio de Inmunologia Molecular del Departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM; mientras que la purificacion de
rFhLAP-CL1, asi como la funcionalidad de la proteina al producir anticuerpos en
conejos Nueva Zelanda se realizo en el Departamento de Inmunologia en el Instituto
de Investigaciones Biomédicas.

2.1. Disefio de la proteina quimérica

2.1.1. Andlisis bioinforméatico

Se seleccionaron las secuencias de leucina aminopetidasa (LAP, GenBank
AY644459.1) y catepsina L1 (CL1, GenBank AJ279092.1) de F. hepatica, enseguida

se realizé la traduccién de la secuencia de nucledtidos a aminoacidos con el

programa Traslation (http://bio.lundberg.gu.se/edu/translat.ntml) para realizar los
siguientes andlisis; primero se compararon las secuencias de LAP y CL1 con el

programa ClustalW2  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)  para

determinar si tenian alguna semejanza entre ellas. Posteriormente se seleccionaron
las regiones mas antigénicas con el programa de prediccion del indice antigénico
de Kolaskar y Tongaonkar (1990) (http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.pl), asi

como con los programas BCEPRED (http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/) y

ABCPred (http://www.imtech.res.in/raghaval/abcpred/).

Después de seleccionar las regiones antigénicas, se estimdé el peso
molecular a la proteina quimérica LAP-CL1 disefiada con el programa disponible en

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/, mientras que la prediccibn de estructuras

secundarias se realizd con el programa PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/); la
prediccion de hidrofobicidad se llevd a cabo con el programa ProtScale
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(http://www.expasy.ch/tools/protscale.html), con base en el algoritmo Kyte Doolittle;
los valores superiores a 1.6 indican posibles regiones hidrofébicas. Con el programa
TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) se analizé la secuencia para
determinar si contenia hélices transmembranales, mientras que los epitopos
lineales y las regiones antigénicas fueron predichos usando los programas
ABCPred (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/), BCEPred
(http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/) y el método de prediccion antigénica de

Kolaskar y Tongaonkar (1990) (http://bio.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.pl). Los

dominios de la proteina quimérica rFhLAP-CL1 fueron determinados con el
programa Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/). Finalmente se model6 la proteina
quimérica con el programa I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER)/).

2.1.2. Disefio de los iniciadores para Leucina aminopeptidasa y Catepsina L1

Se diseflaron dos pares de iniciadores para amplificar las regiones
seleccionadas para construir la secuencia quimérica LAP-CL1. En los extremos de
los iniciadores sentido (Fw) de LAP y antisentido (Rv) de CL1 se afiadieron sitios de
restriccién mientras que en los iniciadores Rv de LAP y Fw de CL1, se afiadieron 10
bases complementarias de ambas secuencias para permitir la unién de los
productos amplificados individuales por PCR sobrepuesto (Grandori et al., 1997;
Wurch et al., 1998), ver Figura 3.

Los primeros iniciadores fueron flanqueados con las enzimas de restriccion

Xhol y Hindlll, mientras que el segundo juego de iniciadores fue flanqueado por

Ndell y Bglll, ver Cuadro 5.
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PCR sobrepuesto

LAP-CL1

Figura 2. Disefio de la secuencia quimérica de Leucina aminopeptidasa y Catepsina
L1 de F. hepatica.
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Cuadro 5. Iniciadores para amplificar las regiones de Leucina aminopeptidasa y

Catepsina L1 de F. hepatica.

Iniciador Leucina aminopeptidasa

LAP fwXhol gatatcctcgagATGGATCCGGAACGAATGGCTGC
LAP rv tttccaatccCTTGATGTCTGCTCCACCGGT
LAP fwNdell cgcatATGgatcCGGAACGAATGGCTGC

LAP rv cgagatctaCTTGATGTCTGCTCCACCGGT

Catepsina L1

CL1 fw AGACATCAAGGGATTGGAAACCGAGTCTTCT
CL1 rvHindlll cagcgaaagcttTCGTGCCACCATCGGGAG
CL1 fw CcgcatATGGGATTGGAAACCGAGTCTTCT
CL1 rvBglll cgagatctaTCGTGCCACCATCGGGAG

Las bases subrayadas representan los sitios de restriccion de Xhol, Hindlll, Ndel y Bglll

respectivamente; letras en mindscula son bases extras que se agregaron.
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2.2. Construccion de la proteina quimérica

2.2.1. Procesamiento del material biolégico

Se colectaron higados de bovinos infectados con F. hepatica en el Rastro
Municipal de Toluca en el Estado de México y se extrajeron los trematodos. Cada
parasito fue lavado en tres ocasiones con amortiguador de fosfatos (PBS) estéril
(NaCl 137 mM, KCI 2.69 mM, Na2HPO4 10.2 mM, KH2PO4 1.77 mM, pH 7.4) a 4°C
para quitar la sangre y bilis, en seguida se coloco cada fasciola en un tubo de 2 mL
con 1.0 mL de TRIzol (Invitrogen, CA USA), el cual se meti6é en un bafio de alcohol

isopropilico en hielo seco.

En el laboratorio se procedié a tomar cada parasito y se corté con una hoja
de bisturi en una caja de Petri sobre escamas de hielo, posteriormente el tejido se
regreso al tubo tipo Eppendorf con TRIzol (Invitrogen, CA USA) y las muestras se

guardaron a -70°C.

2.2.2. Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA cada tubo contenia 1.5 mL de TRIzol (Invitrogen,
CA USA) mas el parasito finamente cortado. Después de descongelar el material a
temperatura ambiente se tomé solo 1 mL del TRIzol (Invitrogen, CA USA) de cada
tubo y se colocé en un tubo limpio, evitando tomar los sedimentos del tejido. Las
muestras se incubaron de 1 a 5 min a temperatura ambiente y enseguida se les

afadié 0.2 mL de cloroformo frio por cada mL de TRIzol (Invitrogen, CA USA).

El siguiente paso fue mezclar las muestras cada 20 seg, durante 15 seg, en
8 ocasiones; posteriormente se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente.
Después de incubar los tubos, éstos se centrifugaron a 10,700 x g durante 15 min
a 4°C y se separo la fase solida de la liquida; se transfirio 0.7 mL de la fase acuosa

a un tubo nuevo. A la fase acuosa se le afiadieron 0.5 mL de isopropanol frio, se
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mezcld cuidadosamente, invirtiendo el tubo un par de veces y se incubaron los tubos

durante 10 min a temperatura ambiente para permitir la precipitacion.

Enseguida se centrifugaron las muestras a 10,700 x g durante 10 min a 4°C,
se observo una pastilla pequefia blanquecina. Después se decant6 el sobrenadante
y se lavé la muestra con etanol al 75% frio; se invirtié el tubo en repetidas ocasiones,
y se centrifugaron nuevamente las muestras a 7500 x g durante 5 min a 4°C
decantando el sobrenadante. El exceso de etanol se removié con una micropipeta

y la muestra se dej6 secar en una cabina de flujo laminar durante 20 min.

Finalmente la pastilla fue resuspendida en agua dietil pirocarbonato (DEPC)
para ser incubada en bafio Maria a 55-60°C durante 10 min, una vez disuelta
completamente la pastilla se midié la concentracion del RNA en un
espectrofotometro (Nanodrop®), mientras que la integridad del material se evalu6

en un gel de agarosa al 1.5%.

2.2.3. Sintesis de cDNA (DNA complementario)

Para la sintesis de cDNA se utiliz6 el paquete First-strand cDNA synthesis
(Invitrogen CA USA). La mezcla de los reactivos se realiz6 en tubos de 0.2 mL

estériles de la siguiente manera, ver Cuadro 6.

Inmediatamente se incubd la reaccion a 65°C durante 5 min y luego en hielo

durante un minuto. A continuacion se preparo la siguiente reaccion, ver Cuadro 7:
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Cuadro 6. Componentes de la reaccién transcripcion inversa (1ra parte).

Componente Volumen
RNA total 3 uL (5 pg/uL)
Mezcla de dNTP (10 mM) 1L
Oligo (dT)1s (0.5 pg/uL) 1L
Agua tratada DEPC 5uL
Volumen total 10 pL

Cuadro 7. Componentes de la reaccion transcripcion inversa (2da parte).

Componente Volumen
Amortiguador RT 10x 2 uL
MgCl2 25 mM 4 uL
DTT 0.1 M 2 L
RNaseOUT 1pL
Volumen total 9 uL

40



La reaccién nueva fue combinada con la mezcla previa de componentes de
la reaccién de transcriptasa inversa e incubada a 42°C durante 2 min.
Posteriormente se afiadi6 1 pL (50 unidades) de la transcriptasa inversa
SuperScript™ Il RT (Invitrogen CA USA) al tubo con la reacciéon, se mezclé e incubd
a 42°C durante 50 min. En seguida se incubo la reaccién a 70°C durante 15 min, se
enfrid la reaccion en hielo durante un minuto, se centrifugé brevemente y se le

agrego 1 pL de RNasa H. Finalmente la reaccion se incub6 a 37°C durante 20 min.

2.2.4. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El protocolo para la elaboracion de la proteina quimérica se basé en los
articulos de Grandori et al., (1997) y Wurch et al., (1998). En el primer paso se
amplificaron las regiones de LAP y CL1 en reacciones de PCR independientes a
partir del cODNA de F. hepatica, ver Cuadro 8.

La segunda reaccién de PCR se llevd a cabo en dos pasos: el primero
consistié en colocar todos los elementos mencionados en el cuadro anterior, pero
el DNA blanco consistié en 1 uL del producto de PCR purificado de LAP y 1 uL de
CL1. El tubo se coloco en el termociclador durante 5 ciclos a una temperatura de
alineamiento de 56°C; en el segundo paso se le adicionaron los oligos extremos de
LAPfw y CL1rv mas Taq polimerasa durante 20 ciclos en el termociclador. En el
Cuadro 9 se describen las condiciones que se utilizaron para la amplificacion de los

productos.

Después de realizar las reacciones que corresponden al primer PCR y verificar
que amplificaban el producto de 270 y 411pb respectivamente, se procedid a
purificar las reacciones con el paquete de QIAquick® Spin (QIAGEN Hilden,
Alemania). Se siguio el protocolo del proveedor con la excepcion que LAP se
centrifugd durante 40 segundos mientras que la reaccién de CL1 se centrifug6

durante 60 segundos en todos los pasos.
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Cuadro 8. Componentes de las reacciones de las PCR independientes de LAP y
CL1.

Componente LAP/CL1
10x amortiguador* 5.0 puL
dNTP 1.0 pL
Iniciador fw** 1.0 pL
Iniciador rv** 1.0 uL
cDNA 2.0 uL
H>O destilada 40.0 pL
Taq polimerasa 0.1 pL
Vol. Total 50 pL

*15 mM MgClz; ** 20 pmol de cada oligo para LAP y CL1.

Cuadro 9. Condiciones del termociclador para amplificar los fragmentos de Leucina
aminopeptidasa, Catepsina L1 y la secuencia quimérica LAP-CL1.

Condiciones del termociclador

Programa | Desnat. inicial Ciclos Desnat. Alineamiento Extensién Extension final
LAP 95°C x 4’ 25 94°C x 1’ 56°C x 45” 72°Cx 1 72°C x 10’
CL1 95°C x 4’ 25 94°C x 1’ 61°C x 45” 72°Cx 1 72°C x 10’
LAP-CL1 95°C x 4’ 25 94°Cx1  64.9°C x 45” 72°Cx 1 72°C x5

Desnat. Desnaturalizacion
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El producto de la PCR sobrepuesta se purifico a partir de un gel de agarosa
al 2%, las condiciones de la electroforesis fueron: 80 Volts, 100 mA durante 40
minutos, en amortiguador Tris-acetato-EDTA (TAE) frio. El proceso de purificacion
se realiz6 como lo recomienda el protocolo de QIAquick® Gel Extration (QIAGEN
Hilden, Alemania). Finalmente para verificar la pureza del producto se prepar6 un
gel de agarosa al 1% con 2 pL de la reacciéon y el marcador de 123 pb molecular
(Sigma-Aldrich).

2.2.5. Proceso de clonacion

Se utilizaron diferentes plasmidos y cepas de Escherichia coli para llevar a

cabo la amplificacion del DNA y para la expresion de la proteina, ver cuadro 10.

2.2.5.1. Clonacion en el vector de amplificacién

Después de obtener el producto de PCR de la construccién quimérica, se
secuenci6 en el Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM; luego la secuencia
corroborada con Sequencher® 4.2 software (Gene Codes Corporation), se clono el
inserto en el sistema de pJET1.2 y pGEM. El producto que se cloné en el sistema
pJET1.2 se le cortaron las terminaciones cohesivas salientes, para insertarlo en el
plasmido de acuerdo al protocolo de pJET1.2/blunt Cloning Vector Fermentas®. En
el caso de pGEM®-T no fue necesario eliminar las terminaciones del inserto,

también se siguieron las instrucciones del fabricante Promega.

El siguiente paso fue transformar las células DH5a y TOP10 con la
construccion LAP-CL1/pJET1.2 y con LAP-CL1/pGEM respectivamente.
Brevemente, el vial de las células competentes se descongel6 en hielo triturado
durante 3 min, enseguida se agregaron 100 ng de la reaccion de ligado, se mezclo
suavemente y se incubo el vial durante 30 min a 4°C. Posteriormente las células se

expusieron al calor durante 1 min a 42°C en un Bafio Maria, y se incubaron durante
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2 min a 4°C (hielo triturado) y se agregaron 750 pL de medio LB (Luria-Bertoni) sin
antibiotico. El vial sellado con parafilm se incubé durante 60 min a 37°C en agitacion
a 150 rpm en posicion horizontal. Finalmente se sembraron 30 uL de las bacterias
infectadas en placas con LB/agar con ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL.
Las placas se incubaron durante toda la noche a 37°C. De las colonias que se
observaron en la placa se seleccionaron al azar 9 clonas, a las cuales se les realizé
una PCR utilizando los oligos LAPfw y CL1rv para verificar la identidad del plasmido

y se sembraron en otra placa para mantener las clonas aisladas e identificadas.

2.2.5.2. Extraccion del plasmido para su secuenciacion

Se sembré una clona positiva por PCR en 10 mL de medio liquido LB con
ampicilina (100 puL/mL); los tubos con el indculo se incubaron durante 16 h a 37°C
a 150 rpm. Al siguiente dia se realizo la extraccion del plasmido siguiendo el
protocolo del kit QIAprep Spin Miniprep mientras que el producto se observo en un
gel de agarosa al 1%. Después se midié la concentracion de la muestra en un
espectrofotometro (NanoDrop ND1000, Thermo scientific). Se enviaron 3 pL (30
ng/pL) en 10 pL de agua destilada con los oligos LAPfw y CL1rv para secuenciar
con el sistema Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based

Sequencing en el IBT-UNAM.

La interpretacion de los resultados de secuenciacion se realizé con el
programa Sequencher 5.0, mientras que con el programa NEB cutter se corroboré
gue no fuese digerida la secuencia por las enzimas seleccionadas como sitios de
restriccibn. También se compararon la secuencia disefiada y la obtenida
experimentalmente con el programa ClustalW?2. Derivado de estos resultados, se
comparo la secuencia de CL1 con otras secuencias reportadas en el Gen Bank, ver

Anexo 4.
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Cuadro 10. Material utilizado en el proceso de clonacion y expresion de la proteina
quimérica rFhLAP-CL1.

Plasmido Caracteristica Resistencia
Tiene un sitio mudltiple de clonacion
pJET1.2 expandido, asi como un promotor T7 para Ampicilina
transcripcion in vitro
Tiene los promotores T7 y SP6 para la
PGEM polimerasa RNA adyacentes al sitio de Ampicilina

multiple clonacion

Tiene un promotor T7, un sitio de unién al
RSET A ribosoma, una etiqueta de 6 histidinas en la Ampicilina
posicion N-terminal, ademas del sitio

multiple de clonacién.

Tiene un promotor T7lac, un sitio de union

al ribosoma, una etiqueta de 6 histidinas en

PET15b o | ’ ©
la posicion N-terminal, ademas del sitio
multiple de clonacién.
Cepas de E. coli Caracteristica Resistencia
DH5a Permite la replicacion de plasmidos Ninguna
TOP 10 Permite la replicacion del plasmido Ninguna
BL21 (DE3) Favorece la expresion de proteinas que
LysS pudieran ser toxicas debido a que posee un Cloramfenicol
pLYyS

gen que codifica para la T7 lisozima

Se pueden obtener mejores rendimientos :
Rosetta Cloramfenicol

de la proteina expresada
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2.2.5.3. Subclonacién en el vector de expresion

Para este procedimiento se amplificaron los plasmidos de expresion pRSETA
y pET15b al transformar células DH5a para incrementar el material, la metodologia
utilizada se describié previamente. Después se realiz6 la extraccion de los
plasmidos con la metodologia mencionada en el punto anterior. Se midio la
concentracion del DNA de los plasmidos y se procedié a preparar una reaccion de

doble digestion para linearizar los plasmidos.

En la reaccion de doble digestion para linearizar los plasmidos se utilizaron
las enzimas Xhol y Hindlll (Invitrogen) para el plasmido pRSETA, mientras que para
el plasmido pET15b se usaron las enzimas Ndel y Bglll (Fermentas) y se sigui6 el
protocolo sugerido por los fabricantes. Los plasmidos linearizados se almacenaron

a -20°C hasta su empleo.

De forma simultanea se amplificaron las construcciones LAP-CL1/pJET1.2 y
LAP-CL1/pGEM como se describié anteriormente; también se realizé una doble
digestion de las construcciones antes citadas para extraer el inserto. Para el
plasmido pJET1.2 se utilizaron las enzimas Xhol y Hindlll, mientras que para el

plasmido pGEM-T se usaron las enzimas Ndel y Bglll.

El producto de la doble digestion se colocd en un gel de agarosa al 3%,
después de ubicar la banda correspondiente al peso del inserto, se cortd la banda
de agarosa, se purificé con el sistema comercial QIAquick Gel Extration y el DNA

extraido fue evaluado en un gel de agarosa al 1% (90 V, 100 mA, 40 min).

Con el DNA purificado y los plasmidos linearizados, se procedié a preparar
la reaccién de ligado con una relacién inserto-vector de 3:1 (300ng:100ng) con 2 U
de T4 ligasa (Invitrogen), las reacciones se mantuvieron a 4°C durante 24 h.

Posteriormente se trasformaron las bacterias BL21 (DE3) pLysS y Rosseta (DE3)
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con 100 ng del pldsmido pRSETA/'fFhLAP-CL1 y PpET15b/rFhLAP-CL1
respectivamente, como se describi6é anteriormente. Se sembraron 30 y 50 uL del
cultivo de bacterias en placas con medio SOB (Super Optimal Broth) con ampicilina
(100 pL/mL), ademas se adicionaron 30 pL de glucosa en las placas sembradas con
BL21 (DE3) pLysS.

Después de observar el crecimiento de algunas colonias en la placa, se
seleccionaron cuatro clonas para inocular cada una en un tubo con 5 mL de medio
LB con ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (35 pg/mL), también se sembraron en
otra placa las colonias seleccionadas para mantenerlas aisladas e identificadas. Los
cultivos de la BL21 (DE3) pLysS y Rosseta (DE3) se incubaron a 37°C durantel6 h
en agitacion constante (200 rpm). Posteriormente se realizo la extraccion del DNA
del plasmido siguiendo el protocolo del kit QlAprep Spin Miniprep. Para corroborar
la presencia del inserto en el plasmido, se prepard una reaccion de doble digestion
como se describid anteriormente. Para evaluar el producto de la digestion, se
prepar6 un gel de agarosa al 1% que se corrié a 90V y 100mA durante 40 min, por

altimo se tifi6 el gel con bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989).

2.3. Expresién y purificacién de la proteina quimérica rFhLAP-CL1

2.3.1. Condiciones 6ptimas de expresion

Inicialmente se realiz6 una cinética de crecimiento para la BL21 (DE3) pLysS
y Rosseta (DE3) con la construccién quimérica y el respectivo plasmido; se prepar6
un cultivo con las cepas antes mencionadas, de 16 h de crecimiento a 37°C, en
agitacién constante a 200 rpm, con 3 clonas por tubo, de cada una de las cepas
recombinantes en 3 mL de medio LB, adicionando ampicilina (100 pg/mL), 0.5% de
glucosa en el cultivo de BL21 (DE3) pLysS; al siguiente dia se subcultivd en un
matraz con medio LB en una proporcién 1:100. En un periodo de 10 horas, durante
cada hora, se tomé una alicuota de 1 mL y se realizé la lectura de la densidad del

cultivo de las bacterias a 600 nm en un espectrofotometro (Eppendorf).
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Con los datos obtenidos de la cinética de crecimiento de la bacteria se calcul6

la Tasa especifica de crecimiento (TEC), con la siguiente formula:

TEC = LN(DO1/DOo0)/(T1-To) (Neidhardt, et al., 1990)
donde DOo= densidad 6ptica inicial
DOi1= densidad Optica siguiente
To= tiempo inicial
T1= tiempo siguiente
LN= logaritmo natural

También se calcul6 el tiempo de duplicacion con la siguiente formula:
TD = LN(2)/TEC; expresado en h* (Neidhardt, et al., 1990)
donde TD= tiempo de duplicacion
LN= logaritmo natural
2= tras la division celular, se tienen 2 células.

TEC= tasa especifica de crecimiento

Estos datos fueron utilizados para determinar el tiempo Optimo para inducir
el cultivo con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) (Sigma St. Louis MO,
USA). Posteriormente se determind la concentracion adecuada de IPTG para los
cultivos; para lo cual se preparé un cultivo de bacterias BL21 (DE3) pLysS vy
Rosseta (DE3) como se describié anteriormente, solo que en ésta ocasion se
subcultivd en 3 matraces, y cuando el cultivo cumplié con el tiempo 6ptimo, se toméd
una alicuota que tuvo la funcién de testigo en el experimento; después se adicion6
una concentracién diferente de IPTG a cada matraz: 0.25, 0.5y 1 mM, dicho cultivo
se mantuvo durante 5 h mas a 37°C, en agitacion constante (200rpm). Las
fracciones fueron resueltas en un SDS-PAGE.

También se probaron tres condiciones diferentes de temperatura: 25, 30 y

37°C. Para este experimento, se prepararon nuevamente los cultivos como se
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describié anteriormente, en esta ocasion cada matraz con el cultivo se mantuvo a la

temperatura sefalada.

Otra variable que se prob6 fue el tiempo Optimo de la cosecha de las
bacterias, probando 5, 12 y 16 h pos-induccion. Tanto las fracciones solubles, como
las insolubles fueron analizadas en un gel de acrilamida al 12% y en un western blot
usando un anticuerpo anti-Histidina (Invitrogen) para corroborar que se trataba de

la proteina quimeérica rFhLAP-CL1.

2.3.2. Purificacién de la proteina quimérica rFhLAP-CL1
2.3.2.1. Preparacion de la muestra

Con las condiciones determinadas para la expresion de la proteina, se
preparé un litro del cultivo de Rosetta (DE3)/rFhLAP-CL1, se subcultivd en medio
Terrific broth (TB). El cultivo se cosechd y se colocé en tubos de 50 mL (35 mL por
tubo) y se centrifugd a 12490 xg durante 25 min a 4°C; se elimind el sobrenadante
y se lavoé el botén bacteriano con PBS (pH 7.4) frio en 2 ocasiones; enseguida se
peso el tubo para conocer la cantidad de biomasa que se obtuvo. Después del
segundo lavado, se resuspendio el boton bacteriano en una proporcion de 3 mL de
PBS (pH 7.4) frio por cada gramo de biomasa. Se coloc6 1 mL de la muestra en
tubos de 1.5 mL para sonicar una vez durante 45 s a 4 °C en un sonicador Virsonic
550, con 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma St. Louis MO, USA).
Después las muestras se centrifugaron a 12490 xg durante 10 min a 4°C con el fin

de separar la fase soluble de la insoluble.

El boton de la fase insoluble se lavé con 1 mL de PBS (pH 7.4) 1x-Triton X100
al 2% frio, se resuspendié completamente. Las muestras se centrifugaron a 12490
xg durante 10 min a 4°C, se retir0 el sobrenadante y se repiti6 el lavado. El siguiente
lavado se realiz6 con PBS (pH 7.4) frio, se centrifugd bajo las condiciones ya

mencionadas y se eliminé el sobrenadante. Por ultimo, el boton fue resuspendido
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en el amortiguador para union a la columna de niquel con urea 8 M, la muestra

permanecio en agitacion constante durante 18 horas a 4°C.

2.3.2.2. Purificacion de la muestra con la proteina rFhLAP-CL1

La proteina recombinante rFhLAP-CL1 fue purificada bajo condiciones no
desnaturalizantes con cromatografia de afinidad Ni-NTA (QIAGEN Hilden,
Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se empaco la columna con 2
mL de Ni-NTA Agarosa (Qiagen) y se lavo la matriz con 5 volimenes (10 mL) de
agua destilada para retirar el etanol; enseguida se equilibré la matriz con 2
voliumenes (4 mL) del amortiguador de union. Previamente la muestra se centrifugo
a 12490 xg durante 10 min a 4°C antes de colocarla en la columna. Se colectaron
las primeras fracciones que corresponden a material “no unido”; enseguida se lavo
5 veces la columna con 2 volumenes (4 mL) del amortiguador de lavado y se
colectaron las fracciones. Después la columna se eluy6 con 3 mL del amortiguador
de elucién, en esta fraccion se colectd la proteina. Después se lavé la columna con
2 volumenes (4 mL) del amortiguador de union. Las muestras se analizaron en SDS-
PAGE al 15%, siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (1970), las condiciones
de electroforesis fueron de 60 V en el gel concentrador y de 120 V en el gel
separador; un gel fue tefiido con azul de Coomasie durante 5 min, posteriormente

se coloco en una solucién decolorante durante 12 h y se lavo con agua destilada.

2.3.3. Dialisis de la proteina quimérica rFhLAP-CL1

Se elimin6 de forma gradual la urea de la fraccion de elucion obtenida en el
procedimiento de purificacion. Se emple6 una membrana Spectra/Por (Daigger)
para realizar la dialisis, también se utiliz6 un amortiguador de union sin el imidazol
y en concentraciones decrecientes de urea: 6, 4, 3, 2, 1 y 0 M de urea. La proporcion
es de 10 mL de la fraccién de elucién en un litro del amortiguador, se cambio el

amortiguador cada 12 h y la muestra se mantuvo en agitacion constante a 4°C.
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2.3.4. Gel de acrilamida y western blot para evaluar a la proteina quimérica
rFhLAP-CL1

Se prepararon las muestras para electroforesis en gel de acrilamida, cada
fraccion soluble e insoluble se mezcloé con el amortiguador de lisis (SDS 10%, 23
Mercaptoetanol 10mM, glicerol 20%, 0.2 M Tris-HCI 6.8, azul de bromofenol 0.05%)
en una proporcion de 1:1, después se mantuvieron las muestras a 90°C durante 10
min. Las muestras se analizaron en 2 SDS-PAGE al 15%, siguiendo el protocolo
descrito por Laemmli (1970), las condiciones de electroforesis fueron de 60 V en el
gel concentrador y de 120 V en el gel separador; un gel fue tefiido con azul de
Coomasie durante 2 min, posteriormente se colocé en una solucion decolorante

durante 12 hy se lavé con agua destilada.

El segundo gel desnaturalizante se utilizé para transferir la proteina en una
membrana de nitrocelulosa (BioRad Hercules, CA0.45 uM; Towin et al., 1979,). El
gel se mantuvo 5 min en la solucién de transferencia al igual que la membrana,
también se humedecieron las esponjas y el papel filtro con la solucion antes de
ensamblar la camara. Posteriormente la camara fue colocada en hielo y la
transferencia se realiz6 a 60 V durante 1.30 h, al término de la transferencia la
membrana se lavé con PBS (pH 7.4) durante 5 min. Inmediatamente se bloqueé la
membrana durante 30 min con 2% de albumina de suero bovino (BSA; Sigma St.
Louis MO, USA) en PBS (pH 7.4) mas 0.05% de Tween-20 (Sigma St. Louis MO,
USA) con agitacion constante a 23°C. Posteriormente, la membrana fue incubada
con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-histidinas conjugado a peroxidasa
(Roche) en una dilucién de 1:500 en PBS (pH=7.4) con 2% BSA durante 16 h a 4°C.

Después de la incubacion con el anticuerpo, la membrana se lavo 3 veces
con PBS (pH=7.4) con 0.05% de Tween 20 (Sigma St. Louis MO, USA), durante 5
min y 2 veces con solo PBS frio (pH=7.4) durante 5 min con agitacion constante.
Para el revelado se utiliz6 0.1 g de 3,3 -diaminobencidina 99% (Sigma St. Louis MO,
USA) y 10 uL de peroxido de hidrogeno 30% (J.T. Baker Phillipsburg, NJ) en 10 mL
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de PBS (pH= 7.4). Al inicio en el western blot se utilizé como testigo positivo la
proteina recombinante ESAT-6 de Mycobacterium bovis, la proteina recombinante
tiene una etiqueta de histidinas para su deteccion en el western blot, la cual fue
donada por el Laboratorio de Tuberculosis del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la FMVZ-UNAM.

2.4. Funcionalidad de la proteina quimérica rFhLAP-CL1

2.4.1. Produccién de anticuerpos contra rFhLAP-CL1

Para este procedimiento se emplearon 100 pug de la proteina quimérica
rFhLAP-CL1 en un SDS-PAGE y se transfirid en una membrana de nitrocelulosa, la
proteina se obtuvo a partir de la pulverizacion dicha membrana. A continuacién se
describe el procedimiento: se humedecié ligeramente la tira de nitrocelulosa de 1.0
x 0.5 cm y con una navaja se cortd la membrana en fragmentos pequefios, que se
colocaron en un tubo de 1.5 mL y se les afiadio 0.5 mL de dimetil sulféxido (DMSO
J.T. Baker), se mezcldé con un agitador tipo vortex hasta que la membrana se
disperso; la preparacion reposo durante una hora a temperatura ambiente, el DMSO
permitio la estabilidad de la proteina en la nitrocelulosa. Enseguida se afiadi6 el
amortiguador de carbonatos lentamente y en gotas muy pequefias de 0.5 mL, esto
evitod la formacion de grumos, también se agité de forma constante en el vortex,
hasta que la nitrocelulosa se convirtié en polvo fino. Después se lavo la muestra 4
veces en 1 mL de PBS, la muestra se centrifug6 a 7392 xg durante 1 min, el volumen
de la nitrocelulosa disminuyd. Finalmente, la nitrocelulosa se resuspendié en 0.5 mL
de PBS mas 0.5 mL de adyuvante incompleto de Freund (IFA) y se coloc6 en una
jeringa de 5 mL; a la jeringa se le quitd el émbolo para introducir la mezcla y se le

quitd la aguja porque se sell6 la punta con parafilm.

Para garantizar una mezcla homogénea, se sonicé mediante 3 pulsos de 45

seg a una intensidad de 15% con descansos de un minuto y medio entre cada pulso,
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el proceso se realiz6 en hielo para evitar la desnaturalizacion de la proteina

quimérica por efecto del calor.

Con la proteina recombinante preparada se inocularon 2 conejos hembras de
8 semanas de edad de la raza Nueva Zelanda para probar su capacidad
inmunogénica mediante la produccién de anticuerpos. A cada animal se le
administro 100 pg de la proteina recombinante rFhLAP-CL1 emulsificado en IFA via
intradérmica durante 4 ocasiones, repitiendo la misma dosis, con un intervalo de 4
semanas, ver Figura 4. Ademas se tomaron muestras de sangre 2 semanas
después de cada inoculacion para obtener el suero y medir el titulo de anticuerpos;
para obtener el suero, la muestra se mantuvo durante 4 h a temperatura ambiente
para permitir la coagulacion y separacion de la fase liquida, enseguida el tubo se
centrifugd a 1000 xg durante 25 min a 4°C y se colecto el suero en tubos de 1.5 mL

gue posteriormente fueron almacenados a -20° hasta su uso.
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U Dia de toma de muestra de sangre
3 Dia de inoculacién con rFhLAP-CL1

Figura 3. Esquema de inoculacién con la proteina quimérica rFhLAP-CL1 en conejos
para la produccion de anticuerpos.
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2.4.2. Reconocimiento de rFhLAP-CL1 por anticuerpos de bovinos en
pastoreo infectados con F. hepatica

Se tomo6 una muestra de sangre y heces a 15 bovinos en pastoreo en el
rancho Chacuaro en Chiquimitio, Michoacan, México para obtener el suero y realizar
las pruebas coproparasitoscopicas de sedimentacién. Los bovinos eran de raza
Holstein y pastoreaban en una region endémica de fasciolosis. Como antecedente,
los animales tenian 7 meses sin desparasitacion. En el laboratorio se realizé la
técnica de sedimentacién, para corroborar que estuvieran infectados con F.
hepatica y de McMaster para detectar nematodos. Por otra parte, se obtuvieron 8
muestras de suero de bovinos bajo condiciones de estabulacion en Tizimin, Yucatan
(zona libre de fasciolosis) donadas por la Dra. Clara Espitia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, este Ultimo grupo de animales sirvi6 como grupo

control negativo.

Debido a que la proteina recombinante rFhLAP-CL1 se mantiene en un
amortiguador con urea, se decidié emplear la técnica de western blot. Dicha porteina
fue colocada en SDS-PAGE vy transferida a una membrana de polivinilideno de
difluorido (PVDF, Bio-Rad) como se describié anteriormente. La membrana con la
proteina transferida se cort6 en tiras de 3 mm de ancho, cada una de las cuales se
incub6é con una muestra de suero de bovino en PBS (pH=7.4) a una diluciéon de
1:200 durante 4 h a 23°C con agitacion constante. La unién de anticuerpos a la
proteina rFhLAP-CL1 fue detectada con proteina G conjugada a peroxidasa
(HRPO), la cual se utilizé a una dilucion 1:2000 en PBS (pH 7.4) méas 0.05% Tween
20 méas 1% BSA 'y se incubo durante 1 h a 23°C en agitacion constante.
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3. Resultados

3.1. Disefio de la proteina quimérica

Después de analizar las secuencias de LAP y CL1 con tres programas
diferentes de prediccion antigénica (Anexo 1y 1.2), se selecciond una secuencia de
los aminoacidos 196 al 287 (91 aa) de la region amino terminal de LAP (Figura 3),
gue incluyo cuatro determinantes antigénicos que fueron identificados por cada uno
de los tres programas. También se seleccioné una secuencia de 136 aa (173-309
aa) de la region carboxilo de CL1, ver Figura 5, que incluy6é seis determinantes

antigénicos (Anexo 1.3).

Con la secuencia predicha se estimé un peso molecular de ~25 kDa para la
futura proteina rFhLAP-CL1; por otra parte, el andlisis de estructuras secundarias

mostrd 3 hélices alfa, 8 plegamientos beta y 11 torsiones, ver Figura 6.

No se encontraron valores superiores a 1.6 que indicaran regiones
hidrofébicas, ni se encontraron dominios transmembranales en la secuencia
quimérica LAP-CL1.

Por otra parte, el andlisis con el programa Pfam, mostré que la proteina
quimérica tiene solo parte del dominio catalitico de LAP y de CL1, pero estos sitios
activos estan incompletos, por lo que no se espera que la rFhLAP-CL1 muestre
actividad enzimatica. La LAP pertenece a la Familia de Peptidasas M17 mientras

gue la CL1 pertenece a la familia Peptidasa C1, ver Figura 7.
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Figura 4. Prediccion antigénica con el programa de Kolaskar y Tongaonkar. a)
region amino terminal de 91 aa de Leucina aminopeptidasa, b) region carboxilo de
136 aa de Catepsina L1.
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Figura 5. Prediccién de las estructuras secundarias de la proteina quimérica
rFhLAP-CL1 con el programa PSIPRED.
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Figura 6.Analisis de los dominios enzimaticos con el programa Pfam. A)
Leucina aminopeptidasa; B) Catepsina L1; C) Dominios enzimaticos incompletos de
la proteina quimérica rFhLAP-CL1.
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3.2. Construccion de la proteina quimérica

3.2.1. Extraccion de RNA por TRIzol

En el Cuadro 11 se describieron las concentraciones de las muestras
procesadas con el TRIzol, mientras que en la Figura 8 se muestra la integridad del
RNA 'y el cDNA.

Cuadro 11. Concentracion de RNA total de muestras de F. hepatica adulto.

TRIzol
Muestra

1 2 3 4 5

Concentracion

635.9 658.9 842.3 620.6 1361.45
ng/uL

Pureza* 2.10 2.07 2.11 2.06 2.15

ng/uL, nanogramos por microlitro

*Los valores de pureza estan dados por la relacion de absorbancia de 260/280, una
proporcién de ~2.0 es aceptable como “puro” para valores de RNA, si la proporcion

es mas baja, puede indicar la presencia de proteinas, fenoles u otros contaminantes.
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3.2.2. Sintesis de cDNA

a) b)
== 2= 8- —d— =5

m{. =S AT

rRNA—>

rRNA= RNA ribosomal
MRNA= RNA mensajero
cDNA= DNA complementario

Figura 7. Integridad de las muestras de RNA total y de DNA complementario de F.
hepatica en un gel de agarosa al 1.5%. a) Cinco muestras de RNA total de F.
hepatica; b) Muestras transformadas de tRNA en cDNA de F. hepatica.
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3.2.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En la primera reaccion de PCR se amplificaron por separado las secuencias

seleccionados de LAP y CL1; en la Figura 9 se observan los productos amplificados.

3.2.4. Secuenciacion de la secuencia quimérica de DNA de LAP-CL1

El producto quimérico se secuencié en ambas direcciones por duplicado, la
secuencia completa se esquematiza en una de las barras verdes, mientras que los
iniciadores externos LAPfw y CL1rv se muestran en color azul y los iniciadores con

las bases sobrepuestas de LAPrv y CL1fw se muestran en color rosa, ver Figura 10.

Enseguida, se compard la secuencia diseflada con la obtenida, con el
programa ClustalW?2 y se encontrd una similitud del 97%, mientras que al comparar
las secuencias traducidas en aminoacidos con el mismo programa se observo una

similitud del 96%, ver Figura 11.

En la secuencia quimérica LAP-CL1 se observaron 16 mutaciones (ocho de
transiciones y ocho de transversiones), de las cuales seis son sinénimas y 10 no
sinbnimas. Cabe sefalar que la secuencia de aminoacidos del fragmento de LAP
en la quimera obtenida presentdé una identidad del 100% con la reportada
(AAV59016.1), mientras que la secuencia del fragmento de CL1 present6 91% de
identidad con la reportada (CAC12806.1); éste mismo fragmento de CL1 fue
comparada con otras secuencias de CL1 de F. hepatica reportadas en el GenBank
y mostré una identidad del 91 al 98%. En contraste presentd una identidad menor

al 80% al compararla con otro tipo de CL (L2, L3, L4, L6), ver Anexo 1.4.
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411 pb

270 pb

pb= pares de bases

Figura 8. Amplificaciéon de los productos de LAP, CL1y rFhLAP-CL1 por PCR
en un gel de agarosa al 1.5% A) Secuencias amplificadas: (1) LAP, (2) CL1, (3)
control negativo, (MM) marcador molecular. B) Fusion de secuencias: (1) LAP y
CL1, (MM) marcador molecular 147 pb ladder.
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secuencias de LAP y CL1.

Figura 9. Diagrama de la secuencia quimérica de Leucina aminopeptidasa y
Catepsina L1 de F. hepatica.
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Figura 10. Comparacion de la secuencia de aminoéacidos de la proteina
guimérica rFhLAP-CL1. Dis= Disefiada; Exp= Experimental; (*) los residuos en la
columna son idénticos en toda la secuencia en el alineamiento, (:) sustituciones
conservadas, (.) sustituciones semi-conservadas. Los epitopos consenso predichos
con los programas BCepred, ABCPred y el método de prediccion antigénica de

DPERMAAPRIVDYLKTSLGGMKGITMSVEKVDIQKYPLMAAVNRAASVVARHDGRVVHLK
DPERMAAPRIVDYLKTSLGGMKGITMSVEKVDIQKYPLMAAVNRAASVVARHDGRVVHLK

KA AR A AR AR A A A A A A AR A AR A A A AR A KA RN A A A AR A A A A A A A AR AR A A AR A ARk X kK

YEPPNPTEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIKGLETESSYPYRAVEGQCRYNEQLGVAKVTG
YEPPNPTEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIKGLETESSYPYTAVEGQCRYNKQLGVAKYTG

KA KK A A KA KR A AR A AT AKRA AR A A A AR AR AR A A AR A KA A A, Ak A A h Ak k e Ak kA A Xk %k

YYTVHSGSEVELKNLVGSEGPAATAVEAESDFMMYRSGIYQSQTCLPFALNHAVLAVGYG
YYTVHSGSEVELKNLVGSEGPAAVAVDVESDFMMYRSGIYQSQTCSPEGLNHAVLAVGYG

AKAIkAAAKAAKRAIAAAXAA AN A XA AR A K e KKk o KAk AkA kXA Ak hAkhAk kA kA*k *k Kk Ak*kkkhkhkk kk*%

TODGTDYWIVKNSWGLSWGERGY IRMARNRGNMCGIASLASLPMVAR 227
TQGGTDYWIVKNSWGLSWGERGY IRMARNRGNMGGIASLASLPMVAR 227

kk hkkkkhkhkhkhk kA hkk A hkkrhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkhkx *rxkkhkhkhrkxkkx

Kolaskar y Tongaonkar (1990), estan subrayados.
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También se corrobord que el producto quimérico no fuera cortado por las enzimas

de restriccion, ver Figura 12.
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Figura 11. Mapa de sitios de restriccion de la secuencia quimérica LAP-CL1
con base en el programa NEB cutter.
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3.3. Condiciones de expresion de la proteina quimérica rFLAP-CL1

En la Figura 13 se observa la cinética de crecimiento de las bacterias BL21 y
Rosetta. Las cinéticas de crecimiento de ambas cepas de E. coli fueron diferentes
aun bajo las mismas condiciones de temperatura, agitacion y medio de cultivo. En
lo que se refiere a la cepa BL21, no se observé diferencia entre las cinéticas de
crecimiento de las bacterias sin plasmido, con el plasmido pRSETA y con la
construccion pRSETA/LAP-CL1.

Se compararon las cinéticas de crecimiento de ambas cepas con la
construccion quimérica; el crecimiento de la cepa Rosetta fue constante las primeras
3 h, y en ese tiempo presentd una tasa especifica de crecimiento alta que supero al
de la cepa BL21. Se observaron las siguientes ventajas de la cepa Rosetta sobre
BL21: lafase lag fue corta (menos de una hora), lo que indica que Rosetta se adapto
mas rapido al nuevo cultivo, mientras que la BL21 tardd en adaptarse y en alcanzar
la fase exponencial; la fase exponencial de la cepa Roseta tuvo una duracion de 5
h, y la fase estacionaria desciende rapidamente, ver Figura 13.
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Figura 12. Cinética de crecimiento de las cepas recombinantes BL21 y
Rosetta.

68



Después de calcular la tasa de crecimiento, se determiné que el momento
Optimo para hacer la induccion con IPTG fue a las cinco horas del cultivo para la

cepa BL21, mientras que para la cepa Rosetta fue a las cuatro horas.

En cuanto a la concentracidén optima de IPTG para inducir la expresion de la
proteina, al evaluar las fracciones solubles e insolubles de la cepa
BL21/pRSETA/LAP-CL1 en el gel de poliacrilamida, no se advirti6 una clara
diferencia entre la muestra inducida con el IPTG y la no inducida. Mientras que en
la evaluaciéon de la fraccion insoluble por western blot se observé una expresion
variable de la proteina recombinante (~25 kDa). Por estos motivos se continuo
trabajando con la construccion en la cepa Rosetta y se determind que la mejor

concentracion para la induccion fue de 0.250 mM de IPTG.

Se determind que la temperatura Optima del cultivo para la expresion de la
proteina quimérica rFhLAP-CL1, fuese de 30°C debido a que se observaron mejores
rendimientos de produccion; ademas la temperatura ambiente fue dificil de controlar
y no se garantiz6 mantener una temperatura constante, ni la solubilizacién de la

proteina quimérica.

A las 16 h pos-induccién del cultivo, se observé una mayor expresion de la
proteina rFhLAP-CL1 recombinante en comparacion con los cultivos de 5y 12 h
pos-induccion. En la Figura 14 se observa la expresion de la proteina quimérica de
~25 kDa en el sistema pET15b/ rFhLAP-CL1; en resumen, las condiciones éptimas
de expresioén fueron: 0.250 mM de IPTG mientras el cultivo se mantuvo durante 16

h pos-induccion a 30°C.
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Figura 13. Expresion de la proteina quimérica rFhLAP-CL1 utilizando el
sistema de pET15b/Rosetta (DE3). L1: bacteria no inducida; L2: expresion de la
proteina rFhLAP-CL1 bajo las condiciones determinadas; L3: carril vacio; L4:
marcador de proteina (kDa)
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Se purificé la proteina quimérica rFhLAP-CL1 en una columna de niquel y ésta
se encontro tanto en la fraccion soluble como la insoluble, no obstante se encontrd
en mayor cantidad en la fraccion insoluble. Se logro la purificacion de la proteina,
sin embargo, al momento de dializarla, no se logro eliminar por completo la urea,
asi que la proteina rFhLAP-CL1 se mantuvo estable en el amortiguador de unién a
la columna de niquel con una concentracion 2 M de urea (de lo contrario la proteina

se precipitaba y formaba nuevamente los agregados).

3.4. Funcionalidad de la proteina quimérica rFhLAP-CL1
3.4.1. Produccion de anticuerpos contra rFhLAP-CL1.

Los dos conejos inmunizados fueron capaces de producir anticuerpos contra
la proteina rFhLAP-CL1,; éstos fueron detectados a través de un Western blot desde
el primer muestreo (15 dias después de la primera inoculacion), el titulo de
anticuerpos fue de 1:200 (carril del 1-4), ver Figura 15. Al final de la cuarta
inoculacién con la proteina rFhLAP-CL1 se detecto el titulo de 1:10,000 (carril 3-4),

ver Figura 15.

3.4.2. Reconocimiento de rFhLAP-CL1 por anticuerpos de bovinos en
pastoreo infectados con F. hepatica.

Se seleccionaron 12 sueros de los animales muestreados en un rancho
situado en Chiquimitio, Michoacan, en el cuadro 12 se muestran los resultados de
las muestras analizadas con la técnica de sedimentacion. Con los sueros de estos
animales se realizé el western blot, y se observo el reconocimiento de la proteina
qguimérica rFhLAP-CL1 de ~25 kDa por los anticuerpos en suero (carriles 12-23), ver
Figura 16; mientras que el suero de los bovinos libres de fasciolosis (carriles 3-10),
no presentaron ninguna reaccion con la proteina quimérica rFhLAP-CL1, ver Figura
16.
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Figura 14. Reconocimiento de la proteina quimérica rFhLAP-CL1 por el suero
de conejos inmunizados con 100 ug de la proteina purificada en western blot.
En el eje de las Y se observan las diluciones, mientras que en el eje de las X
corresponde a las muestras de suero pre-inmune (Pl), y las muestras post-
inmunizacion en los carriles del 1-4.
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Cuadro 12. Eliminacién de huevos de F. hepatica de los bovinos muestreados en
Chiquimitio Michoacan.

No. Sedimentacion hp5g Observacion
animal 1 2 3
1 5 - -
2 3 0 -
3 1 2 -
4 0 5 -
5 1 9 . Muestras
6 0 1 - empleadas en el
7 1 - -
8 0 1 _ western blot
9 0 2 -
10 7 - -
11 0 5 -
12 1 9 -
13 7 2 - Poca muestra de suero
14 0 0 2 Sin muestra de suero
15 0 0 - Pocas contenido

hp5g=huevos en 5 gramos de heces
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Figura 15.Reconocimiento de rFhLAP-CL1 por los anticuerpos de bovinos en
pastoreo infectados con F. hepatica. L1: control negativo, suero de bovino
negativo al trematodo; L2: control positivo, suero de conejo inmunizado; L3-10:
sueros de bovinos de Yucatdn, negativos a F. hepatica por la técnica de
sedimentacion; kDa: marcador de peso molecular; L11-22: sueros de bovinos de
Michoacén, positivos al parasito por la técnica de sedimentacion. Las flechas
sefalan el reconocimiento de la proteina rFhLAP-CL1 de ~25 kDa.

4. Discusioén
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El proposito de este proyecto fue construir la proteina quimérica rFhLAP-CL1,
utilizando las regiones mas antigénicas de LAP y CL1 de F. hepatica. El primer paso
fue realizar una revision de literatura para recabar la siguiente informacién: conocer
cuales eran las proteinas de F. hepatica candidatas a vacunas, comparar el
porcentaje de proteccion de las diferentes proteinas empleadas como vacunas,
ademas de identificar si eran proteinas nativas o recombinantes. Con base en la
revision se determiné que la proteina mas estudiada es la enzima CL1 (ver Cuadro
4), con resultados prometedores en experimentos de proteccién y en diagnaostico,
mientras que la segunda proteina seleccionada fue la enzima LAP debido a los

resultados en los experimentos de proteccion en ganado ovino (ver Cuadro 4).

Los avances en las técnicas moleculares, la secuenciacion de genes de
patdgenos y los andlisis bioinformaticos han permitido la seleccion in silico de
proteinas o epitopos con aplicacion en vacunas, diagndstico o con fines terapéuticos
(He et al., 2010). En internet se pueden encontrar diferentes programas de
bioinformética, para elegirlos se debe considerar la eficiencia en la velocidad
computacional, la precision de los algoritmos para realizar los analisis asi como el
tipo de lenguaje de los programas; dentro de los mas utilizados estan los de
compafias de bioinformatica o instituciones publicas como los de expasy, Pfam,
ClustalW (EMBL-EBI), BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), NEB por citar
algunos ejemplos. Otro punto importante es que aunque se han desarrollado
programas para predecir epitopos, son necesarios los estudios experimentales para

constatar la capacidad inmunoprotectora de la proteina (He et al., 2010).

En el presente estudio se analizaron las secuencias de LAP y CL1 obtenidas
del GenBank con diversas herramientas de bioinformatica, principalmente de
prediccion de epitopos B, para seleccionar las regiones antigénicas también se
disefiaron los iniciadores para amplificar las regiones de interés asi como los
iniciadores que permitieron la unién de ambas secuencias. En cuanto a la fusién de

las secuencias de los genes se puede realizar con una enzima ligasa, sin embargo
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en el proyecto se decidio hacer la union de las secuencias a través del disefio de
los iniciadores, empleando bases complementarias que permitieron la unién
(Grandori et al., 1997, Wurch et al., 1998).

Para la construccion de la proteina quimérica primero se obtuvo el RNA, éste
fue un paso critico en la realizacion del proyecto, ya que los trematodos adultos se
colectaron de higados de bovinos en un rastro de Toluca Estado de México, tenian
que llegar en 6ptimas condiciones al laboratorio de parasitologia en la FMVZ-UNAM.
Esta situacion se soluciond al congelar a los trematodos (un recipiente con PBS
dentro de un bafio de alcohol isopropilico con hielo seco), previamente se
enjuagaron con PBS estéril para eliminar sangre y bilis, de esta forma se garantizo

una buena calidad del cDNA.

Para seleccionar los plasmidos, cepas de amplificacion y expresion, primero
se llevd a cabo una consulta bibliografica ademas de verificar la disponibilidad del
material en el pais, otro punto importante fue consultar investigadores que trabajan
con las técnicas de clonacion y subclonacién. El primer sistema de expresion
formado por el plasmido pRSETA/BL21(DE3) no fue apropiado para una
construccion compleja (la construccién quimérica presenta estructuras secundarias:
hélices alfa, plegamientos beta y torsiones) aunque se probaron diferentes
condiciones de temperatura, concentraciones de IPTG, tiempos pos-induccion, no
se obtuvé una expresion contante de la proteina quimérica recombinante, sin
embargo cuando se cambi6 la construccion quimérica LAP-CL1 al sistema de
expresion pET-15b/Rosetta se obtuvo una expresion constante de la proteina. El
plasmido pRSETA tiene un promotor T7 mientras que el pET-15b tiene un promotor
T7lac. El promotor lac controla la expresiéon basal, pET-15b tiene una secuencia del
operador lac corriente abajo del promotor T7 ademas de un promotor natural y una
secuencia que codifica para el represor lac (lacl); cuando este vector se utiliza con
lisbgenos DE3, el represor lac actua tanto en el promotor lacUV5 en el cromosoma

del huésped para reprimir la transcripcion de la T7 RNA polimerasa del huésped y
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en el promotor T7lac del vector para bloquear la transcripcion del gen diana por
cualquier polimerasa RNA T7 (Manual pET). La ventaja de pET-15b es que su
promotor tiene un mayor control sobre la RNA polimerasa T7, y como resultado se
evita la produccion basal. Es probable que la produccion basal de la proteina
quimérica rFhLAP-CL1 en pRSETA sea tdxica para la bacteria BL21 (DE3) y por
este motivo observamos un crecimiento lento en comparacion con el sistema
pET15b/Rosetta.

La expresion de proteinas recombinantes en bacterias como E. coli puede
presentar el inconveniente de tener una produccion alta, pero la proteina puede
tener un plegamiento incompleto, que resulta en agregados insolubles llamados
cuerpos de inclusion (Alibolandi y Mirzahoseini, 2011). Este es el caso de la proteina
rFhLAP-CL1, para resolver este problema la proteina quimérica fue solubilizada en
altas concentraciones de urea, pero es necesario quitarle la urea para las
evaluaciones posteriores, entonces sera necesario probar algunos aditivos (aniones
cosmotropos, el sulfato de amonio, el azlcar, polioles, betainas o polimeros
hidrofilos) ademés de evaluar diferentes concentraciones de los mismos para
estabilizar el plegamiento de la proteina (Yamaguchi et al., 2012). El hidrocloruro de
argininay tiol-disulfuro se han utilizado como aditivo para mejorar el plegamiento de
fragmentos de anticuerpos (Kudou et al., 2011), mientras que el Triton X-100 al 1%
y B-mercaptoetanol 20 mM mejoraron el plegamiento de la proteina recombinante

Omp28 de Brucella melitensis (Kumar et al., 2012).

En lo referente a los analisis de las secuencias de la construccién quimérica
rFhLAP-CL1, no se encontraron diferencias en la secuencia parcial de nucleotidos
de la LAP, lo cual sugiere que es una secuencia conservada; en contraste, se
detectaron varios cambios en la secuencia parcial de nucleédtidos de la CL1 en
relacion a la reportada en el GenBank. Esto sugiere que el gen de CL1 tiene mas
plasticidad, probablemente el gen se ha diversificado dando por resultado subclados

(Morphew et al., 2011). Otra posibilidad es que éstas diferencias podrian ser
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mutaciones que le darian una ventaja al parésito para evadir el sistema
inmunoldgico o podrian deberse a la capacidad para invadir diferentes tipos de
hospedadores como lo sugieren Sajid y McKerrow, (2002), Irving y colaboradores
(2003), Robinson y colaboradores (2008).

Tomando en cuenta la definicion de antigeno de Kindt y colaboradores
(2007), ellos mencionaron que la mayoria son estructuralmente complejos y
contienen varios epitopos; entonces la proteina quimérica rFhLAP-CL1 cumple con
esta caracteristica al contener dos secuencias de enzimas y presentar tres epitopos
consenso. Otra caracteristica de ésta proteina es su antigenicidad y quedd
demostrada esta propiedad cuando se reconocieron los anticuerpos de los bovinos
en pastoreo con infeccién de F. hepatica de todas las muestras con la proteina
rFhLAP-CL1 mediante un western blot; al detectar el 100% de las muestras positivas
en comparacion con el 33% cuando se emple6 la técnica parasitolégica de
sedimentacion, resulta alentador el uso de la proteina quimérica rFhLAP-CL1 en el
area de inmunodiagndstico de la fasciolosis, pues es tan buena como lo reportado
para la CL1; se logré detectar el 100% de bovinos y el 99.1% de ovinos con
fasciolosis a través de muestras de suero al utilizar una CL1 recombinante con una
ELISA (Cornelissen et al., 1999; Kuerpick et al., 2013); aunque la LAP no ha sido
evaluada en alguna técnica de diagndstico en ganado, en sueros de humanos
mostro una sensibilidad del 100% (Marcilla et al., 2008).

Otra caracteristica que mostr6 la proteina rFhLAP-CL1 es Ila
inmunogenicidad, que es la capacidad de un antigeno para inducir la respuesta
inmune especifica humoral y/o celular; por una parte, los linfocitos B al replicarse y
diferenciarse después una estimulacion antigénica pueden producir anticuerpos de
diferentes isotipos, mientras que los linfocitos T estan involucrados en la respuesta
inmunologica mediada por células (Kindt et al., 2007). En este caso, la proteina
quimérica rFhLAP-CL1 fue capaz de estimular las células B para la producciéon de

anticuerpos especificos contra dicha proteina, con la posibilidad de que tenga un
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efecto inmunoprotector; es necesario comprobar si los los anticuerpos secretados y
que circulan en la sangre, podrian actuar como anticuerpos efectores para marcar
y eliminar las fasciolas juveniles. Tanto la CL1 como LAP han sido probadas como
candidatas a vacuna (Golden et al., 2010, Maggioli et al., 2011b, Raina et al., 2011).
Asi que la proteina quimérica rFhLAP-CL1 fue construida para incrementar la
capacidad inmunogénica y de deteccion al reunir en una sola proteina las regiones

mas antigénicas e inmunogénicas de las proteinas LAP y CL1.

Finalmente la construccidon de una proteina quimérica es una alternativa
viable por tener las ventajas de las propiedades antigénicas e inmunogénicas de
dos o mas proteinas que de forma natural no se encuentran unidas. La proteina
quimérica rFhLAP-CLL1 construida en este estudio podria ser una herramienta en el
diagndstico seroldgico de la fasciolosis, asi como la base de un inmundgeno para
inducir proteccién en el hospedador final.
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5. Conclusiones

Se seleccionaron 3 epitopos consenso de LAP y CL1 después de analizar las
secuencias con los programas de bioinformatica, dichos epitopos fueron incluidos
en el disefio de la proteina quimérica; también se logro la expresion de la proteina
quimérica rFhLAP-CL1 en el sistema de E. coli Rosetta/pET15b.

La proteina quimérica rFhLAP-CL1 tiene las caracteristicas de ser antigénica, al ser
reconocida la proteina por los anticuerpos de bovinos en pastoreo infectados con F.

hepatica, como se logré demostrar en el Western blot.
La proteina quimérica rFhLAP-CL1 es inmunogénica, ya que fue capaz de estimular

fuertemente el sistema inmunoldgico de los conejos inmunizados, por lo que se

sugiere que pueda tener un efecto inmunoprotector contra el trematodo.
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ANEXO 1. Analisis de LAP, CL1y LAP-CL1.

Cuadro 1. Prediccion de epitopos de la proteina LAP.

Kolaskar y Tongaonkar BCpred ABCpred
1 5 AMAALVGVSD 15 11 VGVSDLS 17 432 STVRKEDYEFNRGKTE 447
2 19 KRFDVVIF 26 19 KRFDVVIFIND 29 482 HGLGSAKPIPYTHVDV 497
3 35 CAKDAAVYEALKS 47 57 SELSIVPFP 65 22 DVVIFINDDADEGCAK 37
4 55 LGSELSIVPFPAHPSGRLIYSP 76 109 PLLYLGSLR 117 269 LYLIGKGITYDTGGAD 284
5 86 DIRNVYDAACAGVKR 100 127 QRKHLLL 133 197 DPERMAAPRIVDYLKT 212
6 102 LSMGCHAPLLYLGSLRSA 119 143 LYLPLEVR 150 391 GHVVRAYKHYTAVMDN 406
7 128 RKHLLLNALLGAYHALYLPLE 148 173 DELVLRL 179 187 RWLARDIGGSDPERMA 202
8 158 LKAQHLGV 165 204 PRIVDYLKT 212 383 LFTIATLTGHVVRAYK 398
9 172 SDELVLRLAM 181 249 DGRVVHLKYEP 259 82 TDTADIRNVYDAACAG 97
10 203 APRIVDYLKT 212 265 VDTTLYL 271 401 TAVMDNGPPRIHRVSQ 416
11 | 220ITMSVEKVDIQKYPLMAAVNRAASVVARHDGRVVHLKY 257 315 QPPGLSVS 322 33 EGCAKDAAVYEALKSF 48
12 265 VDTTLYLIGK 274 363 VMTDLLC 369 61 IVPFPAHPSGRLIYSP 76
13 297 DKCGAAAIAGLFKTLGE 313 388 TLTGHVVR 395 275 GITYDTGGADIKANGV 290
14 315 QPPGLSVSAALAFVRN 330 412 HRVSQSL 418 69 SGRLIYSPTGALNTDT 84
15 333 GADSYVADEILVAR 346 489 PIPYTHVDV 497 476 ASGLDKHGLGSAKPIP 491
16 364 MTDLLCEA 371 502 TEIHVLPT 509 444 GKTEYEDTLQCNNLPS 459
17 380 NPFLFTIATLTGHVVRAYKHYT 401 518 SRYVLPRLGF 527 253 VHLKYEPPNPTEVDTT 268
18 PRIHRVSQSL 418 226 KVDIQKYPLMAAVNRA 241
19 450 DTLQCNN 456
20 465 GHQIPAAFMALASG
21 483 GLGSAKPIPYTHVDVAG 499
22 502 TEIHVLPTAAPLLMFASRYVLPR 524
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Cuadro 1.2. Prediccion de epitopos de la proteina CL1.

Kolaskar y Tongaonkar

BCpred

ABCpred

43 HDLGLVTYTLGL 54

43 HDLGLVTYTLGL 54

261 YGTQDGTDYWIVKNSW 276

76 ASDILSHGI 84

79 ILSHGIPY 86

283 RGYIRMARNRGNMCGI 298

101 ESGYVTG 107

140 FSEQQLVDCSGP 151

98 DWRESGYVTGVKDQGN 113

113 NCGSCWA 119

200 VTGYYTVHSGSEVELKNLYV 218

7 HOWKRMYNKEYNGADD 22

137 SISFSEQQLVDC 148

241 1YQSQTCLPF 250

34 KHIQEHNLRHDLGLVT 49

165 AYEYLKR 171

119 AFSTTGTMEGQYMKNE 134

178 SSYPYRAVEG 187

85 PYEANNRAVPDKIDWR 200

193 EQLGVAKVTGYYTVHSGSEVELKNLVGS 220

56 QFTDMTFEEFKAKYLT 71

222 GPAAIAVEA 230

219 GSEGPAAIAVEAESDF 235

Blo|lo|~N|o|u|sw Nk

238 RSGIYQSQTCLPFALNHAVLAVGY 261

15 KEYNGADDEHRRNIWE 30

[EY
[E

268 DYWIVKN 274

199 KVTGYYTVHSGSEVEL 215

[EEN
N

296 CGIASLASLPMV 307

143 QQLVDCSGPWGNNGCS 158

[ERN
w

175 ETESSYPYRAVEGQCR 190

[EEY
n

255 AVLAVGYGTQDGTDYW 270
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Cuadro 1.3. Prediccion de epitopos de la proteina quimérica LAP-CL1.

Kolaskar y Tongaonkar BCpred ABCpred
8 PRIVDYLKTS 17 8 PRIVDYLKTSLGGMKGITMS 27 1 DPERMAAPRIVDYLKT 16
25 TMSVEKVDIQKYPLMAAVNRAASVVARHDGRVVHLKYE 62 56 VVHLKYEPPNPTEVDTTLYL 75 57 VHLKYEPPNPTEVDTT 72

70 DTTLYLIGKG 79

77 GKGITYDTGGADIKGLETES 96

73 LYLIGKGITYDTGGAD 88

97 SYPYRAVEGQ 106

183 DGTDYWIVKNSWGLSWGERG 202

79 GITYDTGGADIKGLET 94

112 QLGVAKVTGYYTVHSGSEVELKNLVGSE 139

93 ETESSYPYRAVEGQCR 108

141 PAAIAVEAE 149

117 KVTGYYTVHSGSEVEL 132

157 SGIYQSQTCLPFALNHAVLAVGYG 180

137 GSEGPAAIAVEAESDF 152

187 YWIVKNS 193

179 YGTOQDGTDYWIVKNSW 194

OO |IN(O|L[AIW[IN|F

201 RGYIRMARNRGNMCGI 216
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ANEXO 2. Comparacion de las diferentes secuencias de Catepsina Ll en el
GenBank.

rFhCLAMX
*:EFLPEQB%
CLAU9S%
CLPT92%
CLAR91%
CLINL91%
CLCH92%

CL3INHG6%
CLAN72%
SICL1CN29%
CLELNY 74%

CL2TR79%

CLCH93%

CLPT96%
CLATK93%
CLUK94%

CLIUY94%
— CLPL95%

Figura 1. Comparacion de la secuencia rFhCL1 con las secuencias reportadas de CL de F.
hepatica en el GenBank con el programa CLUSTALW?2. rFhCL1MX, secuencia amplificada
en el presente estudio; CLPE98% Catepsina L de Peru (AAM11647.1), CLPT96%
Catepsina L de Portugal (AAR99518.1), CLAU95% Catepsina L de Australia (Q24940.1),
CLPL95% Catepsina L de Polonia (AAP49831.1), CLUK94% Catepsina L del Reino Unido
(206X_A), CL1UY94% Catepsina L1 de Uruguay (AAB41670.2), CLCN93% Catepsina L
de China (ADP09371.1), CL1TK93% Catepsina L1 de Turquia ( AAT76664.1), CLPT92%
Catepsina L de Portugal (AAR99519.1), CLCH92% Catepsina L de Suiza (CAA80450.1);
CL1AR91% Catepsina L1 de Argentina (AAK38169.1), CL1INL91% Catepsina L1 de
Holanda (CAC12806.1), CL2TR79% Catepsina L2 de Turquia (ABQ95351.1), CL3NH66%
Catepsina L3 de Holanda (CAC12807.1), CL4UY72% Catepsina L4 de Uruguay
(ABZ80400.1), CL6UY% Catepsina L6 de Uruguay (ABZ80402.1), SJCL1CN29% Catepsina

L1 de Schistosoma japonicum de China (AF510740_1).
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ANEXO 3. Amortiguadores, soluciones utilizadas en el presente estudio.
Amortiguador de fosfatos
Medios de cultivo
Soluciones para geles de acrilamida

=  Acrilamida/bis-acrilamida 30:08

Acrilamida 3009
Bis-acrilamida 8¢
Agua Mili Q 11

Nota: filtrar por 0.45 um, almacenar a 4°C en botellas oscuras.
= Amortiguador Resolving 4x

Tris base 1.5 M 45.42 ¢

SDS (0.4%) 19

Agua Mili Q 250 ml

Nota: Ajustar a pH= 8.8, almacenar a 4°C en botellas oscuras.

= Amortiguador Stacking 4x

Tris base 0.5 M 6.057 g
SDS (0.4%) 049
Agua Mili Q 100 mi

Nota: Ajustar a pH= 6.8, almacenar a 4°C en botellas oscuras.
= Persulfato de amonio al 10% (APS)
Pesar 0.1 g de APS y disolver en 1 ml de agua Mili Q; una vez disuelto

almacenar a -20°C.

= Amortiguador de corrida SDS 10x

Glicina 1.91 M (144 9g)
Tris base 250 mM (30 g)
SDS 1% (109)

Se disuelve primero la glicina y el tris, al final adicionar el SDS porque hace
espuma y se afora a un litro de agua Mili Q.
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Para diluir a 1x, se toma 100 ml de la solucién de 10x y se agrega 900 ml de
agua bidestilada, almacenar a 4°C.
= Amortiguador de trasferencia 10x
Glicina 191 M (144 g)
Tris base 250 mM (30 g)

Para diluir a 1x, se toma 100 ml de la solucion de 10x y se agrega 100ml de
metanol absoluto frio y 800 ml de agua bidestilada, almacenar a 4°C.

= Azul de Coomasie para tefiir geles de acrilamida

Metanol 20 ml
Acido acético 40 ml
Coomasie R250 0.1g

Agua bidestilada 40 ml

=  Solucién destefnidora

Metanol 40 %
Acido acético 10 %
Agua bidestilada 50 %

= Solucion de lisis 2x
Amortiguador stacking 4x 25 %

SDS 10% 0.2%
B-mercaptoetanol 5%
Glicerol 20 %
Azul de bromofenol 0.05¢
Rojo de pironina 0.05¢
Agua mili Q g.b.p. 50 mi

Amortiguadores utilizados para purificar la proteina recombinante

»= Amortiguador de Union pH 8.
Fosfato de sodio monobasico 50 mM

Cloruro de sodio 50 mM
Urea 8 M
Imidazol 10 mM

= Amortiguador de Lavado pH 8.
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Fosfato de sodio monobéasico 50 mM
Cloruro de sodio 500 mM
Urea 8 M

Imidazol 10 mM

= Amortiguador de Elusion pH 8.
Fosfato de sodio monobéasico 50 mM

Cloruro de sodio 50 mM
Urea 8 M

Imidazol 500 mM

Solucién de carbonatos utilizado en la pulverizacién de la nitrocelulosa
Carbonato de sodio 1.92 g
Bicarbonato de sodio 3.8 g

Disolver primero el carbonato de sodio, enseguida disolver el bicarbonato de sodio
y calentar ligeramente para disolver por completo. Una vez disueltos los dos
carbonatos se debera aforar a 63.5 ml con agua, la mezcla debera tener un pH=9.6.
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