Universidad de la Republica
Facultad de Ciencias
Maestria en Biologia Molecular y Celular
Tesis de maestria

Contribucion a la
dilucidacion de los
mecanismos
proteoliticos que operan
en la digestion intestinal
del trematodo parasito
Fasciola hepatica

Tatiana Basika Cabrera

Orientador Dr. Carlos Carmona
Co-orientador Dr. José F. Tort
Montevideo, Uruguay

Mayo, 2012



Dedicada a mi madre, por
transmitirme su amor por
la ciencia.

ii




Agradecimientos

Agradecimientos

Quiero agradecer a Carlos, mi orientador, por abrirme las puertas en su
laboratorio hace muchos afnos atras, por su apoyo constante y guia, por la
confianza a la ahora del trabajo de mesada, y por las horas de discusién critica
sobre los resultados de este trabajo.

A mi co-orientador Pepe, por sumarse a este trabajo y comprometerse, por
ayudarme a calmar los nervios, por el apoyo y ensefianzas de biologia
molecular.

A ANIl y PEDECIBA Biologia por la financiacion de mi beca de maestriay en
la instancia de investigacion en UCSF.

Al Dr. James McKerrow y el Dr. Conor Caffrey, por permitirme realizar una
instancia de investigacién en el Sandler Center for Drug Discovery, UCSF.
Asimismo, a todos los investigadores del centro, en especial a Alberto Rascén,
por contribuir a la expresion de la legumaina recombinante, y Anthony
O’Donoghue por sus ensefianzas sobre las PS-SCL.

A Rosario Duran y Madelén Portela, de la UByPA, Instituto Pasteur, por las
horas dedicadas a los espectros de masa.

Quiero agradecer a las integrantes del tribunal por aceptar participar de una de
las instancias mas importantes de mi carrera profesional.

A mis companeros del departamento de Genética, en especial a Nico, mi
“‘companero de desenquiste” por las horas que pasamos cultivando JRDs, y a
lleana, por ayudarme a comprender un poquito mas de su enzima, la FhCLS3, y
ser mi companera de viaje en San Francisco.

A la gente de Inmuno, un grupo enorme de gente que me ha sabido apoyar y
me ha dejado usar sus instalaciones sin problemas. Asimismo, quisiera
agradecer al Departamento de Biotecnologia por dejarme hacer uso de sus
recursos.

A mis amigos de la UBP, a los que se fueron y a los que estan: Martin, Maca,

Rodolfo, Flaco, Uruguay, Sheila, Gabi, Patricia, Dinorah, Anabella, Fede, Nati,

iii




Agradecimientos

Tini, Mono y Ceci. Gracias por aguantar mis neurosis, por los aplausos casi
medicinales, y por tantas horas compartidas en las buenas y las malas.
Finalmente quiero agradecerle a mi familia: mama y papa, por su apoyo
incondicional, y por creer que puedo conseguir todo lo que quiero siempre que
me lo proponga y trabaje de forma constante y responsable, soy lo que ellos
me ensefaron. A mi hermana Jess, por estar ahi siempre. A Bruno y Paula,
que sin ser parientes de sangre, son mi familia igual. En especial quiero
agradecer a Andrés, que sin su apoyo, paciencia y afecto incondicional yo no
hubiera llegado hasta aca.

iv



indice

Resumen

La digestion de las proteinas de la sangre es un proceso esencial en los
parasitos hematoéfagos. Ese el caso del trematodo Fasciola hepatica, donde
constituye un proceso catabdlico clave para el establecimiento y mantenimiento
de la infeccion y la transmision de la enfermedad. La Hb es la mayor fuente
primaria de aminoacidos que el parasito utiliza en el anabolismo de proteinas,
una gran tarea ya que se producen 30-50.000 huevos/dia/parasito.

El objetivo de este trabajo es el de contribuir a la dilucidacién de los
mecanismos por los cuales se produce en el intestino de F. hepatica la
digestion de las proteinas presentes en la sangre del huésped, a través del
abordaje de diversos aspectos del proceso. Como primera parte de este
abordaje, se realizé el estudio de las actividades proteoliticas presentes en los
PES de gusanos adultos y juveniles por medio de una bateria de sustratos
fluorgénicos especificos para distintos grupos de proteasas. Esto nos permitié
confirmar la existencia de patrones estadio especificos de proteasas digestivas:
actividad Catepsina L predominante en el estadio adulto, y presencia de
actividad DPP y legumaina en ambos estadios, esta ultima reportada por
primera vez. En juveniles se detectdé actividad Catepsina B y L, cuyas
intensidades varian conforme pasan los dias post-desenquiste.

Mediante el cultivo de JRDs en medio Basch, con el agregado de GRs
humanos, pudimos determinar que los parasitos son capaces de producir una
temprana lisis celular, y al menos producir la desnaturalizacién de la molécula
de Hb. Asimismo, la presencia de GRs estimula el desarrollo intestinal, con
respecto a los JRDs incubados sin GRs. Por otra parte, determinamos la
capacidad de los JRDs de digerir otra proteina abundante en la sangre,
Albumina, cuya digestion resultd ser dependiente del analogo permeable del

inhibidor de cisteina proteasas E64.
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Estudiamos la accion de las distintas catepsinas L recombinantes (FhCL1,
FhCL2, FhCL3) sobre la Hb bovina, observdndose que las tres enzimas son
capaces de degradarla, siendo FhCL1 la que posee mayor capacidad
proteolitica. Sin embargo, las CatLs no son las Unicas enzimas vinculadas a
este proceso, ya que la participacién de varios tipos de proteasas en esta
digestién queda en evidencia al usar combinaciones de inhibidores de distintas

clases de enzimas al estudiar el efecto de los PES de adultos.

Por medio de espectrometria de masa estudiamos a nivel molecular la
degradacion de Hb bovina por FhCL3, proteasa especifica del estadio
juvenil.La abundancia de sitios de corte determinados sobre dicho sustrato
apoyan un rol central de FhCL3 en la nutricion temprana del estadio invasor.

Se realizd la caracterizacion y purificacion de una actividad DPP presente en
los PES de adulto que resulté inestable impidiendo su posterior caracterizacion
molecular, En forma alternativa se realizd el clonado y expresion en E. coli de
una probable FhDPP2 perteneciente a la familia de serina proteasas S28,
miembro del clan SC hidrolasas. Finalmente, se realiz6 el clonado y expresion
de una legumaina expresada en el estadio juvenil, distinta de la identificada en
el andlisis de las ESTs del parasito adulto. Dicha proteina fue expresada en

células E. coliy fue purificada a partir de los cuerpos de inclusion.

El estudio de los procesos vinculados a la digestion de las proteinas presentes
en la sangre, asi como la definicion del rol de las enzimas proteoliticas
contribuye a un mejor entendimiento de la funcion de una red compleja de
proteasas, conservada a través de la evolucion de invertebrados. Asimismo,
permite profundizar en la busqueda de nuevos blancos moleculares que

puedan ser empleados a futuro en el control de la fasciolosis.
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Introduccion

1. Introduccion.

1.1. Las proteasas en la biologia de los parasitos.

Para completar su ciclo de vida, los organismos parasitos deben ganar acceso
a su localizacién definitiva, obteniendo los recursos necesarios de su huésped,
evitando al mismo tiempo los mecanismos de defensa dirigidos contra ellos.
Diversas moléculas y caminos bioquimicos han evolucionado para efectuar
algunos de esos procesos, con las enzimas proteoliticas como componentes
principales del modo de vida parasitario. Existe evidencia acumulada en
protozoarios y helmintos parasitos que demuestra la correlacién que existe
entre el extendido rol de las proteasas en los ciclos de vida parasitarios y el
incremento en el numero de genes de las proteasas, llevando a la presencia de
familias multigénicas expandidas (Tort y cols., 1999, Klemba y Goldberg, 2002).

1.1.1. Rol de las proteasas parasitarias en la nutricion.

La relacién entre un parasito y su huésped es fundamentalmente nutricional.
Por esta razon, no es sorprendente que procurar alimento haya sido una fuerza
relevante de seleccion en la evolucion de esta asociacion. Un paso muy
importante en este camino evolutivo ha sido la adaptacién en los endoparasitos
a nutrirse a partir de la sangre de sus hospederos. Con la excepciéon de
vitaminas del grupo B, la sangre provee una fuente completa de nutrientes,
consistente y renovable (Whitefield, 1979). La hematofagia sin embargo tiene
sus desventajas, siendo las mas relevantes, la necesaria eliminacion del
pigmento férrico resultante de la digestion de hemoglobina (Hb), la prevencion
de la coagulacién y la inactivacion de los sistemas de defensa, desventajas
todas que los parasitos han conseguido superar (revisado por Dalton y cols.,
2004).
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Las proteinas son los nutrientes més abundantes de la sangre, y en
consecuencia, las principales enzimas digestivas en helmintos parasitos e
insectos son las proteasas (E.C. 3.4, Wasilewski y cols., 1996, Bogitsh y cols.,
1992).

Las proteasas son enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos (Barret y cols.,
2004). Se pueden clasificar en endopeptidasas, enzimas que clivan enlaces
peptidicos del interior de la cadena polipeptidica, y en exoproteasas, que clivan
enlaces peptidicos del extremo de la cadena polipeptidica. Estas ultimas se
subclasifican en aminopeptidasas, que clivan enlaces peptidicos del extremo
amino; carboxipeptidasas, que clivan del extremo carboxilo.

Las proteasas también son categorizadas de acuerdo a la naturaleza del
residuo catalitico del sitio activo como metalo, serina, cisteina, aspartico,
treonina y glutamico. Las proteasas han sido agrupadas en clanes en base a
homologia a nivel estructural y catalitico, y categorizadas en familias de
acuerdo a la homologia de secuencia (revisado por Tyndall y cols., 2005).

La clasificacion en clanes o familias, etc., no tiene en cuenta que existen
enzimas que poseen alta especificidad por un sustrato, mientras que otras
poseen especificidades menos restingidas. Esta especificidad viene dada por
los aminoacidos que se encuentran adyacentes al sitio del corte. La
nomenclatura general de las posiciones de los sitios de clivaje en el sustrato
fueron formuladas por Schechter y Berger (1967, Fig. 1). Ellos designaron al
sitio de clivaje P1-P1’, incrementando la numeracién hacia el amino del EP
clivable (P2, P3, P4, etc.). Hacia el extremo carboxilo se numeran (P2’, P3’,
P4’ etc.).

Las proteasas son enzimas ubicuas que operan virtualmente en todo
fendmeno bioldgico. Ellas funcionan no sélo como enzimas individuales, sino a
que menudo también lo hacen en cascadas o redes (Barret y cols., 2004). La
digestion de proteinas en el intestino es un ejemplo destacable de la funcién de
multiples proteasas de clases diferentes como parte de un proceso fisiolégico
coordinado. En los vertebrados, la digestién de proteinas en los alimentos es
llevada a cabo por serina proteasas derivadas del pancreas, miembros
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principalmente de la familia de la tripsina (Clan PA, Merops). Este grupo de
enzimas estd altamente conservado entre los vertebrados. Sin embargo, del
andlisis de la digestion intestinal de invertebrados surge un panorama
completamente distinto. En este caso cisteina proteasas del clan CA (también
conocido como la familia de la papaina) y aspartico proteasas homoélogas a la
catepsina D (CatD, clan AA) han sido descritas en el intestino de organismos
tan diversos entre si, como platelmintos (Yamasaki y cols., 1992), nematodos
(Williamson y cols., 2002), y artropodos (Boldbaatar y cols., 2006). El cambio
de cisteina y aspartico proteasas a serina proteasas parece haber ocurrido en

artrépodos o moluscos.

Nuestro conocimiento de los mecanismos digestivos de las proteinas
sanguineas en general y de la Hb en particular, deriva del estudio de algunos
modelos parasitarios de protozoarios (Plasmodium) y helmintos (Schistosoma,
Ancylostoma, Necator).

1.1.1.1. Digestion de hemoglobina en protozoarios parasitos.

El protozoario Plasmodium falciparum, agente etiolégico de la malaria humana,
degrada casi toda la Hb de la célula huésped durante su breve estadio
intraeritrocitario. Esta proteina es degradada en un uUnico organelo &cido,
conocido como la vacuola digestiva. A medida que la Hb es procesada, su
componente hemo es convertido en el pigmento hemozoina y las cadenas de
globina hidrolizadas a sus aminoacidos constituyentes. La hidrdlisis de Hb es
necesaria para proveer aminoacidos para la sintesis de proteinas, mantener la
estabilidad osmoética de los parasitos y proveer el espacio necesario para el
crecimiento del estadio intraeritrocitico. Esta hidrdlisis es resultado de un
proceso cooperativo que involucra proteasas de mudltiples clases cataliticas,
incluyendo cisteina, aspartico y metalo proteasas (revisado por Rosenthal,
2011).
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Scissile bond
N{m—primed(l’rimed

sites sites ... C-terminus

N-terminus . ..

Figura 1 — Nomeclatura y definicion de los sitios de union al sustrato de una
enzima proteolitica (Schechter and Berger, 1967).

El clivaje inicial ocurre en la regidon bisagra de la cadena a globina y es

mediado por aspartico proteasas (Fig. 2). Posteriormente, se alcanza mas
degradacion de las cadenas de globina a través de la accién de estas aspartico
proteasas (plasmepsinas | Il, IV) y tres cisteina proteasas (falcipainas-2, 2’, 3).
Una metaloproteasa (falcilisina) convierte polipéptidos cortos de globina en
oligopéptidos de 5-10 residuos. Con respecto a las etapas finales ha sido
descrita una DPAP1, ort6loga de catepsina C (CatC), que reside en la vacuola
y posee actividad dipeptidil peptidasa (DPP). Su rol probable es la liberaciéon de
dipéptidos desde el N-terminal de los oligopéptidos (revisado por Klemba vy
cols., 2004). Para los dipéptidos se postula que serian clivados por varias
aminopeptidasas en la vacuola alimenticia (Pfa-M1 y PfAPP, Dalal y Klemba,
2007) o que podrian ser exportados al citosol, donde serian clivados por una
leucina aminopeptidasa (PfLAP) (Stack y cols., 2007). En consonancia con
estos roles, inhibidores de aspartico y cisteina proteasas han demostrado ser
capaces de bloquear la degradacién de Hb y ocasionar la muerte del parasito
(Rosenthal, 1995).

1.1.1.2. Digestion de hemoglobina en helmintos parasitos.

Los helmintos hemat6fagos incluyen representantes de dos fila dentro de los
metazoarios: nematodos y platelmintos. Sus ciclos de vida son complejos, y por
lo tanto para asegurar la continuidad de la transmisién a través de condiciones
ambientales poco favorables, los helmintos liberan grandes cantidades de
huevos, cuya produccion requiere una dieta rica en proteinas, como la sangre.

A continuacién se detallan los mecanismos digestivos asi como las proteasas
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involucradas en los procesos de catabolismo de las proteinas presentes en la

sangre, con especial énfasis en la Hb, ya que ha sido la mas estudiada.

A diferencia de los protozoarios como Plasmodium que se alojan en los
glébulos rojos (GRs), los helmintos necesitan realizar el paso previo de la lisis
globular que les posibilita el acceso a la Hb. Este paso de lisis celular es
realizado por la acciéon de hemolisinas dentro del eséfago e intestino, proteinas

que se postula forman poros en la membrana de los eritrocitos.

a Hemo P .
[ Plasmepsmas asmepsinas
1\ l - Cisteina proteasas
Falcipainas Falcipainas, DPAP1
"\R Metalo proteasas
Qs S : % Falcilisina, PfLAP
l polipéptidos  Hemozoina

0

® e oligopéptidos ——> . ..

., Pfa-M1 amino_
aminoacidos P{APP AT
Vacuola acidos
alimenticia

Citoplasma parasitario

Aspartico proteasas

Figura 2 — Diagrama del camino de degradacion de la Hb por P. falciparum — La Hb es
degradada a oligopéptidos por las actividades endopeptidasas de las plasmepsinas
(aspartico proteasas), falcipainas (cisteina proteasas)y la falcilisina (metalo proteasa).
Luego los oligopéptidos son reducidos a dipéptidos y aminoacidos por una dipeptidil
peptidasa (DPAP) y aminopeptidasas (PfA-M1 y PfAPP en la vacuola alimenticia, y PfLAP
en el citosol). (Modificado de Jortzik y cols., 2011)
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En el caso del nematodo intestinal Ancylostoma caninum Don y cols. (2004)
reportaron actividad hemolitica para los extractos de este parasito, y mas tarde
(Don y cols., 2007), clonaron y expresaron ARNm codificantes de 2 proteinas,
Ac-slp-1 y Ac-slp-2. Estas proteinas poseen homologia de secuencia con los
amebaporos, péptidos que forman poros, del protozoario parasito intestinal
Entamoeba histolytica (Leippe y cols., 1992), y pertenecen a la familia de las
proteinas tipo saposina (SAPLIP). Dichas proteinas poseen 6 residuos de
cisteina conservados, involucrados en la formacion de tres puentes disulfuro
que, en sus homologos de mamiferos, se involucran en la interaccién con
lipidos. Pese a que no se observo actividad litica para las SAPLIP de A.
caninum, se determin6 que se expresan en el intestino en las etapas de larva
L3 y adulto, lo que sugiere un rol en la lisis de células del huésped durante la
migracion y/o alimentacion. Mas adelante, se resolvieron las estructuras
tridimensionales de la Ac-slp-1 y de la Na-slp-1 de Necator americanus, otro
nematodo intestinal, se demostraron sus propiedades de unién a membrana, y

se propusieron modelos por los cuales ocurriria esta unién (Willis y cols., 2011).

En A. caninum las proteasas que participan en la digestion de Hb efectian su
funcion en un camino semi-ordenado de protedlisis donde las aspartico (APR-
1) y cisteina proteasas (CP-2) digieren Hb nativa y desnaturalizada, mientras
que una metaloproteasa (MEP-1) actua luego de estas dos enzimas y digiere
los péptidos de globina generados por protedlisis previa (Williamson y cols.,
2004). Para otros nematodos, como N. americanus, se reafirma el concepto de
una cascada de degradaciéon. Se utilizaron formas recombinantes de una
aspartico proteasa Na-APR-1, una cisteina proteasa Na-CP-3, y la
metaloproteasa Na-MEP-1 para determinar sus funciones en la degradacion de
Hb por el parasito adulto. Se demostré que la Na-APR-1 recombinante clivaba
Hb humana intacta. En contraste, Na-CP-3 y Na-MEP-1 no eran capaces de
clivar Hb intacta, pero si los fragmentos de globina liberados por la hidrolisis de
Na-APR-1, lo que implica un proceso ordenado de hemoglobinolisis (Fig. 3).
En estudios del transcriptoma de estos parasitos, se encontraron ESTs que

codifican para aminopeptidasas y carboxipeptidasas, pero todavia no se han
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estudiado sus roles en la digestion de Hb (Ranjit y cols., 2009). Un ejemplo de
esto es un antigeno denominado contortina, presente en Haemonchus
contortus, otro nematodo gastrointestinal, que mediante el analisis por
espectrometria de masa (MS) resulté estar compuesto de dos proteinas, Hc-
PCP1 y Hc-PCP2, con homologia a prolil carboxipeptidasas de la familia S28
(Geldhof y Knox, 2008).

En los helmintos trematodos del género Schistosoma, agentes de la
esquistosomiasis humana, la helmintiasis que causa mayor niumero de muertes

a nivel mundial, la lisis de GRs ocurre en el eséfago, aunque el mecanismo no

Proteinas tipo saposina

O 0 Ac/Na-slp-1

. . _ Aspartico proteasas
A. caninum N. americanus
Ac/Na-APR-1
Ac-slp-1 ¢ Na-slp-1 . i
Cisteina proteasas
m Ac/Na-CPs
Ac-APR-1
Na-APR-1
Ac-CP-2 l, Metalo proteasas

Ac/Na-MEP-1

Ac-MEP-1 \1’ Na-CP-3
Na-MEP-1

dipéptidos
| |

I Exopeptidasas? I

aminoéacidos

Figura 3 — Diagrama de la via de degradacion de la Hb en dos nematodos
hematdfagos — La lisis de GRs estaria mediada por una SAPLIP. El ataque
inicial a la molécula de Hb es mediado por una aspartico proteasa en el caso
de N. americanus (Na-APR-1), y por una aspartico o una cisteina proteasa en
el caso de A. caninum (Ac-APR-1y Ac-CP-2). Los polipéptidos generados son
degradados por la accion de cisteina y metalo proteasas (Na-CP-3 y Na-MEP-
1, Ac-MEP-1). La subsecuente degradacion a aminoacidos ocurriria por la
accion de exopeptidasas, que han sido identificadas a nivel de ESTs con que
tendrian homologia a una prolil carboxipeptidasa.

es del todo conocido. Se ha identificado en S. mansoni un ADNc codificante
para una proteina perteneciente a la familia de las SAPLIPs, denominada Sm-
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slp-1 (Don y cols., 2008), que se expresa en la gastrodermis del parasito

adulto.

Una cascada o red proteolitica involucrando aspartico y cisteina proteasas ha
sido propuesta como mecanismo de degradacion catalitica de la Hb en
helmintos hemato6fagos (Sajid, 2002, Williamson, 2003). Delcroix y cols. (2006)
confirmaron por medio de marcaje con sondas fluorescentes acopladas a
inhibidores de proteasas, la presencia de proteasas activas asociadas al
intestino de S. mansoni. Estas incluyen una catepsina B1 (CB1), una catepsina
L1 (CL1), una CatD, una CatC, una asparagina endopeptidasa (AE) o
legumaina, y una LAP. En el intestino de este parasito las proteasas funcionan
en una red de degradacion proteica cooperativa (Fig. 4). En la degradacion de
Hb, la CatD es la principal responsable del clivaje primario, aunque se observa
cierta accién redundante por parte de las cisteina proteasas, ya que en
ausencia de la CatD puede ocurrir algo de degradacion. Este clivaje primario
libera dos péptidos de 6 y 16 kDa, que son subsecuentemente degradados por
las CatB y Catl, siendo la CatL, menos abundante, la que aporta cierta
redundancia al clivaje realizado por la CatB. Los autores de este articulo
también estudian el rol de estas proteasas en otra proteina componente
mayoritario de la sangre, la albumina (Alb). Para esta proteina, son las cisteina
proteasas que realizan el clivaje inicial, y existe algo de redundancia en la
actividad de CatB y CatL en el proceso. Las aspartico proteasas se encuentran
poco involucradas en los clivajes iniciales, pero tiene un rol preponderante en
los clivajes subsecuentes. Combinando inhibidores de cisteina y aspartico
proteasas se obtuvo un resultado sinérgico, aboliendo en un 43% la
degradacion de la proteina. Sin embargo, para abolir completamente la
degradacion de la Alb, se requiere la accion adicional de inhibidores de

legumainas.

La actividad exopeptidasa de la CatB y las exopeptidasas CatC y LAP
(McCarthy y cols., 2004) degradarian los péptidos liberados por la accién de las

endopeptidasas para ambas proteinas.
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1.2. Fasciola hepatica.

1.2.1. Ciclo biolégico y fasciolosis.

Los platelmintos trematodos pertenecientes a la subclase Digenea, como F.
hepatica, se caracterizan por tener un ciclo de vida complejo (Fig. 5), donde
estan involucrados uno o mas huéspedes: un molusco como huésped
intermediario, donde ocurre la multiplicacion larvaria y un vertebrado como

huésped definitivo, donde ocurre la reproduccion sexuada de los adultos. Los

Legumaina Legumaina
Hb (16 kDa) Alb (68.7 kDa)
CatepsinaDo v Cisteina proteasas
cisteinaproteasas (Catepsinas B1, L1) o
(Catepsinas B1, L1); Catepsina D
/ +
Fragmentos P Fragmentos
2
: Catepsinas B1, L1
(%aﬁﬁsglasg L1 (44, 40, 34 kDa)
Catepsina D (42 kDa)
Péptidos Péptidos
Catepsina C, Catepsina C,
CatepsinaB1y CatepsinaB1y
Metalo aminopeptidasa Metalo aminopeptidasa
Péptidos pequefios Péptidos pequenos
aminoacidos aminodcidos

Figura 4 — Dos caminos proteoliticos paralelos para la degradacion de proteinas
sanguineas del huésped por S. mansoni — Las endopeptidasas (catepsinas B1,
L1 y D) son responsables por los clivajes primarios sobre ambos sustratos. Las
exopeptidasas (catepsinas C y B1, metaloproteasas) actuan sobre los péptidos
liberados por accion de las endopeptidasas. Si bien la CatD actua en el clivaje
inicial de la molécula de Hb, existe cierta redundancia en el clivaje realizado por
las cisteina proteasas, a juzgar por estudios realizados con combinaciones de
inhibidores especificos de cada clase. Las cisteinas proteasas son responsables
del origen de dos especies con masa molecular de entre 16 y 6 kDa. Para la
degradacion de Alb, la CB1 parece estar involucrada en el clivaje inicial, pero
nuevamente existe algo de redundancia en la accion de CL1 y CatD. La CatD
tiene un importante rol en la degradacion de productos de 42 kDa generados a
partir del clivaje primario. Las cisteina proteasas juegan un rol importante en la
degradacion de productos de 34 a 44 kDa. (Modificado de Delcroix y cols., 2006)
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miembros de la familia Fasciolidae son hermafroditas y en ellos puede ocurrir
autofertilizacion, aunque es comun que la reproduccién sexual en el huésped
definitivo ocurra por fertilizacion cruzada (revisado por Andrews, 1999).

Luego de la fecundacion los adultos de F. hepatica, alojados en los conductos
biliares, ponen huevos. Estos huevos salen del conducto biliar al duodeno y
luego al intestino donde son eliminados con las heces. La eclosion ocurre luego
de que quedan libres de materias fecales. La humedad, temperatura y tensién
de oxigeno constituyen factores criticos para su supervivencia. La siguiente
fase, el miracidio, es estimulado por la luz a secretar enzimas que digieren las
sustancias que cierran el opérculo. ElI miracidio es periforme, ciliado, y
mediante movimientos activos en el agua nada hacia el huésped intermediario.
Este es un molusco gasterépodo anfibio del género Limnea. En Uruguay la
Unica especie con relevancia epidemioldgica conocida es Limnea viatrix
(Acosta, 1994).

El miracidio se adhiere al caracol por accién de su papila anterior y penetra el
tegumento por medio de enzimas histoliticas. Dentro del mismo se reproduce
asexualmente: se convierte en un esporocisto joven de forma eliptica, en cuyo
interior a su vez, se forman acumulos de células germinales a partir de las
cuales se producen las redias por un proceso de partenogénesis (de 5 a 8 por
esporocisto). Luego éste se rompe y las redias migran hacia el hepatopancreas
del caracol.

En las redias aparecen ndédulos de germinacion que se transforman en
cercarias. Estas son ovales y presentan una cola. Ya maduras, abandonan la
redia por su poro de nacimiento, quedando a la espera de estimulos exteriores
para abandonar el caracol, lo que hacen gracias a su gran movilidad que les
permite desplazarse activamente por el agua, para luego adherirse sobre
vegetales, cerca de la superficie. Entonces adquieren su forma quistica,
perdiendo la cola y rodedndose de una cubierta preformada que liberan al
exterior. Asi se trasforman en metacercarias, que son aptas para infectar al
huésped definitivo luego de 10 dias de maduracion.

Una vez ingerida, la metacercaria se desenquista en el intestino delgado,
dando lugar a los juveniles recientemente desenquistados (JRD), que

atraviesan la mucosa intestinal, y migran por la cavidad abdominal hacia el
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higado. Una vez que atraviesan la capsula hepatica, los juveniles migran por el
parénquima, causando hemorragias y fibrosis. Durante este periodo los
parasitos crecen significativamente y cuando alcanzan los conductos biliares
maduran sexualmente a adultos y se establecen en forma definitiva. A la octava
semana de infeccidon se encuentran huevos en la bilis, y posteriormente en las

heces, completando el ciclo.

La fasciolosis es una enfermedad que afecta ganado ovino, bovino y al hombre,
y es causada por los trematodos F. hepatica y F. gigantica. F. hepatica se
distribuye en climas templados de todos los continentes, mientras que F.
gigantica tiene una distribucion tropical limitada a regiones de Asia y Africa. Se
ha estimado que 250 millones de ovinos y 350 millones de bovinos en el mundo
estan en riego de infeccion, con pérdidas econdmicas productivas calculadas
en 3000 millones de ddlares anuales (Spithill y cols., 1999, Mas-Coma vy cols.,
2005).

Los perjuicios generados por la presencia del parasito en el ganado bovino, son
debidos primariamente a la reduccidén en la ganancia de peso y fertilidad asi
como a la disminucién en la produccién lechera y decomiso de drganos
parasitados en los animales faenados. En ovinos, las consecuencias pueden
ser mas severas y tener expresion clinica, llevando en algunos casos a la
muerte del animal infectado. En nuestro pais la fasciolosis por F. hepatica es
una de las helmintiasis con mayor prevalencia en los rumiantes. Se ha
estimado que las pérdidas generadas por este motivo en Uruguay superan los
20 millones de délares anuales (revisado por Acosta, 1994).

Una enfermedad infecciosa en animales puede ser transmitida al hombre,
constituyéndose en una zoonosis. La fasciolosis humana es considerada una
zoonosis emergente en particular en varias regiones de América del Sur y
algunas regiones de Africa y Europa. En América del Sur, los mayores niveles
de prevalencia se localizan en el noroeste del Altiplano boliviano y los valles de
Cajamarca y Mantaro en Peru, con 72% y 24.4% en encuestas coprolégicas
respectivamente (Gonzalez y cols., 2011). La Organizacion Mundial de la Salud
ha incluido a la fasciolosis humana entre las enfermedades tropicales

desatendidas (en inglés Neglected Tropical Diseases), dado que se calcula que
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2.5 millones de personas se encuentran infectadas y unas 150 millones mas en
riesgo de infeccién (Mas-Coma y cols., 1999).

Como para la gran mayoria de las helmintiasis, donde no existen vacunas
disponibles, la quimioterapia constituye la alternativa de control de la fasciolosis
empleada con mayor frecuencia por los productores. Sin embargo, el
tratamiento se realiza muchas veces cuando ya se ha producido el dafno
hepatico, y por otro lado es costoso y no evita la reinfeccion de los animales.
En nuestro pais las altas cifras de prevalencia registradas en forma persistente
delatan el fracaso de dicha estrategia. A escala internacional, el problema es
similar, agravado por el alto costo de agentes fasciolicidas, como el
triclabendazol, para pequerios productores de paises subdesarrollados, donde
la prevalencia llega en algunos casos al 90% (Spithill, 1999). Un elemento
adicional relevante que compromete las estrategias farmacoldgicas es el
surgimiento de parasitos resistentes a dicho farmaco, reportado inicialmente en
Irlanda en 1993 vy que en pocos anos se ha confirmado en distintos paises
(Brennan, 2007). A esto se suma una preocupacion creciente a nivel de los
consumidores por la presencia de residuos quimicos provenientes de farmacos
en la carne. Basta agregar que en nuestro pais el fasciolicida de uso mas
extendido entre los productores es el closantel debido a su bajo costo con
relacion al triclabendazol. El uso de closantel se encuentra prohibido en la
Unién Europea (UE), y en el proximo afno el Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca de nuestro pais incluird en el muestreo anual que realiza
para la UE la determinacion de los niveles de closantel en tejido. Debido a esto,
en un futuro cercano se debera evitar su uso en aquellos animales que se
faenen para exportar con dicho destino, transformandose asi el tratamiento de
la fasciolosis en una significativa barrera para-arancelaria.

Tomados en su conjunto estos datos cuestionan la sustentabilidad del control
farmacol6gico como estrategia central en el control de la fasciolosis. Esta falta
de sustentabilidad resalta la importancia de estrategias alternativas de control,

en particular las inmunoprofilacticas.
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1.2.2. Aparato digestivo de F. hepatica.

F. hepatica presenta en su estadio adulto un tubo digestivo incompleto dividido
en boca, faringe, eséfago, y ciegos intestinales birrameos, con diverticulos
laterales altamente ramificados.

Las células de la gastrodermis del intestino de las etapas infectivas de F.
hepatica en el hospedero definitivo esta lleno de vesiculas secretorias que se
producen y almacenan en la metacercaria. Las células epiteliales de este
estadio estan especializadas en la secrecién pero no en la absorcion. Luego
del desenquiste, la cantidad de vesiculas secretorias disminuye drasticamente,
lo que implica que son requeridas para el desenquiste y la penetracion de la
pared intestinal del huésped. Luego de penetrar el intestino, ya en el
parénquima hepatico, aparece un nuevo tipo de célula secretoria que posee
morfologia similar a la del adulto, aunque el verdadero fenotipo
secretor/absortivo de las células gastrodérmicas del adulto no se alcanza hasta
que el parasito llega al canaliculo biliar (Bennet, 1975).

Dentro del intestino de F. hepatica la gastrodermis esta formada por una Unica
capa de células epiteliales, que sufren una serie de transformaciones ciclicas,
involucrando una fase secretoria, donde hay un aparato de Golgi activo y
numerosos cuerpos de secrecidn tipo zimégeno, seguidos de una fase de
intensa absorcién. Durante la fase de absorcidn, las lamelas superficiales son
MAs numerosas, existen pocos cuerpos de secrecion y los complejos del Golgi
se encuentran inactivos. Sin embargo, existen numerosos cuerpos
citoplasmaticos que indican una intensa actividad de endocitosis y autofagia
(Robinson y Threadgold, 1975). Los eventos de una célula no se encuentran
sincronizados con los de las adyacentes, por lo tanto la absorcion y la
secrecion pueden ocurrir mas o menos de forma simultdnea a lo largo de la
gastrodermis. Otro grupo de células, con una musculatura subepitelial mas
desarrollada, esta asociado con el movimiento del material ingerido en la luz
del intestino y la mezcla de los contenidos de las vesiculas secretorias
(Fairweather y cols., 1999).
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Figura 5 — Ciclo de vida de F. hepatica — Los huevos inmaduros (1) son liberados
a los conductos biliares, de alli al intestino, y finalmente al exterior en las heces.
Se convierten en embrionados (2) en el agua, y liberan miracidios (3), que invaden
al huésped intermediario, un gasterépodo del género Lymnae (4). En el mismo los
parasitos pasan por distintas etapas de desarrollo: esporocisto (4a), redia (4b) y
cercaria (4c). Las cercarias son liberadas del caracol (5) y se enquistan como
metacercarias (6) en plantas acuaticas u otras superficies. Los mamiferos se
infectan al ingerir vegetales que contienen las metacercarias. Luego de la
ingestion las metacercarias se desenquistan (7) en el duodeno y migran a través
de la pared intestinal, la cavidad peritoneal, y el parénquima hepatico hacia los
conductos biliares, donde se desarrollan a adultos (8). En el hombre la maduracion
lleva entre 3 a 4 meses. Los adultos residen en los canaliculos del huésped
definitivo. F. hepatica infecta varias especies animales, en su mayoria herbivoros.
(Tomado de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx)

En los conductos biliares los adultos se alimentan principalmente de sangre (y
posiblemente de células epiteliales del conducto), para lo cual deben perforar
sus paredes para acceder a los nutrientes. Mediante la contraccion coordinada
de los musculos radiales, ecuatoriales y meridionales de las ventosas oral y
ventral genera una poderosa fuerza de succién que lleva los nutrientes hacia la
faringe. La succién continua y localizada de los musculos de la ventosa oral y
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faringe, sumada a la accién pulsante de la musculatura del cuerpo del gusano
es suficiente para romper vasos sanguineos superficiales y crear una corriente
de sangre que es impulsada a la parte posterior del tubo digestivo por la

actividad peristéltica de la faringe y el eséfago (Dalton y cols. 2004).

Una vez en el intestino, la sangre es rapidamente hemolisada en las
condiciones acidas del lumen y su presencia induce un flujo inmediato de
secreciones digestivas de la gastrodermis. La lisis de los eritrocitos ocurre por
accion de una proteina llamada Saposina, que se secreta en el eséfago del
parasito y cuya funcién seria la formacién de poros por medio de la interaccion
con los lipidos de la membrana del GR (Espino y Hillyer, 2003), liberando su
contenido, haciéndolo disponible para la digestion enzimética y la absorcion de
nutrientes a través de la pared del intestino del parasito. En efecto, los autores
demostraron que la proteina tiene accién hemolitica sobre GRs humanos y
células polimorfonucleares de sangre periférica. La digestion es
predominantemente extracelular, y cualquier residuo, como el pigmento
hemozoina, aparece en el lumen intestinal del huésped, por lo que su

eliminacién ocurre simplemente por regurgitaciéon (Halton, 1967).

1.2.3. Las proteasas de F. hepatica.

El primer estudio sobre la presencia de actividades proteoliticas en extractos
del parasito corresponde a Howell, quien en 1966 demostrd que los juveniles
de F. hepatica liberaban enzimas in vitro que eran capaces de clivar colageno,
y postulé que estas enzimas estaban involucradas en la penetracion del tejido.
Luego de casi dos décadas, Chapman y Mitchell (1982) describieron que los
parasitos inmaduros de F. hepatica secretaban una enzima proteolitica tiol
dependiente tipo papaina, que clivaba inmunoglobulinas (lgs) de ratén, rata,
conejo y oveja in vitro. En base a estudios con inhibidores, esta enzima fue
reportada como una cisteina proteasa cuya actividad era éptima a pH 3.5-4.5, y
se veia potenciada en presencia de 5mM de ditiotreitol (DTT) o 100mM de
cisteina. Fue el estudio de Dalton y Heffernan (1989) el que permitié avanzar
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sustantivamente en la caracterizacion de las actividades proteoliticas

secretadas/excretadas por el parasito adulto.

1.2.3.1. Proteasas en el estadio adulto.

Dalton y Heffernan (1989) analizaron los productos de excrecién - secrecion
(PES) liberados por los parasitos adultos inmaduros de 5 semanas y adultos in
vitro empleando geles de poliacrilamida co-polimerizados con gelatina (GS-
PAGE) y encontraron que F. hepatica liberaba 11 bandas de actividad
proteolitica. Todas fueron clasificadas como cisteina proteasas ya que eran
inactivadas por inhibidores especificos de esta clase de proteasas, como el
trans-epoxisuccinil-L-leucilamido-4-guanidino-butano  (E64), y mostraban
actividad potenciada en presencia de agentes reductores como la cisteina y el
DTT. Se compararon las proteasas liberadas por las formas inmaduras y los
adultos, los perfiles proteoliticos resultaron ser similares. Los autores
postularon que estas proteasas participaban en la degradacién extracorporal de
GRs y proteinas, asi como en la penetracion de los tejidos del huésped, en
particular aquellas activas a pH fisioldgico.

El mismo grupo luego demostr6 que estas actividades proteoliticas
correspondian, en el adulto, Unicamente a dos CatlLs, un tipo de cisteina
proteasa lisosomal, que en mamiferos junto con las catepsinas B, H y S
pertenecen a la superfamilia de la papaina. Se trata de dos enzimas
predominantes, llamadas catepsina L1 (FhCL1) y catepsina L2 (FhCL2) (Smith
y cols., 1993a, Dowd y cols., 1994), que fueron aisladas en base a sus distintas
especificidades contra substratos peptidicos fluorogénicos. La FhCL1 presenta
un peso molecular aparente de 27 kDa, un amplio rango de pH 6ptimo entre
4.5-7.0 y posee alta afinidad por el péptido sintético fluorogénico Z-Phe-Arg-
AMC (Z-Phe-Arg 7-amido-4-metilcoumarina hidrocloruro) (Smith y cols.,
1993a). La FhCL2 tiene un peso molecular aparente de 29.5 kDa, actividad en
el rango 4.5- 8.0 de pH y posee alta afinidad por Z-Phe-Arg-AMC y Tos-Gly-
Pro-Arg-AMC (Dowd y cols., 1994). Estudios de inmunolocalizacion han

demostrado que estas enzimas son sintetizadas y empaquetadas en vesiculas
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dentro de células gastrodérmicas (revisado por Dalton, 2004). Ambas
catepsinas son producidas como zimogenos inactivos, que requieren el clivaje
de los prosegmentos para convertirse en enzimas funcionalmente activas. Los
prosegmentos funcionan como reguladores de la actividad enzimatica
uniéndose al sitio activo, y en humanos funcionan como chaperonas
intermoleculares que son importantes para el correcto plegamiento de la
proteina y para el trafico intracelular al lisosoma (revisado por Stack y cols.,
2011). Ambas catepsinas son secretadas por el parasito en el medio de cultivo
y juntas representan el 80% del contenido proteico de los PES. Los estudios
sobre substratos bioldégicos demostraron que ambas son capaces de producir
el corte de inmunoglobulinas, produciendo fragmentos Fab y Fc, indicando un
papel activo en los mecanismos de evasidn de la respuesta inmunolégica
dirigida contra el parasito (Smith y cols., 1993b, Berasain y cols., 2000). Por
otro lado, FhCL2 es capaz de degradar fibrinbgeno generando un coagulo
biogquimicamente diferente al producido por la trombina. Fue sugerido que el
efecto pro coagulante de FhCL2 podria impedir un sangrado excesivo de las
lesiones en la pared de los canaliculos biliares, inducidas por el parasito al
alimentarse (Dowd y cols., 1995). Ambas enzimas son capaces de degradar
colageno, fibronectina y laminina, lo cual sugiere su participacion en los
procesos de degradacion tisular que tienen lugar durante la invasion y
migracion (Berasain y cols., 1997). Mas recientemente, Stack y cols. (2008)
demostraron que la configuracién que adoptan los residuos 67, 157 y 158 del
sitio activo de FhCL2, crea una topologia que le permite a esta enzima poseer
una inusual actividad colagenolitica. El surgimiento de wuna funcion
colagenolitica especializada en F. hepatica contribuiria al éxito en la invasién
del huésped por parte de este parasito. Lowther y cols. (2008) demostraron que
la FhCL1 puede degradar eficientemente Hb humana en un medio &cido (pH
4.5). Utilizando espectrometria de masa fue posible identificar los sitios de
clivaje dentro de las cadenas de globinas y determinar el tamafo de los
péptidos generados por la digestion. La FhCL1 mostré digerir la cadena a-
globina en 83 sitios y la cadena de -globina en 89 sitios, generando pequefios
péptidos de 4 a 14 aminod&cidos, incluso algunos tri-péptidos. Respecto a los

residuos preferidos por la enzima dentro de la molécula, la mayoria resultaron
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ser hidrofébicos (Leu>Val-Ala>-Phe). Mas recientemente se describié otra
catepsina de tipo L minoritaria en los PES de adultos, denominada FhCLS5.
Tiene un peso molecular aparente de 24.4 kDa, y preferencias de sustrato
similares a las de FhCL1 (Smooker, 2000). Mediante el estudio proteémico de
las CatlLs presentes en los PES de adulto (Robinson, 2008), se identificaron las
3 CatLs con sus respectivas abundancias: FhCL1 (67.39%), FhCL2 (27.63%),
FhCL5 (4.98%).

Las CatlLs del gusano adulto de F. hepatica son secretadas en abundancia,
estimandose su produccion en alrededor de 0.5 a 1.0 pg/ hora/ parasito. Los
altos niveles de secrecion no sorprenden cuando se tiene en cuenta que el
parasito instalado en el canaliculo biliar debe ingerir altas cantidades de GRS
que soportan la produccion de una enorme progenie (30-50.000 huevos/ dia/
parasito). La importancia en su funcidén se ve también reflejada en la alta tasa
de transcripcién de sus genes, ya que aproximadamente el 10% de los ADNc
en una libreria de ESTs preparadas a partir de ARN de adulto codifican para

estas enzimas (Dalton, 2006).

El analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas de CatL de F. hepatica
muestra que esta familia de proteasas surge por medio de duplicaciones
génicas y divergencia en 5 clados principales. Utilizando enzimas
recombinantes representativas de los dos clados predominantes se
determinaron las preferencias respecto al sitio activo: el clado 1 posee un sitio
activo que se ha abierto para acomodar residuos de mayor tamafo,
hidrofébicos, mientras que el clado 2, favorecié cambios en el sitio activo que
permitieron acomodar mejor residuos de Pro en el sitio S2, otorgandole la
capacidad de clivar colageno nativo, que contiene un motivo Gly-Pro-X. Esto le
confiere un rol central en los mecanismos de invasion y migracion. Si bien
FhCL5 exhibe una homologia del 80% con FhCL2, presenta un sitio S2
intermediario, y no acomoda sustratos con un residuo de Pro en P2. Esto
demuestra que F. hepatica desarrollé una serie de proteasas secretadas con
especificidades de sustrato solapantes, que constituyen un sistema mas
eficiente para actuar sobre diversos blancos moleculares presentes en el

huésped definitivo (Robinson y cols., 2008).
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La participacién de FhCL1 y FhCL2 en procesos relevantes para la sobrevida
del parasito dentro del hospedero ha sido confirmada por la proteccion inducida
contra la infeccidén por la inmunizacion con dichas enzimas. La vacunacién con
FhCL1 o FhCL2 nativas en ovejas Corriedale desarrollada por nuestro grupo
generd niveles de proteccién contra el desafio con metacercarias de 33% vy
34%, destacandose una reduccion significativa en el nimero de huevos, tanto
para FhCL1 (71%) como para FhCL2 (81%). La combinacién de ambas CatlLs
produjo mayores niveles de proteccion (60%) que cuando se administran
separadas (Piacenza y cols., 1999). En bovinos se alcanzaron niveles de
proteccion de 53% para FhCL1, mientras que en combinacion con otra
molécula presente en los PES, identificada como Hb de F. hepatica (Dalton y
cols., 1996), se alcanzaron niveles de proteccion de 52% y 72% para FhCL1 y
FhCL2, respectivamente (Piacenza, 1999). Tanto para ovinos como bovinos, se
ha demostrado que los anticuerpos inducidos en los animales inmunizados
tienen la capacidad de inhibir la actividad proteolitica, lo que sugiere que se
trata de un mecanismo relevante en la capacidad protectora de éstos
inmundgenos (Smith y cols., 1994, Piacenza y cols., 1999).

Las FhCL1 y FhCL2 nativas pueden ser purificadas a partir de los PES de
gusanos adultos por medio de una combinacion de cromatografias de gel
filtracion e intercambio i6nico convencionales y recuperadas en suficiente
cantidad como para permitir ensayos de vacunacion en el ganado. De todas
formas, frente a la perspectiva de realizar ensayos de vacunacién a mayor
escala, se requieren grandes cantidades incompatibles con la purificacion de
las enzimas nativas. La produccion de CatLs recombinantes en su forma
funcional requiere expresion de la forma pro-madura de la enzima, ya que la
regién del pro-péptido es necesaria para el correcto plegamiento de la misma.
Los sistemas de expresidn procariota (Escherichia coli) no son adecuados para
la produccion de las proteasas funcionalmente activas, aunque se han
empleado para expresar proteinas no activas de F. gigantica, que fueron
subsecuentemente re-plegadas a su forma activa. Sin embargo, las

metodologias de re-plegamiento son complejas y caras, por lo que no resultan
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practicas en los esquemas de produccion comercial (Smith y cols, 1993a, Dowd
y cols., 1994, Yamasaki y cols., 2002).

Los sistemas de levaduras han probado ser mas exitosos para la expresion
funcional de varias proteasas de parasitos, incluyendo las CatLs de F. hepatica.
La levadura Saccharomyces cerevisiae, transformada con los ADNc de longitud
completa de FhCL1 y FhCL2, expresa y secreta las enzimas con baja
productividad (100 ug/L), y por lo tanto no adecuada para la produccion a gran
escala. En funcién de estos magros resultados productivos se ha empleado la
levadura Pichia pastoris usando vectores que incluyen el factor a de levaduras
pre-pro-sefal, alcanzandose altos niveles de expresion para FhCL1 de 800
Hg/L. Las propiedades fisico-quimicas (especificidad de substrato, pH 6ptimo,
estabilidad, etc.) y el peso molecular de las CatLs son similares a las de la
enzima nativa, no ocurriendo glicosilacion post-traduccional (revisado por
Dalton y cols., 2003).

Si bien varios ADNc codificantes para cisteina proteasas del tipo CatB, han
sido caracterizados en adultos, la actividad proteolitica correspondiente es baja
en los tejidos del parasito y su presencia en los PES de adultos no ha sido aun

demostrada (Robinson y cols., 2009).

Otras proteasas asociadas al tubo digestivo de los parasitos adultos, han sido
identificadas, se trata de exopeptidasas que actian sobre el extremo N-terminal
de los polipéptidos: DPP (EC 3.4-3.12) y LAP (EC 3.4-11.1) (Carmona y cols.,
1994, Acostay cols., 1998).

La DPP de F. hepatica se encuentra formando parte de los PES del parasito,
por lo que se presume que actue sobre los polipéptidos generados luego del
ataque inicial de las CatLs (Carmona y cols., 1994). Presenta actividad sobre
los sustratos sintéticos fluorogénicos Gly-Pro-AMC y Lys- Ala-AMC por lo que
se trata de un perfil de actividad que comparte caracteristicas con las DPP Il y
IV de mamiferos, pero cuyos inhibidores especificos puromicina y bacitracina
no la inhiben. La enzima purificada tiene un peso molecular aparente de

aproximadamente 200kDa y es inhibida por el PMSF, inhibidor de serina
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proteasas en altas concentraciones por lo que se presume que se trata de una
serina proteasa con caracteristicas novedosas.

La LAP, es una metaloproteasa presente en el gastrodermis de gusanos
adultos, de localizaciéon citosélica; puede ser purificada por afinidad con su
inhibidor, la bestatina, a partir de una fraccion soluble en el detergente
deoxicolato de gusanos adultos. La enzima tiene una estructura hexamérica
unida al Zn*™" con unidades idénticas de peso molecular aparente de 57 kDa.
Por medio de inmunohistoquimica e histoquimica se ha localizado
predominantemente en el interior de las células que tapizan el tubo digestivo.
Dado que la actividad LAP se encuentra a nivel de trazas en los PES de los
distintos estadios invasores, se ha postulado que su participacion en el
proceso digestivo esté concentrada en la actuacion sobre dipéptidos que
ingresan a las células del intestino luego de la accién concertada de las
endopeptidasas y la DPP (Acosta y cols., 1998). La enzima fue clonada y
expresada en forma de hexamero activo en E. coli, exhibiendo una marcada
preferencia por el sustrato Leu-AMC y también actividad contra Cys-AMC vy
Met-AMC. Estudios de localizacion por inmunomicroscopia electronica
asociaron esta enzima a la gastrodermis del parasito, ademas, sus
propiedades fisico-quimicas y analisis por MALDI-TOF demostraron que la
enzima recombinante era idéntica a la nativa (Acosta y cols., 2008).
Recientemente Maggioli y cols. (2011), emplearon la forma recombinante de
la enzima en un ensayo de vacunacion en ovejas Corriedale, en combinacion
con distintos tipos de adyuvantes, obteniéndose disminuciones altamente
significativas de las cargas parasitarias (hasta un 86,7% de reduccién,

utilizando hidréxido de aluminio como adyuvante).

Mediante el andlisis de la base de datos de ESTs de gusanos adultos
disponible en el Sanger Institute (www.sanger.ac.uk), se han encontrado otras
nuevas proteasas, en particular una prolil carboxipeptidasa (perteneciente a la
familia de serina peptidasas S28) y varias ESTs codificantes de legumainas.
Sin embargo el analisis protedmico no ha permitido confirmar su presencia en
los PES del gusano adulto (Robinson, 2009).
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1.2.3.2. Proteasas en el estadio juvenil.

Al igual que para los adultos, existe sustancial actividad proteolitica presente en
los PES de JRDs y estadios inmaduros de F. hepatica. Si bien el estudio
pionero de Tkalcevic y cols. (1995) demostro la presencia de una secuencia N-
terminal correspondiente a una catepsina L, a partir del analisis por SDS-PAGE
de extractos totales de JRDs., posteriormente, mediante el andlisis de los PES
de JRDs en geles copolimerizados con gelatina y sustratos fluorogénicos
especificos de cisteina proteasas, se caracterizé una actividad tipo CatB, que
fue confirmada por secuenciacion del N-terminal. (Wilson y cols., 1998). Mas
recientemente, Cancela y cols. (2008) identificaron las catepsinas B y L
presentes en los juveniles, correlacionando las proteinas secretadas con las
secuencias de ADNc y las actividades enzimaticas.

Estudios filogenéticos mostraron que los clones de ADNc generados a partir de
transcriptos de las larvas de F. hepatica codificaban una CatL especifica de
este estadio, la FhCL3. El ADNc codificante de esta proteasa, FhCL3_nl22, fue
originalmente descrito por Harmsen y cols (2003). La pro-catepsina L3 fue
expresada funcionalmente en Hansenula polymorpha, dando origen a una
proteina madura de 28 kDa que exhibe caracteristicas tipicas de una cisteina
proteasa de la familia C1A, se activa con agentes reductores y se inhibe con
E64. Ensayos enzimaticos demostraron que FhCL3 prefiere Tos-Gly-Pro-Arg-
AMC antes que Z-Val-Leu-Lys-AMC y Z-Phe-Arg-AMC. Concordante con esta
preferencia por Pro en P2, FhCL3 demostré degradar colageno tipo | en
distintas condiciones de pH y temperatura, lo que sugiere su participacion en la
migracion a través de la matriz extracelular en las primeras etapas del parasito
juvenil (Corvo y cols., 2009).

Recientemente, Cancela y cols. (2010), confirmaron la expresion restringida de
FhCL3 y otra proteasa, FhCL4, mediante el andlisis de una libreria de ADNc
especifica de JRDs y utilizando RT-PCR. Asimismo, Robinson y cols. (2009)
analizando extractos somaticos de metacercarias y PES de JRDs mediante
herramientas proteémicas identificaron varios péptidos correspondientes a
FhCLS3, incluyendo péptidos correspondientes al propéptido, por lo que

postularon que las metacercarias expresan FhCL3, la cual es almacenada
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como zimégeno inactivo,rapidamente secretada y activada luego de la salida
de la metacercaria para convertirse en una larva infectante. Sin embargo, no se
identificaron péptidos correspondientes a FhCL4, lo que sugeriria que esta
enzima posee bajos niveles de expresidon o que no forma parte de las
proteasas secretadas por los PES de JRDs.

Law y cols. (2003) expresaron y caracterizaron una prepro-catepsinaB
(FhCB1), la cual tenia una masa molecular de 38 kDa, que se auto-procesaba
a pH &cido para generar una enzima madura (30 a 32 kDa). Dicha enzima
posee propiedades bioquimicas distintas a las de las CatBs de mamiferos, con
una preferencia atipica por residuos lle sobre Leu o Arg en la posicion P2 e
incapacidad para actuar como exopeptidasa. Mediante estudios de localizacion
y utilizando un inhibidor marcado fluorescentemente, se observo su expresion
en el intestino del parasito, por lo que se postulé su rol como una enzima
digestiva (Beckham, 2009).

La Fig. 6 resume la expresién diferencial de catepsinas a lo largo del proceso

invasor de F. hepatica en su hospedero definitivo.

Si bien gran parte de los experimentos que le asignan las distintas funciones a
las catepsinas L y B de F. hepatica en el contexto de la infeccion han sido
realizados in vitro, dos estudios realizados in vivo y ex vivo confirman esa
participacion. En un primer estudio se demostr6 como un derivado del E64
(denominado Ep-475) inhibe la actividad proteolitica de F. hepatica in vivo en
un modelo de infeccion experimental en ratén (Alcala- Canto y cols., 2006). En
dicho trabajo, utilizaron una técnica denominada zimografia in situ en pelicula
(del inglés Fl1Z), donde se exponen secciones de tejido cortadas en frio sin fijar,
a una lamina de sustrato preparada de forma homogénea con una técnica
utilizada para la preparacion de peliculas fotograficas, La inhibicion maxima de
la actividad proteolitica (87 %) fue alcanzada a una dosis de 50 mg/kg/dia.
Ademas, se observaron efectos anti-embrionarios y anti-fecundatorios, debido
a una disminucién en el numero y viabilidad de los huevos, asi como un
aumento en la supervivencia de los animales tratados respecto a animales

controles infectados sin dosificar. El segundo trabajo demuestra la relevancia
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de estas enzimas en la penetracion del intestino del huésped por los JRDs de
F. hepatica mediante interferencia de ARN (RNAi) (McGonigle y cols., 2008).
La interferencia fue inducida mediante soaking durante 4 h con ARN doble
cadena de FhCL1 o FhCB. El silenciamiento de estas proteasas conllevo a la

disminucién de la penetracion de los JRDs a través del intestino de rata.

Otra proteasa encontrada en los JRDs es una legumaina (EC 3.4.22.34), que
fue primero identificada en el estudio de secuencias N-terminales previamente
referido (Tkalcevic y cols., 1995) y por estudios de huella peptidica en PES de
JRDs (Cancela, 2006). Pese a esto, la legumaina de juveniles no ha sido
caracterizada aun a nivel molecular y bioquimico. Las legumainas son cisteina
proteasas pertenecientes al clan CD, familia C13, que se caracterizan por clivar
en el sitio C-terminal de residuos de asparagina. Inicialmente fueron descritas
en plantas, de alli su denominaciéon como legumainas (Hara-Nishimura y cols.,
1991). Posteriormente se encontrdé el ADNc de una proteina homdloga en S.
mansoni, que inicialmente se describi6 como una hemoglobinasa y que luego
fue caracterizada como legumaina (Caffrey y cols., 2000). Estas enzimas
contienen dos residuos de His y Cys conservados en el sitio activo, ambos
esenciales para la actividad enzimatica. Son sintetizadas como pro-enzimas y
sufren auto-procesamiento a la forma madura mediante el clivaje de péptidos
N- (Li y cols., 2003) o C-terminales. La funcién biolégica de estas enzimas en
plantas y animales es la conversién de pro-enzimas a su forma madura. Esto
ha sido demostrado in vitro para cisteina proteasas vacuolares de alubias y
para la CatB de trematodos, e in vivo para varias cisteina proteasas en ratones
deficientes en legumainas (revisado por Dalton y cols., 2009).
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Si bien los roles putativos de las cisteinas proteasas del adulto de F. hepatica

en los procesos de invasién, nutricidn y evasion de la respuesta inmune del

NEJ Immature Adult
Infective stage: | e stage: — Mature stage:
Penetration Migration/Feeding Feeding/Reproduction

FhCLS
FhCLS
%\ FhL2
FheL2

F. hepatica protease expression

Figura 6 — Perfil de expresion de proteasas de F. hepatica a lo largo
de los estadios invasivo, migratorio y adulto — Se muestran los
niveles de expresion de las principales enzimas proteoliticas que F.
hepatica utiliza durante su ciclo de vida intra-mamifero. Se expresa
en graficos globales los valores de emPAI obtenidos a partir de datos
de MS/MS, empleados para estimar las abundancias de varias CatlLs
(FhCL), CatBs (FhCB) y una legumaina (FhAE) expresadas por los
JRDs y secretadas por los parasitos inmaduros (que migran por el
higado) y adultos. (Tomado de Robinson y cols., 2009)

huésped han sido bien fundamentados, resta avanzar en la dilucidacién del rol

de otras enzimas que han sido identificadas a nivel de estudios enzimolégicos,

protedbmicos y transcriptdmicos, como lo son las legumainas y la DPP.

Con respecto a las formas juveniles, donde los estudios han sido mucho mas
esporadicos, se desconoce la cinética de degradacién de proteinas sanguineas
a lo largo del tiempo asi como la contribucion a la misma de las distintas

proteasas distintivas del estadio.
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En base a lo introducido en estos antecedentes, surgen algunas interrogantes
que este trabajo plantea investigar:

» En S. mansoni se han identificado proteasas como las CatC y CatD,
surge entonces la interrogante de si en F. hepatica existen enzimas de
este tipo.

» Los JRDs en su migracién hacia el sitio donde se aloja el adulto, se
encuentra con la sangre como fuente de nutriente. No esté definido partir
de cuando son capaces de degradar proteinas de la sangre. Asimismo,
surge la interrogante de cuales son los actores involucrados en dicho
proceso.

» Por ultimo, es relevante profundizar los conocimientos acerca de otras
enzimas que han sido asociadas a los PES tanto de juveniles como
adultos. Tal es el caso de la Legumaina y la DPP.

De forma de abordar estas interrogantes, se plantea en la préxima seccion, los

objetivos de este trabajo.
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2. Objetivos.

2.1. Objetivo general.

El objetivo general de este trabajo es contribuir a la dilucidacion del rol de las
proteasas secretadas por F. hepatica en la digestion de las proteinas presentes
en la sangre del huésped, su principal fuente de nutricion.

2.2. Objetivos especificos.

Para cumplir con este propdsito, los objetivos especificos planteados son:

» Caracterizar las actividades proteoliticas presentes en los PES de
parasitos adultos y JRDs.

» Estudiar el papel de las proteasas de F. hepatica en la degradacion de la
albumina y hemoglobina, principales proteinas presentes en la sangre
del huésped.

» Caracterizar y purificar la actividad DPP presente en las secreciones del
adulto, y avanzar en su clonado y expresion funcional.

» Clonar y expresar funcionalmente una legumaina recombinante presente

en el estadio juvenil.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Actividades proteoliticas en secreciones de F. hepatica.

3.1.1. Produccion de PES de adulto.

Los adultos de F. hepatica fueron removidos de los conductos biliares de
higados vacunos de un frigorifico local, y transportados al laboratorio en bilis de
un animal sano, a 39 °C. Los parasitos se lavaron 4 veces en tampén fosfato
salino (PBS) pH 7.3, y se mantuvieron 4 h en RPMI, pH 7.3, conteniendo 2 %
de glucosa, 30 mM de HEPES y 25 mg/ml de gentamicina a 37 °C. La relacién
nuamero de parasitos por cantidad de medio de cultivo, fue de 1 parasito por 2
ml de medio de cultivo. Luego del periodo de incubacion, el medio de cultivo
fue removido, centrifugado a 14,000 x g por 1 h y el sobrenadante filtrado y
guardado a -20 °C hasta su posterior utilizacién (Dalton y Heffernan, 1989).

La calidad de los PES obtenidos fue evaluada por electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Este se realizé de acuerdo a lo descrito
por Laemmli (1970). En el sistema de electroforesis se emplearon geles
concentradores al 3 % de acrilamida y geles separadores de 12.5 %. Las
muestras se diluyeron en tampén de carga 4 x compuesto por Tris-HCI 0.25 M
pH 6.8, Glicerol 40 % (v/v), SDS 4 % (m/v), Azul de bromofenol 0.002 % (m/v),
se redujeron en presencia de DTT a una concentracién final de 2 mM y se
hirvieron por 5 min. Los geles, de 1 mm de espesor, se corrieron en el sistema
de electroforesis vertical Atto (Jap6n) a una intensidad de corriente constante
de 30 mA en una solucién tampon Tris-glicina (Tris al 0.3 % (m/v), Glicina al
1.44 % (m/v) y SDS al 0.1 % (m/v)). Luego de la corrida los geles fueron
tefidos con Coomassie Brilliant Blue (CBB R-250) al 0.1 % (m/v) en H-Od 50 %
(v/v), metanol 50 % (v/v) y acético 20 % (v/v) durante 12 h, y se destifieron para
visualizar las bandas proteicas con H.Od 50 % (v/v), metanol 50 % (v/v) y

aceético 20 % (v/v).
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3.1.2. Produccion de PES de JRD.

Las metacercarias de F. hepatica fueron obtenidas de Baldwin Aquatics Inc.
(Monmouth, Oregon). El desenquiste in vitro se efectu6 de acuerdo a lo
descrito en Carmona y cols. (1994) con ligeras modificaciones. Las
metacercarias se colocaron en un filtro de 100 um y se incubaron 3 min a
temperatura ambiente con hipoclorito de sodio al 1 % (v/v) para remover
contaminantes. Luego de un exhaustivo lavado con agua destilada, las
metacercarias se incubaron a 39 °C en medio de activacion (25 mM HCI, 16.5
mM L-cisteina, 0.1 % taurocolato de sodio, NaHCO3 60 mM, NaCl 70 mM pH
8.0), y el proceso de desenquiste fue monitoreado bajo el microscopio. Luego
de 90-180 min de incubacioén, los JRDs que comenzaron a emerger, fueron
colectados, lavados varias veces con RPMI-1640, transferidos a placas de 12
pocillos (Nuclon Surface, Nunc, Dinamarca) y mantenidos a 37 °C con 5 % de
CO, en RPMI-1640 conteniendo 200 U/ml penicilina G sulfato, 500 ng/ml
anfotericina B, 10 mM HEPES, con recambio de medio cada 24 h. Para la
preparacion de PES, los parasitos fueron lavados con RPMI-1640, e incubados
por 48 hrs en RPMI-1640 conteniendo 200 U/ml penicilina G sulfato, 200 mg/ml
sulfato, 500 ng/ml anfotericina B, 10 mM HEPES y 1 g/L glucosa. La relacién
namero de parasitos por cantidad de medio de cultivo, fue aproximadamente
200 parasitos por ml de medio de cultivo. Para los cultivos a largo plazo se
incubaron los JRDs en medio Basch modificado (Tabla 1; Basch, 1981), con
recambios del medio de cultivo cada 48 h, monitorizando la viabilidad de los

parasitos microscépicamente.

3.1.3.  Ensayos enzimaticos.

La actividad proteolitica de los extractos de parasitos adultos y juveniles fue
detectada utilizando un panel de sustratos fluorogénicos (Bachem, Alemania).
Dichos sustratos se encuentran acoplados a AMC en el C-terminal. A nivel del
N-terminal se encuentran blogqueados en el caso de los sustratos de
endoproteasas, mientras que en el caso de las exoproteasas no presentan
bloqueo en dicho sitio. Los ensayos se llevaron a cabo usando una
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concentracién final de 50 pM de sustrato en distintos tampones de acuerdo al
tipo de actividad que se deseaba caracterizar (Tabla 2) en un volumen de 200
ul. Las mezclas fueron incubadas a 37 °C por 60 min y la cantidad de AMC
liberada fue monitoreada utilizando un espectrofluorimetro FLUOstar (BMG-lab-
technologies, Alemania) adaptado a placas de 96 pocillos ()96 Well Optical
Bottom Plates, Nunc, Dinamarca) usando como longitud de onda (A) de de
excitaciéon 360 nm y como A de emision 430 nm. La actividad enzimatica fue
expresada como umoles de AMC liberados min™'ml”, y una unidad de actividad
fue definida como aquella que libera un pmol de AMC min"'ml™ a 37 °C.

Tabla 1 - Componentes del medio completo (Basch)

Reactivo Concentracion
final
Medio basal Eagle 1x
Lactoalbumina 1g/L
Glucosa 1g/L
Hipoxantina 0.5 uM
Serotonina 1 uM
Insulina 8 mg/L
Hidrocortisona 1 uM
Triiodotironina 0.2 uM
Vitaminas MEM 5 X
Medio Schneider 1x
Hepes 10 mM
Suero fetal bovino 10 %
Penicilina 4 U/ml
Estreptomicina 4 ug/ml
Anfotericina B 10 ng/ml

Las actividades de tipo catepsina presentes en los PES de adulto fueron
detectadas utilizando Z-Phe-Arg-AMC. Con el objetivo de distinguir una posible
actividad CatB en el contexto de una muy mayoritaria actividad correspondiente
a CatlL se utiliz6 CA-074, un inhibidor altamente especifico de CatB. Pese a
que Z-Arg-Arg-AMC es habitualmente citado como substrato especifico de
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CatB, lo cierto es que este sustrato es también clivado por las CatLs y en
particular por las de F. hepatica (Carmona y cols., 1993) por lo que evitamos
su uso en el estudio de los PES de adultos. Para determinar actividad tipo
catepsina D (aspartico proteasa) se utilizé un sustrato tipo FRET (sustrato
fluorescente de transferencia de energia de resonancia): Abz-
AlalleAlaPhePheSerArgGin-GluAspAsp-np. Este tipo de sustratos contienen un
donador fluorescente y un aceptor aplacado (quenched en inglés) separados
por un sitio de clivaje enzimatico. Mientras el enlace permanece intacto, se da
un fendbmeno de resonancia intramolecular que suprime la fluorescencia
intrinseca del donador, transfiriendo la energia al grupo aceptor. Cuando se
rompe el sitio de clivaje enzimatico se observa un aumento de la fluorescencia.

Este aumento es directamente proporcional a la cantidad de sustrato clivado.

3.2. Las proteasas en la alimentacion de F. hepatica.

3.2.1. Alimentacion de los parasitos juveniles con GRs.

De forma de definir el momento en que los juveniles de F. hepatica comienzan
alimentarse de Hb, donde como consecuencia se da la formacién de
hemozoina, los JRDs (100 por pocillo) se cultivaron en medio Basch (Tabla 2,
Basch, 1981) en presencia de GRs humanos lavados (aproximadamente 2 x
10° células/JRD). Los GRs fueron preparados a partir de sangre humana, la
cual fue extraida en tubos heparinizados, y centrifugada a 1500 rpm durante 5
min para eliminar el suero. El pellet celular que se obtuvo fue lavado tres veces
con RPMI estéril mediante centrifugaciones a 1500 rpm durante 5 min.
Finalmente se resuspendio el pellet celular en 1,5 ml de RPMI estéril y se
almacené a 4 °C hasta su uso. Se monitorearon los parasitos diariamente por
medio de microscopia con un microscopio invertido Nikon Eclipse TS100,
utilizando aumentos de 4, 10 y 20 x, y se documentan con una camara digital
CoolPix 5700 Nikon. Como control también se monitorearon diariamente

parasitos incubados en ausencia de GRs.
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3.2.2. Cultivo de los parasitos juveniles con Alb-FITC.

Con la finalidad de determinar la importancia de las cisteina proteasas en la
degradacion de las proteinas mayoritarias de la sangre del huésped los
parasitos juveniles mantenidos en cultivo durante 22 dias fueron lavados 3
veces con RPMI 1640 y fueron incubados durante una hora con 30 pg de Alb-
FITC (BSA-FITC, Sigma-Aldrich, Alemania) a 37 °C en 1 ml de medio Basch.
Los parasitos se pre-incubaron durante 1 h en presencia de 10 uM del inhibidor
de cisteina proteasas E64 y su analogo permeable E64-D. Como control se
utilizé RPMI. Luego de la incubacion, los paréasitos fueron lavados 5 veces con

PBS 1 x, y se visualizé la fluorescencia mediante microscopia utilizando un

Tabla 2. -Panel de sustratos fluorogénicos e inhibidores utilizados para determinar
las actividades enzimaticas presentes en los extractos parasitarios

Peptidasa Clase Sustrato Inhibidor
_ o Abz-AIAFFSRQ- Pepstatina A
Catepsina D Aspartico
EDDnp (PepA)
Z-PheArg-AMC
Catepsina L Cisteina E64
Z-PheArg-AMC
Catepsina B Cisteina CA-074
Z-ArgArg-AMC
, o H-GlyArg-AMC
Catepsina C (DPPI) Cisteina
H-GlyPhe-AMC
Legumaina Cisteina Z-AlaAlaAsn-AMC MG-256
H-GlyPro-AMC
DPP I Serina PMSF
DPP IV Serina H-Lys-Ala-AMC PMSF

microscopio invertido Nikon Eclipse TS100 con una camara digital CoolPix
5700 Nikon acoplada a A de excitacion y emision del FITC (490 nm y 514 nm,

respectivamente).
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3.2.3. Ensayos de digestion de Hb bovina.

Veinte ug de Hb bovina (MP Biomedicals, Alemania) fueron incubados con los
PES de adulto (0.6 pg), FhCL1r, FhCL2r o FhCL3r (0.6 pug) en acetato de sodio
100 mM, pH 5.5, en presencia de 2 mM DTT, en un volumen total de 35 pl, por
intervalos de tiempo de 1 h a 16 h a 37 °C. Las enzimas recombinantes
funcionales utilizadas fueron amablemente cedidas por Dr. John Dalton
(FhCL1r y FhCL2r) y la Lic. lleana Corvo (FhCL3r). Para la degradacion de Hb
en presencia de inhibidores de proteasas, una alicuota del extracto fue pre-
incubada (10 min a 37 °C) en un tampdn pH 5.5 con los inhibidores: 20 uM de
E64 (Bachem, Alemania), 10 uM de PepA (Sigma-Aldrich, Alemania) y 20 uM
MG-256 (cedido por el Dr. Connor Caffrey) y combinaciones de éstos.

Las digestiones de Hb fueron resueltas electroforéticamente en geles Tricina-
SDS-PAGE. La electroforesis en geles de poliacrilamida empleando el sistema
Tris-Tricina se utilizé con la finalidad de obtener una mejor resolucién de
proteinas de peso molecular aparente menor de 40 kDa. La electroforesis se
realiz6 de acuerdo a Schagger y von Jagow (1987) con modificaciones
(Schagger, 2006). En el sistema fueron utilizados un gel concentrador al 3 %,
un gel espaciador al 10 % y un gel separador de 16 % conteniendo 6 M de
urea. Los geles, de 1 mm de espesor, se corrieron en el sistema de
electroforesis vertical Atto (Japon) a una intensidad de corriente constante de
35 mA en una solucién tamp6n de anodo Tris 0.1 M pH 8.9 una de catodo Tris-
HCI 0.1 M, Tricina 0.1 My 0.1 % de SDS (m/v), pH 8.25. Las muestras, fueron
diluidas en un tampdn de muestra (previamente descrito en el item 4.1.1) y se
prepararon igual que para el SDS-PAGE convencional.

Los geles fueron tenidos con nitrato de plata: brevemente, una vez finalizada la
corrida electroforética los geles fueron lavados con H>Odd vy fijados en una
solucién de 10 % &cido acético (v/v) y 30 % de etanol (v/v). Luego fueron
incubados con una solucién de AgNO; al 0.2 % (m/v) y revelados incubando
con una solucion de NaCOs; 2,5 % (m/v) y formaldehido 37 % (v/v) en HOdd
hasta la aparicién de las bandas de proteina, entonces, se detuvo la reaccion
con una solucion de acido acético al 1 % (v/v, Merril y cols., 1981).
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La degradacion fue monitorizada como disminucion y/o desaparicion del
material de partida en el gel, es decir, la desaparicion de las bandas
correspondientes al tetramero (64 kDa), dimero (32 kDa) y monémero (16 kDa)
de la Hb bovina. El estudio cuantitativo de la degradacién se realizd por medio

del programa Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

3.2.4. Andlisis de la degradacién de Hb bovina por espectrometria

de masa.

3.2.4.1. Hidrdlisis de Hb por CL3 recombinante.

Para el analisis por espectrometria de masa, 1.8 nmoles de Hb fueron digeridos
con 0.9 nmoles de FhCL3 recombinante en 0.1 M de acetato de sodio pH 5.5
conteniendo 1 mM de GSH y 1 mM de EDTA por 10 y 120 min a 37 °C. Las
reacciones de digestion fueron detenidas con 1 mM de E-64 y liofilizadas en un
liofilizador EYELA (Japdn).

3.2.4.2. Andlisis de las digestiones por nano LC ESI-MSMS vy
Maldi-Tof/Tof.

Previo al analisis por LC ESI MSMS, las muestras fueron desaladas utilizando
puntas de C18 (PerfectPure, Eppendorff). Las digestiones se analizaron por
nanoLC-ESI-MS/MS utilizando un nanoHPLC Ultimate 3000 (Dionex, USA)
acoplado a un espectrometro de masa HCT Ultra ion-trap (Bruker Daltonics,
Alemania) en la Unidad de Protedmica del Centro Nacional de Biotecnologia
(CSIC, Espana). Las lista de picos de masa generadas por el software
DataAnalysis (Bruker Daltonik) se exportaron a la base de datos de MASCOT
local (Matrix Science) para realizar la busqueda de masas contra una base de
datos de secuencias de Bos taurus. La tolerancia en la masa de los péptidos
fue marcada como 0.6 Da, la oxidacion de Met fue considerada como una
modificacion proteica variable y se selecciond la funciéon “no enzima”.
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Adicionalmente, se realizé un andlisis por espectrometria de masa Maldi
Tof/Tof para ambas muestras, sin fraccionamiento por LC, utilizando un
espectrometro de masa Maldi- Tof/Tof ABI 4800 (Applied Biosystems, USA)
funcionando en el modo de ion reflector positivo. Los espectros obtenidos
fueron analizados utilizando el software ABI 4000 Series Explorer Spot Set
Manager. Los espectros fueron analizados manualmente utilizando el software
ABI 4000 Series Explorer Spot Set Manager y externamente calibrados para

obtener una precisién de masa por debajo de las 35 ppm.

3.2.4.3. Analisis bioinformatico.

Los péptidos identificados mediante ambas metodologias se mapearon en la
secuencia de las cadenas de alfa y beta globina de la Hb bovina, para
identificar los sitios de clivaje de FhCLS3, utilizando la aplicacion CLC Main
Workbench (v 6.5, www.clcbio.com).

Los sitios de corte identificados en la estructura tridimensional de la Hb bovina
(nro. acceso pdb 1HDA) por la FhCL3 se compararon con los generados por la
FhCL1 (Lowther y cols., 2008) sobre la estructura tridimensional de la Hb
humana (nro de acceso pdb 1A3N), utilizando el programa DeepView/Swiis-
PdbViewer (v 4.04, www.expasy.org/spdbv).

3.3. LaDPP en F. hepatica.

3.3.1. Caracterizaciéon de la actividad DPP en los PES de adulto.

3.3.1.1. Curva de perfil de pH.

Se determind el pH Optimo de actividad DPP utilizando dos sustratos
fluorogénicos Gly-Pro-AMC y Lys-Ala-AMC. Los ensayos enzimaticos fueron
realizados con 5 ug de PES de adultos en un tampén Hepes 50 mM, con pH
3.5,4.0,45,5.0,5.5,6.0,6.5,7.0, 7.5, 8.0 y 8.5, en un volumen final de 200 pl.

El incremento de fluorescencia fue monitoreado de acuerdo a lo descrito en el
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item 3.1.3. Los perfiles de pH para cada sustrato fueron expresados en

unidades de fluorescencia por segundo (UF/seg).

3.3.1.2. Perfil de preferencia de sustrato de los PES de estadio
adulto mediante PS-SCL (Positional Scanning Libraries) P1-P2.

Las librerias PS-SCL estan compuestas de sublibrerias donde la posicion de un
péptido es fijada con un aminoacido, mientras que el resto de las posiciones
contienen una mezcla equimolar de aminoacidos. El método de deteccion es
mediante el uso de un fluoroforo derivado de AMC, denominado 7-amino-4-
carbamoilmetilcumarina (ACC). En el caso de las librerias P1-P2, las
actividades detectadas corresponden a DPP.

Los PES de adulto se ensayaron a 25 °C en un tampo6n Hepes 50 mM (pH 6.0)
y 0.01 % PEG6000. Se anadieron a una placa de 96 pocillos (Co-star, Cole-
Parmer, USA) alicuotas de 1 ul (25 nmol) de cada una de las 20 sub-librerias
de las bibliotecas P1-P2. Los ensayos de actividad fueron iniciados con la
adicién de la enzima pre-activada y fueron monitoreados fluorométricamente
utilizando un fluorimetro Spectramax Gemini (Molecular devices, USA) con una
A de excitacion de 380 nm y una A de emision de 460 nm, y un corte de 435 nm
(Schneider y Craik, 2009).

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. Los resultados se
expresaron en concentraciéon picomolar de fluoréforo que se produjo por
segundo respecto a cada aminoacido presente en la posicion fija. Estos
ensayos se realizaron en el Sandler Center for Drug Discovery, Laboratorio de
Bioquimica y Parasitologia Molecular, Universidad de San Francisco California,

Estados Unidos.

3.3.2. Purificacién de la enzima nativa.

La DPP nativa fue purificada a partir de PES de paréasitos adultos. Dicha
purificacion (Carmona y cols., 1994) consiste de dos pasos: gel filtracion e
intercambio idnico. Para el primer paso de purificacion se partié de 11.7 mg de
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PES de adulto, utilizando una columna HiLoad 16/60 Superdex 75 (Akta
Purifier, GE, USA), con una velocidad de flujo de 0.7 ml/min, recolectando
fracciones de 5 ml. Dichas fracciones fueron monitoreadas por un ensayo de
actividad Gly-Pro-AMC. Las fracciones que poseian actividad DPP se juntaron,
se concentraron y dializaron contra Hepes 50 mM, pH 6.8. Luego se aplicaron a
una columna de intercambio ibnico DEAE Sepharose A25 (Pharmacia, USA).
Luego la elucién fue realizada con un gradiente escalonado de NaCl de 0-400
mM, y la actividad DPP monitoreada usando Gly-Pro-AMC. La pureza de las
fracciones obtenidas fue analizada por SDS-PAGE al 10 % mediante tincién
con nitrato de plata.

Las fracciones conteniendo actividad DPP se juntaron, dializaron contra Hepes
50 mM, pH 6.8 y se guardaron a -80 °C para ensayos posteriores. Asimismo,
una parte de la proteina purificada fue liofilizada utilizando un liofilizador EYELA
(Japdn), para su posterior analisis por espectrometria de masa en el servicio de
MS de la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas del Instituto Pasteur de

Montevideo.

3.3.3. Clonado de FhDPP2.

Dado que la enzima nativa resulta ser muy inestable, impidiendo su purificacion
a homogeneidad, y por tanto su posterior estudio por espectrometria de masa o
secuenciacion N-terminal, se decidié clonar una DPP presente en la base de
datos de ESTs de F. hepatica disponible en el Sanger Institute, esta secuencia
mostré alta homologia con la DPP Il de mamifero (E.C. 3.4.14.2), por la cual la

denominamos FhDPP2.

3.3.3.1. Analisis de secuencia.

Las comparaciones entre FhDPP2 y otras DPPs fueron analizadas en base a
secuencia aminoacidica. Las secuencias homoélogas se obtuvieron de la base
de datos del GenBank realizando un tBlastx, fueron alineadas con la secuencia
de la FhDPP2 utilizando clustalW (Thompson y cols., 1994) y se visualizaron en

el software GeneDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/).
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3.3.3.2. Extraccién de ARN y sintesis de ADNCc.

ARN total de parésitos adultos se preparé utilizando el kit RNeasy Protect Mini
Kit (Qiagen, USA). Para la sintesis de ADNc, 5 ug de ARN fue transcrito
reversamente utilizando el First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, USA)

de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3.3.3.3. Diseno de cebadores.

Para el disefio de los cebadores se realiz6 la busqueda de secuencias de DPP
tipo Il y VII depositadas en bancos de datos disponibles (GenBank) ademas de
la secuencia de una putativa DPP Il de la base de datos de EST del Sanger
Institute. Para el alineamiento de las secuencias de DPP se utilizd el programa
ClustalW y las secuencias de Schistosoma japonicum (niUmero de acceso
FN315332), Canis familiaris (XM_843610), Bos taurus (NM_001105043), Mus
musculus (AF285235 y NM_031843), Sus scrofa (AK232507 y AK238553) y
Rattus novergicus (NM_031973 y ABO038232). Las secuencias de los
cebadores disefiados se detallan en la tabla 3.

Tabla 3 — Cebadores disehados para amplificar la FhnDPP2

Cebador Sentido | Secuencia

EcoFhDPP2F | Directo 5-CGGAATTCATGAATGTGGTTGCCTTTAT- 3"

EcoFhDPP2R | Reverso |5 -CGGAATTCTCAGTTTGACGCTTTCCTTA-3"

FhDPP2Fi2 Directo 5-TTCGATATATCCACATCTGGTTGCT- 3°

FhDPP2Ri2 Reverso | 5-CCGGTCGCAAGAAACATTCA- 3’
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3.3.3.4. Amplificacion del ADN copia que codifica para la DPP
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para la amplificacién se utilizaron 2 pl de ADNc de adulto, en un volumen de
reaccion de 20 pl. Las reacciones fueron realizadas usando distintas
combinaciones de cebadores: EcoFhDPP2F y EcoFhDPP2R, que amplifican
todo el ADNc (1656 pb), FhDPP2Fi2 y EcoFhDPP2R, que amplifican un
segmento de 930 pb, y EcoFhDPP2F y FhDPP2Ri, que amplifican un segmento
de 866 pb.

Las muestras se amplificaron utilizando un termociclador Tprofessional
(Biometra, Alemania). La composicion de la reaccion de PCR, asi como el
programa utilizado se detallan en la Fig. 7.

Mediante el uso de las distintas combinaciones de cebadores arriba
mencionadas, fue posible amplificar dos fragmentos parciales del ADNc del gen
de la FnDPP2, no asi el segmento completo. Ambos fragmentos (denominados
FhDPP2_Fi2yR FhDPP2_FyRi2) fueron purificados del gel utilizando un kit de

E \ Programa1-

\
1 Buffer 10 X---------omeemoeeoees 2Ul v paso 1: (Desnaturalizacién) 94 °C por 3 min.
1 MgCl, 25 mMM--------------- 1,2u
i ANTPs 10 mM-------------- 0,4pl } Pasoz, 30 ciclos de:
i Cebador F 10 pM ------------ 1l (Desnaturalizacién) 94 °C por 30 seg.
' Cebador R 10 pM ----------- 1yl {  (Hibridizacion) 55 °C por 1min.
1 Polimerasa Tag 5 u/-—- 0,2l y  (Extension) 72 °C por 2 min.
i Molde ADNc 10 ng/ul --- 0,5 pul |
i HOd 13,7l Y Paso 3: (Extension) 72 °C por 7 min.
i Volumen final -------------- 20 pl b
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| (Desnaturalizacion) 94 °C por 30 seg.
1 (Hibridizacion) 55 °C por 1min.

' (Extension) 72 °C por 2 min.
1

i Paso 3, 30 ciclos de:

' (Desnaturalizacion) 94 °C por 30 seg.
! (Hibridizacion) 55 °C por 1min.

1 (Extension) 72 °C por 2 min.
1

E Paso 4: (Extension) 72 °C por 7 min.

Figura 7 — Reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar el ADNc de la
FhDPP2 — condiciones del experimento y componentes de la mezcla de reaccion.
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extraccidon (Qiagen), subclonados en pGEM-Teasy, y enviados para su
secuenciacién a Macrogen Inc. (Republica de Corea). Una vez confirmada la
secuencia, estos fragmentos fueron utilizados como moldes en una segunda
PCR, donde primero se dejaron alinear ambos moldes en ausencia de
cebadores (ver programa 2), y luego se continu6 con la reaccion en presencia

de los cebadores.

3.3.3.5. Visualizacién y purificacidén de los productos obtenidos.

Los productos de PCR obtenidos se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa (Bird y Jackson, 1958) 0,8 % (m/v) en tampdn Tris-acetato-
EDTA (40 mM Tris, 20 mM &cido acéticoy 1 mM EDTA, TAE) 1 X con Bromuro
de Etidio (0,5 pg/ml), que fueron separados electroforeticamente a 100 mV en
un sistema Enduro (Labnet International, USA) y una vez finalizada la corrida,
se visualizaron en un transiluminador UV. El tamafo y concentracion de los
productos se estimé por comparacién de las concentraciones conocidas de
marcadores de peso molecular. Se recortd con bisturi la regiébn de agarosa
correspondiente a la banda de tamafo esperado y se purificé empleando el Gel
Extraction Kit, (Qiagen, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3.3.3.6. Clonado del ADNc codificante de la FnDPP2 en un vector

de expresién procariota.

El fragmento amplificado fue clonado en marco en el sitio EcoRI del vector de
expresiobn pET-28a+ (Fig. 8, Novagen, USA) previamente desfosforilado.
Células XL1 Blue (Stratagene, Agilent Technologies, USA) fueron
transformadas con la construccién pET_FhDPP2, para la amplificacion del
plasmido. Para confirmar que el inserto se encontraba en el sentido correcto,
se realizaron digestiones de plasmido con BamHI. Una vez que se seleccion6

el clon correcto, se transformaron células de E. coli.
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3.3.3.7.  Pruebas de expresiéon de la FnDPP2 recombinante.

Una vez seleccionada la colonia que poseia la construccion Pet FhDPP2
adecuada, se utilizo para transformar células BL21 (DE3). Luego, se realizaron
las pruebas de expresion de la proteina recombinante partiendo de un cultivo
16 h, que fue inoculado a 100 ml de LB conteniendo 100 ug/ml de kanamicina,
e incubado a 37 °C hasta una D.O.g00nm de 0.7. Para inducir la expresién de la
proteina se agregaron dos concentraciones distintas de Isopropiltiol-d-
galactésido (IPTG, 0.1 y 0.4 mM) y se tomaron alicuotas de 200 pl de cultivo a
tiempo 0, 2, 4 y 16 h. El cultivo fue centrifugado para separar las células del
medio de cultivo, resuspendido en Tris-HCI 0.1 M pH 7.0, y luego sonicado. El
pellet insoluble fue separado de la fraccion soluble centrifugando a 15.000 xg
durante 10 min. Las fracciones solubles e insolubles, correspondientes a los
distintos tiempos de cultivo, fueron analizadas por SDS-PAGE 10 % con tincién
con CBB R-250, para determinar cual de las condiciones de induccién
resultaba mas adecuada.

Para expresar la proteina recombinante las bacterias fueron crecidas a 37 °C
en LB conteniendo 100 pg/ml de kanamicina hasta una densidad éptica a 600
nM (D.O.goonm) de 0.7, punto donde la temperatura se redujo a 30 °C y la
expresion de la proteina se indujo agregando 0.4 mM de IPTG y agitacién
durante 16 h. Luego el pellet celular fue recolectado mediante centrifugacion a
5000 rpm, durante 15 min a 4 °C.

3.3.3.8. Actividad enzimatica.

La actividad enzimatica de la fracciones que contenian la proteina
recombinante fue detectada utilizando los sustratos fluorogénicos Gly-Pro-AMC
y Lys-Ala-AMC.

Los ensayos se llevaron a cabo usando una concentracion final de 50 uM de
sustrato en Hepes 50 mM pH 6.5, como se describi6 en el item 3.1.3.
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3.4. Caracterizacion molecular de la legumaina secretada por
los JRDs

A partir del analisis de EST de JRDs de F. hepatica, Cancela y cols. (2010)
identificaron una nueva legumaina (EC 3.4.22.34) diferente a las expresadas
en adultos, que fue denominada FhLeg3. EI ADNc de dicha enzima (1221 pb)
fue sintetizado sin el péptido senal por Genscript Corporation (USA) y clonado

en el vector de expresion pGS21a (Fig. 9, Genscript).

Figura 8— Clonado de la FhDPP2 recombinante en pET-
28a+ — A partir de la busqueda en bases de datos de
EST de adulto de F. hepatica se identifico una DPP2, y
se disenaron cebadores para amplificar la secuencia
codificante. EI ADNc completo (1656pb) fue clonado en
el sitio EcoRl del vector de expresion pET-28a+
(Novagen). El plasmido recombinante  obtenido
Pet FhDPP2 se utilizé para transformar células de E. coli
BL21 (DES3).
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3.4.1. Andlisis de la secuencia aminoacidica.

El analisis de la secuencia aminoacidica de FhLeg3 fue efectuado mediante el
alineamiento con otras legumainas. Las secuencias homodlogas se obtuvieron
de la base de datos del GenBank realizando un tBlastx, fueron alineadas con la
secuencia de la FhLeg3 utilizando clustalW y visualizadas en el software

GeneDoc.

3.4.2. Produccién de la FhLeg3 recombinante.

3.4.2.1. Verificacion de la expresion en extracto celular total.

El sistema de expresion pGS21 es inducible por IPTG, y el producto
recombinante es expresado como proteina de fusibn con la glutatibn S
transferasa (GST) de E. coli y purificado por cromatografia quelante haciendo
uso de una region rica en histidinas presente en la fusion. Para testear la
funcionalidad del sistema inicialmente se transfectaron células de E. coli cepa
BL21 (DE3) pLys (Invitrogen, USA). El punto de partida fue una colonia
recombinante crecida en 5 ml de LB Ampicilina a 37 °C con agitacién a 200
rpm, y se monitored el crecimiento celular hasta una D.O.goonm de 0.6. Se
tomaron 2.5 ml como control sin inducir (Sl) y al resto se le agreg6 IPTG en una
concentracién final de 1 mM para inducir la expresiébn. Ambos cultivos se
incubaron a 37 °C en agitacion a 200 rpm durante 16 h. Los cultivos se
centrifugaron, el sobrenadante fue descartado y al pellet celular se le agregé
250 pl de H,0d, tampdn de muestra de SDS-PAGE y DTT (10 mM). Los tubos
se incubaron a 100 °C durante 5 min y se guardaron a -20 °C.

Las muestras se analizaron en un gel NuPAGE Bis-Tris al 10 % (Invitrogen,
USA), y los geles fueron tefiidos con SimplyBlue SafeStain (Invitrogen, USA) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para confirmar la presencia de la
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proteina en el extracto celular, se realizé un western blot con un anticuerpo
anti-etiqueta His. Para ello, las proteinas fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa (Biorad, USA), bloqueadas 1 h a temperatura ambiente con
PBS-BSA al 1 %, e incubadas con el anticuerpo A6 6-His MMS- 156P murino
purificado (Covance, USA) en una dilucién de 1/2500, 1 h a TA. La membrana
fue lavada 5 veces con PBS-tween al 0.1 % e incubada con el conjugado anti-
lgG total de ratén conjugado a HRP (hecho en oveja, Sigma-Aldrich). Luego de
sucesivos lavados, se realizd el revelado incubando con el sustrato ELC
Western blotting substrate (Pierce, USA). Estos ensayos se realizaron en el
Sandler Center for Drug Discovery, Laboratorio de Bioquimica y Parasitologia
Molecular, Universidad de San Francisco California, Estados Unidos.

3.4.2.2. Analisis de la cinética de la induccion en extracto celular

total.

Se partié de una colonia recombinante crecida en 1 ml de medio LB Ampicilina
durante 16 h a 37 °C. Se escal6 a 10 ml y se controlé por espectrofotometria el
crecimiento celular, hasta una D.O.go0nm de 0.6 a la cual se dividi6 el cultivo,
induciendo la mitad con IPTG 1 mM y dejando la otra mitad como control sin
inducir. Ambos tubos se volvieron a colocar a 37 °C con agitaciéon a 200 rpm y
se tomaron alicuotas de 1 ml a tiempo 0, 1, 2, 4 y 16 h. Los pellet celulares
fueron procesan como fue descrito en la seccidén anterior y se analizaron por
SDS-PAGE al 10 % con tincion con CBB R-250.

3.4.2.3. Purificacion de la proteina recombinante.

3.4.2.3.1. Evaluacién de los sistemas de cromatografia de
afinidad.

Se evaluaron dos sistemas de cromatografia de afinidad para la purificacién de
la legumaina recombinante soluble utilizando el mismo tampén de lisis y

equilibracion en ambos sistemas (Tris-HCL 0.1 M pH 7.2). Uno de ellos fue el
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sistema de purificacién utilizando una columna Glutathione Sepharose 4 Fast
Flow (GE Healthcare). Brevemente esta contiene un medio para cromatografia
de afinidad para la purificacion mediante la unién de la proteina de fusién GST.
En el otro sistema de afinidad evaluado, se utiliz6 una resina quelante (Ni
Sepharose™ 6 Fast Flow, GE Healthcare), cargada con Ni+ segun las
recomendaciones del fabricante. Los dos sistemas se utilizaron en régimen de
flujo continuo. Luego de la purificacion, se removié la proteina fusionada

mediante la protedlisis con enteroquinasa (Sigma-Aldrich, USA).

3.4.2.3.2. Purificacion de la proteina de los cuerpos de inclusion.

Un litro de células de E. coli fue crecido a 37 °C hasta una O.D.goo de 0.4, luego
la temperatura se redujo a 25 °C, se indujo con 0.1 mM de IPTG, y las células

fueron colectadas 16 h mas tarde por centrifugacién durante 15 min a 5000 rpm

€8a1y4

Figura 9 — Clonado de la Fhleg3 en el vector de expresion pGS21a —
A partir del analisis de EST de JRD de F. hepatica se identifico una
nueva legumaina, diferente a las expresadas en adultos. EI ADNc
completo (1221pb) fue sintetizado por Genscript Corporation
(Piscataway, NJ) y clonado en el vector de expresion pGS21ia
(Genscript). El plasmido recombinante obtenido pGS-Fhleg3 se
utilizé para transformar células de E. coli BL21 (DES3).
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a 4 °C. El pellet fue resuspendido en 40 ml de Tris-HCL 0.1 MpH 7.2 y 1 mg/ml
de lisozima (Sigma), e incubado 30 min en hielo. Luego el mismo fue sonicado
8 pulsos de 30 seg, con pausas de 30 seg al 40% de potencia, el lisado fue
centrifugado a 13000 rpm por 25 min a 4 °C. El pellet obtenido fue
resuspendido en Tris-HCI con 1 % de Triton X-100, se volvid a repetir el ciclo
de sonicacién/centrifugacion, y el pellet obtenido fue lavado dos veces con Tris-
HCI para remover el detergente.

El pellet obtenido fue resuspendido en Tris-HCI conteniendo 8 M de urea,
sonicado e incubado 16 h a 4 °C. El sobrenadante que se obtuvo, que contenia
la proteina recombinante, se incub6é 16 h en presencia de L-arginina (100 g/L)
para permitir el plegamiento de la proteina (Rudolph y Lilie, 1996),
posteriormente se dializo para eliminar la urea, y se purificé por cromatografia
de afinidad. La proteina recombinante fue eluida con un gradiente escalonado
de 50, 200 y 400 mM de |-imidazol. La pureza de la proteina se evalué en los
distintos pasos de purificacion por medio de SDS-PAGE al 10 % vy tincién con
CBB R-250. La concentracién de proteina se determiné utilizando el kit BCA

(Pierce, Thermo).

3.4.2.4. Actividad enzimatica.

La actividad enzimatica de la proteina fue detectada utilizando el sustrato
fluorogénico Ala-Ala-Asn-AMC.

Los ensayos se llevaron a cabo usando una concentracion final de 100 uM de
sustrato en Tris-HCI 0.1 M pH 6.0 en presencia de 2 mM DTT, como se

describi6 en el item 3.1.3.
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4. Resultados.

4.1. Actividades proteoliticas en secreciones de F. hepatica.

4.1.1. Actividades proteoliticas en el estadio adulto.

Con la finalidad de caracterizar el perfil de actividades proteoliticas presentes
en los PES de gusanos adultos, buscando en particular determinar actividades
no atribuibles a las catepsinas L mayoritarias, se utilizd una bateria de
sustratos fluorogénicos.

De forma previsible, a pH 5.5 se detect6 una intensa actividad sobre Z-Phe-
Arg-AMC atribuible a las catepsinas L (FhCL1 y FhCL2) que resultd
completamente bloqueada por el inhibidor irreversible de cisteina proteasas
E64. Sin embargo, una parte menor de esta actividad (9 %) fue bloqueada por
CA-074, un inhibidor altamente especifico de las catepsinas de tipo B, que
previamente mostré ausencia de actividad inhibitoria sobre las CatLs (Beckham
y cols., 2009). Esto sugiere la presencia de una actividad minoritaria de tipo
CatB en los PES de adultos (ver Fig. 10).

Utilizando el sustrato Z-Ala-Ala-Asn-AMC se determiné la actividad legumaina
(5.5 U/mg) que resulté ser completamente abolida por el inhibidor especifico
MG-256 e insensible al E64.

Los PES de F. hepatica en el estadio adulto presentan actividad DPP tipo Il y
IV (como ha sido previamente reportado) que se ve reflejada en el clivaje de los
sustratos H-Gly-Pro-AMC (0.9 U/mg) y H-Lys-Ala-AMC (2.9 U/mg), no asi
actividad tipo DPP | (CatC), determinada por la ausencia de clivaje sobre H-
Gly-Phe-AMC y H-Gly-Arg-AMC.

Adicionalmente, se estudié la presencia de actividad catepsina D, a pH 4.0 y
pH 6.0 utilizando el sustrato AbzFFSRQ-EDDnp, no detectandose actividad

sobre el mismo.
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La Tabla 4 resume en forma semicuantitativa los niveles de actividades

atribuibles a las distintas proteasas presentes en los PES de gusanos adultos.

25

20

15

10

Act.Esp. (U.mg-1)

S/Inhibidor E64 CA-074

Figura 10 — Actividad Z-Phe-Arg-AMC de los PES de adulto — Se
midid la actividad Z-Phe-Arg-AMC de los PES de adulto en
presencia de inhibidores especificos de CatlL y CatB. El ensayo
se efectué de acuerdo a lo descrito en 3.1.3., a pH 5.5. Se
preincubé cada muestra con 10 uM de E64 y CA-074 por
separado. Se muestra el valor promedio de tres experimentos
independientes.

4.1.2. Actividades proteoliticas en el estadio juvenil.

Empleando similar metodologia pero incorporando el factor tiempo, analizamos
la presencia de actividades proteoliticas en los PES provenientes de JRDs en
parasitos cultivados durante 24 h, 48 h y 12 dias post-desenquiste (Fig. 11).

A lo largo del tiempo se observa una escasa variabilidad de la actividad
proteolitica sobre Phe-Arg-AMC, mientras que el clivaje del substrato Arg-Arg-
AMC, muestra un significativo incremento con el tiempo de cultivo sugiriendo
una correlacion con el desarrollo del aparato digestivo en el parasito juvenil.
Los niveles de actividad DPP registrados fueron menores a 0.3 U/mg a lo largo
del experimento coincidiendo con registros previos (Carmona, 1994). El clivaje
del substrato de legumaina fue detectado a niveles iguales o mayores a 1 U/mg

en los tres tiempos estudiados, con una reduccion a las 48 h de cultivo para
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retomar niveles de actividades especificas comparables a las catepsinas a los

12 dias de cultivo.

Tabla 4 — Actividades enzimaticas presentes en los PES
de adulto y de juveniles.

CatL CatB Leg DPPI DPPlly IV | CatD
PES adultos | +++ + ++ - ++ -
PES JRDs ++ ++ ++ - + ND

(ND: no determinado)

4.2. Las proteasas en la alimentacion de los JRDs de F.
hepatica.

4.2.1. Observaciones sobre el cultivo de JRDs con GRs.

El cultivo en medio de Basch permitié el mantenimiento de las formas juveniles
durante un periodo maximo de 4 semanas, a partir del cual se observé una
reduccion significativa de la vitalidad de los parasitos. Asimismo, el desarrollo
de los juveniles fue asincronico, observable por diferencias de tamafo entre
individuos dentro de un mismo pocillo y entre pocillos, sin razones evidentes,
mas alla del demostrado efecto inhibitorio asociado al aumento de la relacion
entre la biomasa parasitaria y volumen del medio de cultivo (Basch, 1981).

Con la finalidad de estudiar la capacidad del tubo digestivo de los JRDs en
cultivo para lisar los GRs y degradar la Hb contenida en su interior con fines
nutricionales, se agregaron GRs humanos en el medio Basch 24 h después del
desenquiste y se realizaron observaciones diarias utilizando un microscopio
optico (Fig. 12). Ya en las primeras horas de cultivo se observé la presencia de
GRs a nivel del intestino bifurcado en el 100% de los parasitos. La lisis de los
GRs, no se detectd durante las primeras 24 h, ya que no se apreciaron
cambios en la morfologia de los mismos dentro del tubo digestivo del parasito.
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A las 48 h de incubacion se observé material de color rojo oscuro uniforme y
pérdida de los contornos celulares, cambios compatibles con la lisis de los
GRs. A las 72 h de cultivo, se aprecié ademas la presencia de granulos de
color rojo intenso, que presumiblemente corresponden a la hemozoina. De
forma periddica, este material fue regurgitado al medio de cultivo durante el
resto del experimento.

La presencia del material intra-intestinal oscuro permitié distinguir nitidamente
la morfologia del intestino, observdndose el proceso de ramificacion de los
ciegos intestinales que acompafna el desarrollo del parasito conforme
transcurrian los dias de cultivo (Fig. 12, 5 al 8). Ademas, la presencia de GRs

induce este proceso de ramificacion incipiente, como puede observarse al
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Figura 11 — Actividad enzimatica de los PES de JRDs — Se midio la actividad
catepsina B de los PES utilizando el sustrato Z-Arg-Arg-AMC, la actividad CatL
utilizando Z-Phe-Arg-AMC, la actividad legumaina utilizando Z-Ala-Ala-Asn-
AMC, y la actividad DPP utilizando H-Lys-Ala-AMC y H-Gly-Pro-AMC . Se
utilizé una concentracion 50 uM de sustrato, en un volumen de 200 ul. Los
ensayos se efectuaron utilizando PES de parasitos 24 h, 48 h y 12 dias post-
desenquiste. Se incubaron las muestras a 37 °C por 60 min y la fluorescencia
fue medida utilizando un espectro fluorimetro Fluostar, de acuerdo a lo descrito
en 3.1.3. Las actividades sobre Z-Phe-Arg-AMC y Z-Arg-Arg-AMC fueron
determinadas a pH 5.5., la actividad sobre Z-Ala-Ala-Asn-AMC a pH 6.0, y las
actividades sobre H-Lys-Ala-AMC y H-Gly-Pro-AMC a pH 6.8. Las barras del
grafico representan la media de tres experimentos diferentes.
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compararlo con parasitos incubados en medio sin GRs (Fig. 12, 3y 4).

4.2.2. Estudios de degradacion de Albumina-FITC.

Con el objetivo de estudiar el rol de las catepsinas en la degradacién de otra
proteina abundante en la sangre, incubamos JRDs de 3 semanas de cultivo
con BSA-FITC, que habian sido previamente pre-incubados con 10 uM de E64
inhibidor selectivo de cisteina proteasas, y E64-D, su analogo permeable.

Las moléculas de FITC se encuentran acopladas a los residuos de Lys de la
BSA, lo que en la estructura globular nativa de la proteina causa que la
fluorescencia se ve disminuia de forma importante. Cuando la BSA es clivada
las moléculas de FITC se ven expuestan, por lo tanto, esperamos observar un
incremento importante de la fluorescencia.

Luego de la incubacién se realizaron lavados con PBS, y los parasitos fueron
observados al microscopio de fluorescencia, con las longitudes de onda
correspondiente al fluoroforo. Observamos fluorescencia en todo el intestino
bifurcado (Fig. 13A), senal de que efectivamente la proteina es clivada. La
sefal de fluorescencia se mantuvo sin cambios al incubar los JRDs con el
inhibidor de cisteina proteasas E64, no permeable a las células (Fig. 13B). Sin
embargo, en presencia de su analogo permeable, E64-D, no se observa una
intensidad de fluorescencia significativa(Fig. 13C), indicando que éste, al
contrario del E64, afectd a las proteasas blanco.
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Figura 12 — Cultivo de JDRs , co-cultivo con GRs: Los parasitos fueron
mantenidos en cultivo durante 2 semanas en medio completo. Al medio de
cultivo se agregaron 20 ul de GRs de sangre humana y se tomaron registros
diarios por microscopia dptica. 1: JRD en medio de cultivo solo, 4 dias, 2: JRD
con GRs, 4 dias, 3: JRD en medio de cultivo solo, 15 dias, 4: JRD con GRs, 15
dias. Del 5 al 8: JRDs incubados en presencia de GRs 48 h, 6 dias, 10 dias y
15 dias de cultivo, respectivamente. Las imdagenes fueron registradas en el
aumento 20x.

No se observaron alteraciones en la morfologia de los paréasitos o efectos en la

movilidad intestinal como consecuencia de la incubaciéon con ambos inhibidores

en los tiempos del estudio.

4.2.3. Digestién de Hb por los parasitos juveniles y adultos.

Con el objetivo de examinar la actividad de las CLs de F. hepatica sobre Hb
nativa se efectuaron ensayos de degradacién de Hb bovina con las enzimas
recombinantes o con los PES de adulto, utilizando como agente reductor DTT,
apH5.5.
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Figura 13 — Degradacion de BSA-FITC in vivo, por juveniles de 3 semanas:
Luego de la incubacion con RPMI solo (A), 10 uM de E64 (B) o 10 uM de E64-
D (C) por 1 h, los parasitos fueron alimentados con BSA-FITC (30 ug/ml) y
lavados con PBS 1 x. La fluorescencia fue visualizada utilizando un
microscopio de fluorescencia. La senal de fluorescencia denota el intestino
bifurcado de F. hepatica. La pérdida de fluorescencia ocurre solo con E64-D, la
forma permeable del inhibidor de cisteina proteasas E64. Las imagenes fueron
registradas en el aumento 20x, ganancia 1.70x y tiempo de exposicion 400ms.

Los productos de degradacion fueron separados en geles desnaturalizantes,

que luego fueron tenidos con nitrato de plata. En los geles de poliacrilamida la
Hb se observa en sus tres formas: tetramerica, dimérica y monomérica que
migran aproximadamente a la altura de los 64, 32 y 16 kDa respectivamente.
En la Fig. 14 se observa que tanto FhCL1, FhCL2 y FhCL3 como los PES
tienen efecto degradativo sobre la Hb bovina objetivable por la aparicion de
varias bandas de peso molecular inferior al monémero y la reduccion de la
intensidad de la banda de 16 kDa, apreciable en comparacion al control. Sin
embargo, en este experimento la intensidad de banda del control es pobre,
como puede apreciarse (Fig. 14). El efecto degradativo es mayor para FhCLA1,
donde se observa una mayor dismuncién de la intensidad de banda del
mondmero, y para los PES, donde se observa un incremento del numero de
bandas por debajo de los 16kDa. El E64 no fue capaz de inhibir completamente
el efecto proteolitico de los PES lo que indica la presencia de otras proteasas

con capacidad de ataque sobre la Hb (Fig. 14).
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En los siguientes ensayos realizados se evalu6 la actividad de los PES sobre la
Hb, en presencia de inhibidores selectivos de proteasas (Fig. 15a). Se utilizo
DTT como reductor, se corrieron los productos de la hidrolisis en geles de Tris-
Tricina al 16 % y urea 6 M. Ademas se realizd el estudio cuantitativo de la
degradacion por medio del programa Imaged, que permitid cuantificar la
degradacion del mondémero en cada condicion respecto al control (Fig. 15, 1).

DTT

[ |
Hb PESPES Fh Fh Fh
ctrl + E64 CL1CL2 CL3

T > b - -
D — >
M — -— - ——
Figura 13 — Digestion de hemoglobina por actividaa

proteolitica de catepsinas L recombinantes y de los PES— La
Hb bovina (20 ug) fue incubada con 0.6 ug de FhCLTr,
FhCL2r, FhCL3r o los PES de adulto en acetato de sodio 0.1
M, pH 5.5, en presencia de 2.5 mM de DTT o GSH. La
reaccion fue llevada a cabo durante 1 h a 37 <C, luego se
frené la reaccion con 10 uM de EG64. Las muestras se
sembraron en un gel Tris-Tricina 6 M UREA al 16 %. El gel fue
tenido con plata.

Se observa una notoria degradacién del monémero de Hb incubado en
presencia de los PES que es inhibida casi en su totalidad en presencia de E64
(Fig. 15, 3), lo que muestra la gran contribucién de las CLs a la digestién de Hb.
La actividad hemoglobinolitica de los PES se ve muy poco alterada en
presencia de Pep A, inhibidor selectivo de aspartico proteasas (Fig. 15, 4). Al
incubar los PES con MG-256 (Fig.15, 5), inhibidor selectivo de legumaina, se
observa una marcada inhibicion de la degradacion. La inhibicién de la

degradacion es total en presencia de los 3 inhibidores (Fig. 15, 9).
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Figura 15 — Digestion de hemoglobina por los PES de gusanos adultos en
presencia de distintas combinaciones de inhibidores — a) La Hb bovina (20
ug) fue incubada con 0.6 ug de PES de adulto en acetato de sodio 0.1 M,
pH 5.5, en presencia de 2.5 mM de DTT y distintas combinaciones de
inhibidores. La reaccion fue llevada a cabo durante 16 h a 37 C. Las
muestras se sembraron en un gel Tris-Tricina 6 M UREA al 16 %. El gel fue
tenido con nitrato de plata. b) Se realizd el estudio cuantitativo de la
degradacion del mondmero utilizando el programa ImageJ y se graficé en
funcion de cada condicion: 1. Control Hb, 2. Hb + PES, 3. Hb + PES + E64,
4. Hb + PES + PepA, 5. Hb + PES + MG-256, 6. Hb + PES + E64 + PepA,
7. Hb + PES + E64 + MG-256, 8. Hb + PES + PepA + MG256, 9. Hb + PES
+ E64 + PepA + MG-256.
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4.2.4. Andlisis de la digestion de Hb por FhCL3 empleando
espectrometria de masa.

Dadas las dificultades en la obtencion de PES de JRDs en cantidades
suficientes para realizar ensayos de digestion de Hb en geles, decidimos
examinar a nivel molecular la degradacién de la Hb bovina por FhCLS3, la
proteasa tipo Cat L predominante en los PES de JRDs. A tales efectos la Hb
bovina fue mezclada con la enzima recombinante funcional producida en H.
polymorpha, a pH 5.0 a 37 °C. Las reacciones fueron frenadas a tiempo 10 y
120 min mediante la adicion de E-64 en exceso y se tomaron alicuotas que
fueron analizadas por medio de LC ESI MS/MS y Maldi-Tof/Tof. Los péptidos
identificados fueron mapeados en la secuencia aminoacidica primaria de las
cadenas a y B globina bovinas para identificar los sitios de corte generados por
la enzima (Fig. 16). A los 10 min del ensayo, la FhCL3 cliva la a globina en 37
sitios y la B globina en 29 sitios, mientras que a los 120 min se suman clivajes
adicionales, totalizando 48 y 43 sitios de corte en cada cadena
respectivamente. El analisis del mapa de clivaje que se muestra en la Fig. 16
permite visualizar que FhCL3 genera péptidos pequefios de 3 a 11

aminoacidos.
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Figura 16 — Caracterizacion de la actividad hidrolitica de FhCL3 sobre Hb —
Mapa de los clivajes hidroliticos sobre las cadenas a (a) y B (b) globina, en
celeste los clivajes producidos a los 10 min de digestion, y en rojo los
producidos adicionalmente a los 120 min, determinados por nano LC-ESI
MS/MS, de acuerdo con el procedimiento descrito en 3.2.4.2.
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En el sustrato, los residuos presentes en la posicion P2 del enlace a ser clivado
interactuan con el subsitio S2 en el sitio activo de las cisteina proteasas tipo
papaina y determinan la eficiencia con la que se cliva el enlace peptidico
(Schechter y cols., 1968). Por lo tanto, examinamos la frecuencia de cada
aminoacido en la posicion P2 del sitio de clivaje proteolitico en las digestiones
de 120 min (Fig. 17). Se observé una preferencia de FhCL3 por residuos
hidrofébicos en la posicion P2 (Leu » Val), que coincide con las preferencias de
FhCL1 para este sustrato (Lowther y cols., 2008). Sin embargo, este patron se
aparta de las preferencias para el clivaje de colageno fibrilar tipo | por la
FhCLS3, donde prefiere Gly en la posicion P2 (Robinson y cols., 2011). Para el
resto de las posiciones las preferencias se correlacionan con la abundancia de
aminoacidos de la Hb, en su mayoria residuos hidrofébicos, siendo los residuos
mas frecuentes: Leu, Ala, Val y Lys.
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Figura 17 — Frecuencia de preferencias de residuos en las posiciones P1-P4 de
los sitios de corte de FhCL3 sobre la Hb bovina— El eje de las Y’ representa la
frecuencia de ocurrencia de cada aminoacido en las posiciones P1-P4 relativa
al residuo mas frecuente, mientras que el eje de las X representa los
aminodacidos mediante el codigo de una sola letra (n= norleucina).




Resultados

Para finalizar el analisis, realizamos la comparacion entre los sitios de corte
sobre la Hb por FhCL1 y FhCL3, mapeando los clivajes en las estructuras
tridimensionales de las cadenas a y B globina utilizando el programa Spdb
viewer (Fig. 18). Mientras que los estudios de clivaje de FhCL3 se realizaron
sobre Hb bovina, los datos de degradacién por la FhCL1 se obtuvieron sobre la
molécula de Hb humana. Dado que ambas proteinas tienen alta homologia se
alinearon los modelos tridimensionales y se realizd la comparacion de los
patrones proteoliticos sobre ellos. De los 91 sitios de corte obtenidos con
FhCLS3, 47 coinciden con los sitios de corte de FhCL1, resultando evidente que
ambas proteasas actuan preferentemente sobre enlaces peptidicos accesibles

en la superficie de la molécula blanco.
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CL3 sobre a-globina bovina

CL1 sobre a— globina humana

CL3 sobre B-globina bovina

CL1 sobre B — globina humana

Figura 18 — Sitios de corte proteolitico de la FhCL1 y la FhCL3 sobre la
molécula de hemoglobina — Diagrama tridimensional de las cadenas de a
globina (en verde) y B globina (en celeste), en los cuales se muestran los
sitios de corte de la FhCL1 y la FhCL3 en la molécula (en rojo).
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4.3. La DPP en F. hepatica.

4.3.1. Ensayos de actividad tipo dipeptidil peptidasa en los PES de
adulto.

Como fue mencionado en el item 4.1., los PES de adulto presentaron actividad
de tipo DPP, evidenciada como clivaje sobre los sustratos Gly-Pro-AMC y Lys-
Ala-AMC, especificos para DPPs de los tipos Il y IV. A los efectos de continuar
la caracterizacién de dichas actividades con vistas a la purificacion de las
mismas, se determinaron los valores de pH éptimo para estos sustratos a
través de un amplio rango de valores. Como se muestra en la Fig. 19, los
perfiles de pH para Gly-Pro-AMC y Lys-Ala-AMC resultaron ser similares,
mostrando un pico de actividad entre 5.5 y 6.0. Las actividades se reducen
significativamente por debajo de los 4.5 y por encima de 7.5.

Para determinar las afinidades de sustrato de la DPP presente en los PES de
adultos se utilizé una libreria combinatoria de dipéptidos fluorogénicos. En la
posicién P1, Pro y nLeu son los aminoacidos preferidos, seguidos por Leu y

SO DI

Met, y en mucha menor medida Ala (Fig. 20), mientras que en P2, se observo
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preferencia por nLeu y Met, con menor actividad sobre Leu y nula afinidad por
residuos aromaticos o negativamente cargados. Cabe destacar que no se
observo actividad sobre Gly o Lys en P2, como corresponde para los sustratos
utilizados en su identificacion. De acuerdo a los resultados obtenidos, los
dipéptidos con mayor especificidad serian nLeu-Pro, nLeu-nLeu, nLeu-Leu,
Met-Pro, Met-nLeu, Met-Leu.

4.3.2. Purificacion de una DPP nativa

La purificacion de la actividad DPP se llevd a cabo a partir de los PES de
parasitos adultos utilizando una combinacién de cromatografia de gel filtracion
e intercambio i6nico. En la Fig. 21 se observa el perfil de elucion de las
proteinas del PES en la columna HiLoad 16/60 Superdex 75 de gel filtracion. El
primer pico proteico que eluyé con el volumen muerto de la columna, contenia
las fracciones con actividad DPP medida sobre H-Gly-Pro-AMC y H-Lys-Ala
(Fig. 21). Que ambas actividades, ya caracterizadas en los PES de adulto,

coincidan en el volumen muerto sugiere que se podria tratar de una misma

enzima.
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Figura 20 — Perfil de especificidades de sustrato en las posiciones P1-P2 de los
PES de adulto de F. hepatica utilizando una libreria PS-SCL— El gje de las “y”
representa la actividad contra los sustratos relativa a la mas alta actividad de la
biblioteca, mientras que el eje de las “x” representa los aminoacidos mediante el
codigo de una sola letra (n= norleucina).
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Figura 21 — Cromatografia en gel filtracion de los PES de adultos de F.
hepatica en HiLoad 16/60 Superdex 75 — Los PES se concentraron a un
volumen final de 4 ml (11.7 mg) y se aplicaron a una columna de gel filtracion
equilibrada en buffer Tris-HCI 0.05 M NaCl 0.15 M, pH 7.0, conectada al Akta
Purifier (GE, Healthcare). La elucion de las proteinas se siguio mediante la
absorbancia a 280 nm (a) y la actividad DPP de los diferentes picos se
monitored utilizando los péptidos fluorogénicos H-Gly-Pro-AMC, H-Lys-Ala-
AMC (b). Los picos conteniendo actividad DPP (barra de color azul) se
concentraron y se aplicaron a una columna de intercambio ionico.




Resultados

Las fracciones conteniendo las actividades enzimaticas de interés se aplicaron
a una columna de intercambio i6nico y se eluyeron con un gradiente de NaCl
de 100-300 mM En la Fig. 22 se muestra el andlisis por SDS-PAGE 10% de las
fracciones obtenidas en los distintos pasos de purificacion. La banda
correspondiente a una DPP nativa migra a una altura alrededor de los 200 kDa,
tal como fue reportado previamente. Las fracciones conteniendo actividad H-
Gly-Pro-AMC y H-Lys-Ala-AMC se juntaron, dializaron contra Hepes 50 mM, pH
6.0 y parte fue almacenada a -80 °C, siendo la otra parte liofilizada. En ambos
casos se perdi6 completamente la actividad enzimatica de la proteina.
Asimismo, al analizar la banda proteica por espectrometria de masa no se

lograron visualizar péptidos compatibles con la enzima.

4.3.3. Clonado de FhDPP2.

4.3.3.1. Andlisis de secuencia y clonado.

Debido al a la inestabilidad de la enzima nativa, se encar6 el clonado de una
probable DPP, que llamamos FhDPP2 por su similitud con las DPP tipo Il
presentes en mamiferos, a partir de una secuencia de ESTs de adultos de F.
hepatica presente en la base de datos del Sanger Institute.

Utilizando cebadores sintetizados en base a esta secuencia se logré aislar un
ADNc codificante de dicha proteina. Este ADNc codifica para una secuencia de
470 aminoacidos, con una masa molecular calculada de 53 kDa y un punto
isoeléctrico de 5,36. Una busqueda en la base de datos Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/) revel6 que la enzima pertenece a la familia de serina

proteasas S28, miembro del clan SC hidrolasas (Fig. 23).

La secuencia de la FhDPP2 fue alineada con sus homélogos, mostrando
poseer los residuos conservados de la triada catalitica para las serina
proteasas: Ser153, Asp412, His437, incluyendo la secuencia consenso para el
sitio activo Gly-X-Ser-X-Gly. Sin embargo, FhDPP2 no posee el motivo
cremallera de leucina reportado para las DPPII de mamifero, involucrado en la
dimerizacion. Utilizando el software Signal Peptide 4.0, se determiné que la
enzima es sintetizada con un péptido sefial clivable entre los aminoacidos 19 y




Resultados

20. Ademas, presenta 5 sitios potenciales de N-glicosilacion en las posiciones
31, 78, 244, 283 y 308.

+ DTT \
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Figura 22 — Anélisis de la purificacion de la actividad DPP por SDS-
PAGE - Las fracciones con actividad DPP de la columna de gel
filtracion se aplicaron a una columna de intercambio ionico
equilibrada en tampon Hepes 50 mM, pH 6.8. Las proteinas se
eluyeron con el mismo tampon y un gradiente escalonado de NaCl
(50 a 400 mM). La actividad DPP en las diferentes fracciones se
monitorizo utilizando los péptidos fluorogénicos H-Gly-Pro-AMC y
H-Lys-Ala-AMC. Las fracciones con actividad DPP fueron juntadas
y analizadas en un SDS-PAGE 10 % en presencia y ausencia del
reductor DTT. (ESP: material de partida, GF: fraccion obtenida de la
gel filtracion, 50, 100, 200 y 300: pool de los distintos escalones de
elucion del intercambio ionico).

4.3.3.2. Aislamiento del ADNc codificante de la FhDPP2 y clonado
en vector de expresién procariota.

Para amplificar el ADNc codificante de la FnDPP2 se disefiaron dos juegos de
cebadores, que se utilizaron en distintas combinaciones en una reaccién de
PCR tal como se detalla en el item 3.3.3.4. En una primera instancia sélo fue
posible amplificar dos fragmentos solapantes de 930 y 866 pb (Fig. 24), que
fueron secuenciados para confirmar su identidad. Una vez confirmada la

secuencia, fueron utilizados para una segunda PCR, donde se utilizaron como
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molde los cebadores que amplifican el ADNc de FhDPP2, como se observa en
la Fig. 24.
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Figura 23 — Alineamiento de FhDPPZ2 con otros miembros de la familia S28 de
peptidasas, clan SC — Se realiz6 un Blastx (GenBank) para la busqueda de
secuencias. Los residuos idénticos se muestran en gris. En celeste se muestran
los residuos que forman la triada catalitica: Ser (con la secuencia consenso de
las serina proteasas Gly-X-Ser-X-Gly), Asp, His. En naranja se muestra el sitio
de corte de péptido senal, y en verdes 5 sitios potenciales de N- glicosilacion.
Sjaponicum CAX71063.1 (Schistosoma japonicum), Smansoni CDD82778.1
(Schistosoma mansoni), Spurpuratu XP_797434.2 (Strongylocentrotus
purpuratus), Clupus XP_848703.1 (Canis lupus familiaris), Btaurus AAI49046.1
(Bos Taurus), Mmusculus Q9ET22.2 (Mus musculus), Rnovergicu Q9EPB1.1
(Ratus novergicus), Ptroglodyt XP_528471.2 (Pan troglodytes), Hsapiens AAH
16961.1 (Homo sapiens).

La regién codificante correspondiente a FhDPP2 fue clonada en marco en el
sitio EcoRI del vector de expresion pET-28a+ previamente desfosforilado. Con
esta construccion se transformaron células de E. coli XL1 Blue, para amplificar
el plasmido, y debido a que solamente utilizamos un sitio de clonado, se
seleccionaron los clones que contenian la region codificante en el sentido
correcto. Esta seleccion se realizé digiriendo plasmidos purificados de varias
colonias seleccionadas al azar con la enzima BamHI. La digestion produce dos
fragmentos de 6683 y 342 pb si el inserto se encuentra en el sentido correcto, y
dos fragmentos de 5691 y 1334 pb en el caso contrario. Una vez seleccionada
la colonia que poseian la construccion Pet_FhDPP2 adecuada, se utilizé para
transformar células BL21 (DES3).

4.3.3.3. Expresion de FhDPP2.

Para determinar cuales eran las condiciones de expresion de la proteina
recombinante, se realizaron pruebas de expresion partiendo de un cultivo 16 h,
que fue inoculado a 100 ml de LB conteniendo 100 pg/ml de kanamicina, e
incubado a 37 °C hasta una O.D.goonm de 0.7. Para inducir la expresién de la
proteina se agregaron 2 concentraciones de IPTG (0.1 y 0.4 mM) y se tomaron
alicuotas de 200 pl de cultivo a tiempo 0, 2, 4 y 16 h. El cultivo fue centrifugado
para separar las células del medio de cultivo, resuspendido en Tris-HCI 0.1 M
pH 7.0, y luego sonicado. El pellet insoluble fue separado de la fraccion soluble
centrifugando a 15.000 xg durante 10 min. Las fracciones solubles e insolubles,
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correspondientes a los distintos tiempos de cultivo, fueron analizadas por SDS-
PAGE 10 %, para determinar cual de las condiciones de induccién resultaba
mas adecuada. Como se observa en la Fig. 25, se detecté la aparicion de una
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Figura 24 — Amplificacion de ADNc codificante de la FhDPP2 —
Mediante PCR utilizando combinaciones de cebadores diseriados a
partir la secuencia de una EST de F. hepatica de una DPP:
EcoFhDPP2F y EcoFhDPP2R, que amplifican todo el ADNc de 1656
pb (1), FADPP2Fi2 y EcoFhDPP2R, que amplifican un segmento de
930 pb (2), y EcoFhDPP2F y FhDPPZ2RI, que amplifican un segmento
de 866 pb (3). Los productos de PCR fueron separados por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, con tincion con bromuro
de etidio.

banda proteica de aproximadamente 50 kDa, correspondiente a la FhDPP2r, en

los cultivos de 4 y 16 h, en presencia de 0.4 mM de IPTG. No se detecto
actividad enzimatica en dichos extractos sobre los sustratos H-Gly-Pro-AMC y
H-Lys-Ala-AMC.

4.4. Clonado y expresion de una legumaina recombinante
asociada al estadio juvenil de F. hepatica.

4.4.1. Andlisis de la secuencia aminoacidica.

Mediante el analisis de una biblioteca de ESTs de JRDs de F. hepatica,
Cancela y cols. (2010) identificaron una nueva legumaina, estadio especifica,
denominada legumaina 3 (FhLeg3). EI ADNc de esta enzima fue sintetizado
por Genscript (Piscataway, NJ) y clonado en el vector de expresion pGS21a.
Dicho ADNc codifica para un polipéptido de 362 aminoacidos, con una masa

molecular calculada de 41,8 kDa, y un pl de 5,5.
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Mediante una busqueda en las bases de datos de secuencias proteicas no
redundantes del NCBI, utilizando Blastx, se determin6é que la proteina es una
legumaina y pertenece a la familia de peptidasas C13, clan CD. La mayor
similaridad/identidad de secuencia se observa para proteinas homodlogas
presentes en otros trematodos: F. gigantica, Opisthorchis viverrini, Clonorchis
sinensis y especies del género Schistosoma.

Un alineamiento de la FhLeg3 con multiples secuencias aminoacidicas de
legumainas pertenecientes a organismos metazoarios, demuestra la presencia
de varios motivos altamente conservados (Fig. 26). Las legumainas se
caracterizan por tener una diada catalitica conformada por los aminoacidos
His/Cys, de posicidn variable segun la especie. Si bien FhLeg3 posee la His en
la posicion 123 conservada, sufre una sustitucién del aminoacido Cys por una
Ser en la posicion 165 (Fig 26, resaltados en azul). Dicha sustitucion podria
originar una enzima que posea cambios en la preferencia de sustrato o bien
una enzima inactiva. Por otra parte, en concordancia con el resto de las
secuencias, FhLeg3 contiene el motivo hidrofébico FVYF presente delante de
la His catalitica, y el motivo N-terminal WAVLAV, también hidrofébico, que en la
legumaina de H. sapiens han demostrado estar involucrados en el bloqueo del
sitio activo hasta que el péptido N-terminal es removido por autoprocesamiento
(Cheny cols., 2000).

4.4.2. Expresion de la FhLeg3 recombinante.

Para expresar la proteina recombinante, se transformaron células de E. coli
BL21 (DE3) pLys con la construcciéon pGS-FhLeg3. La induccion de la proteina
recombinante fue realizada con 0.1 mM de IPTG, durante 16 h, a 25 °C,
utilizando como control un cultivo sin inducir. El cultivo bacteriano fue
centrifugado, el pellet resuspendido y luego sonicado. El lisado bacteriano fue
analizado mediante SDS-PAGE en geles NuPAGE Bis-Tris al 10 %. En la Fig.
27 se observa la banda correspondiente al producto FhLeg3-GST que migra a
la altura de los 73 kDa y que no se observa en el control sin inducir. Asimismo,

se observa una banda que migra a la altura de los 28 kDa, correspondiente a la
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GST. Para corroborar que la banda de 73 kDa corresponde a la proteina de
fusion se realiz6 un Western blot utilizando un anticuerpo anti-etiqueta de His y
se observo que la proteina se encontraba presente en la fraccién inducida con
IPTG, no asi en la fraccién sin inducir (Fig. 27 a).

PM Snd Pel Snd Pel Snd Pel Snd Pel Snd pel Snd Pel
to to to to to to t2h t2h t2h t2h t2h t2h
s/ls/l 0101 04 04 s/l s/l 0101 04 0.4
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Figura 25 — Analisis por SDS-PAGE de la expresion de FhDPP2r
en E. coli BL21 (DE3) — La induccion de la expresion recombinante
fue realizada con dos concentraciones de 0.1 y 0.4 mM de IPTG, y
se tomaron alicuotas a distintos tiempos de cultivo, tomando como
tiempo 0 el agregado de IPTG. EI cultivo bacteriano fue
centrifugado a 15.000 xg 10 min, el pellet bacteriano resuspendido
en 0.1 M de Tris-HCI pH 7.2, y luego sonicado. El lisado bacteriano
fue centrifugado a 13.000 xg 10 min. El recuadro indica la banda
proteica expresada de peso molecular esperado para la proteina.
(PM: peso molecular, Snd: fraccion soluble, P, fraccion insoluble).
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Con la finalidad de determinar el tiempo éptimo expresion de FhLeg3-GST, se
realizd una cinética de induccion del cultivo, tomando muestras de cultivo a
tiempo 0, 2, 4,8y 16 h (Fig. 27 b y c). Los niveles de expresién de la proteina
recombinante aumentaron en el tiempo haciéndose maximos a las 16 h, por lo
cual seleccionamos este tiempo de cultivo para el protocolo de purificacién. En
ninguno de los casos se observo la proteina en el extracto soluble por lo tanto
se emprendié la purificacion a partir de la fraccién insoluble del cultivo.
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Figura 26 — Alineamiento de FhLeg3 con otros miembros de la familia C13 de
peptidasas, clan CD Se realiz6 un Blastx (GenBank) para la busqueda de
secuencias. Los residuos idénticos se muestran en gris. En celeste se muestran
los residuos que forman la diada catalitica: Cys e His. En rojo se muestran los
motivos hidrofobicos involucrados en el bloqueo al sitio activo. Fgiganticatl
ABQ02437S, 2 ABQ02438 (Fasciola gigantica), Csinensis GAA42795.2
(Clonorchis sinensis), Oviverrini ABD64147 (Opisthorchis viverrini), Sjaponicum
CAX72774.1 (Schistosoma japonicum), Smansoni AAA29895 (Schistosoma
mansoni), Iricinus AAS942311 (Ixodes ricinus), Drerio CAX13485 (Dario rerio),
Mmusculus NP_035305 (Mus musculus), Rnovergicu AAH877081 (Rattus
novergicus), Btaurus AAI11118.1 (Bos Taurus), Clupus XP_537355.2 (Canis
lupus familiaris), Ptroglodyt XP_001147732.1 (Pan troglodytes), Hsapiens
BAA09530.1 (Homo sabiens).

4.4.3. Purificacion de la proteina recombinante.

4.4.3.1. Purificacion de la FhLeg3-GST a partir de los cuerpos de
inclusion.

A los efectos de purificarla proteina a partir de los cuerpos de inclusion, se
realiz6 la induccion de la expresién de un cultivo de BL21 (DE3) transformadas
con la construccién pGS-FhLeg3 con 0.1 mM de IPTG, durante 16 h a 25 °C.
Luego se recolectd el pellet bacteriano por medio de centrifugacién a 5000 rpm,
15 min. El pellet fue resuspendido en Tris-HCI 0.1 M conteniendo 1 mg/ml de
lisozima y sonicado. Luego la fraccion insoluble (P) fue separada de la fraccion
soluble (S), y se tomaron muestras para analizar por SDS-PAGE al 10 %. Tal
como se observa en la Fig. 28 a, la proteina recombinante se encuentra en la
fraccion insoluble, por lo cual se procedié a la re-solubilizacién del material
realizando una serie de lavados con tampén Tris, seguidos de ciclos de
sonicado y centrifugacién. El pellet final fue solubilizado con un tampén
conteniendo 8 M de urea, mediante agitacién a 4 °C, durante 16 h. Luego
realiz6 el re-plegamiento de la proteina en una solucién conteniendo 0.1 mg/ml
de L-arginina, mediante agitacién a 4 °C durante 16 h. Posteriormente se
eliminé la L-arginina mediante una extensa dialisis con tampoén Tris, con
cambios de tampén cada 12 h, y se guardé a 4 °C la fraccion conteniendo la

proteina recombinante, hasta su posterior uso.
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Figura 27 — Expresion de la FhLeg3-GST — a) Verificacion de la expresion:
Extractos celulares totales (T) y fraccion soluble libre de células (S) de cultivos
inducidos y sin inducir de células BL21 (DE3) plLys transformadas con la
construccion FhLeg3-GST. Se tomaron alicuotas de 1 ml a las 4 h de cultivo, se
analizaron por SDS-PAGE y western blot utilizando un anticuerpo anti-Histidina
monoclonal A6 6-His (Covance). Cinética de expresion: Para el analisis de la
cinética de expresion, los cultivos se realizaron a 37 C (b) y 25 € (c). Se
tomaron alicuotas de 1 ml a distintos tiempos, el cultivo bacteriano fue
centrifugado, el pellet resuspendido en 0.1 M de Tris-HCI pH 7.2 y luego
sonicado. El lisado bacteriano fue centrifugado a 14.000 xg durante 5 min y
resuspendido en Tris-HCI. Las muestras fueron analizadas en geles NuUPAGE
Bis-Tris al 10 %, y los geles tenidos con SimplyBlue SafeStain.

Con la finalidad de obtener la proteina de forma pura, se procedié a su
purificacion mediante técnicas cromatograficas. Primero se utilizé una columna
de Glutatidon - Sefarosa, que permite purificar la proteina mediante afinidad de
la GST por el glutatién. La FhLeg3 se recupera mediante clivaje proteolitico de
un sitio para enteroquinasa que posee la construccion. Esta estrategia no
resulté adecuada, ya que se obtuvieron bajos niveles de pegado de la proteina
a la matriz. A continuacion, se decidio purificarla a partir de la etiqueta de
histidinas por medio de cromatografia de Ni-agarosa. A estos efectos, se aplico
la muestra (Fig. 28 b) a la columna de Ni-agarosa previamente tratada con
cloruro de niquel, y equilibrada en tampén Tris 0.1 M, y luego de extensivos
lavados se procedi6 a la eluciébn de la proteina mediante un gradiente
escalonado de imidazol de 50, 200 y 400 mM Como se observa en la Fig. 28c,

la proteina recombinante eluye en el escalon de 200 mM, y las primeras
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fracciones del escalén de 400 mM. Luego de la purificacién, la proteina fue
dializada en tampén Tris 0.1 M para eliminar el imidazol, y concentrada 10
veces el volumen original. Para eliminar la proteina fusionada se procedié a
realizar una digestion con enteroquinasa, incubando a 4 °C en agitacion,
durante 16 h. El rendimiento de la purificacion de la proteina resulté ser muy
bajo, de aproximadamente 0,9 mg/L de cultivo, con una actividad enzimatica

especifica de 0.1 U/mg, empleando el sustrato fluorogénico Ala-Ala-Asn-AMC.

Variaciones en el protocolo de purificacién de los cuerpos de inclusién, ya sea
incrementando los tiempos de sonicado, o induciendo el replegamiento luego
del pasaje por la columna de Ni-agarosa, si bien llevaron a un aumento en la
cantidad de proteina obtenida, lo hicieron a expensas de la actividad
enzimatica, abolida en todos estos casos.
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Figura 28 — Analisis por SDS-PAGE 10% de la purificacion de la FhLeg3-
GST por afinidad - a) La induccion de la expresion de la proteina
recombinante fue realizada con 0.1 mM de IPTG, durante 16 h a 25 C. El
cultivo bacteriano fue centrifugado, el pellet resuspendido en 0.1 M de Tris-
HCI pH 7.2 y 1 mg/ml de lisozima, y luego sonicado. El lisado bacteriano fue
centrifugado a 20.000 xg 30 min. La flecha indica una banda de proteina
sobre-expresada de peso molecular esperado para la proteina de fusion
FhLeg3-GST. (C: cultivo bacteriano, S: fraccion soluble libre de células, P:
fraccion insoluble).b) La fraccion insoluble obtenida (P) fue solubilizada con 8
M de urea. El plegamiento de la proteina se realizo utilizando L-arginina 0.1
g/ml, CI: Pellet solubilizado (cuerpos de inclusion). c) La fraccion CI fue
aplicada a una columna Ni-NTA. Fracciones eluidas con 200 mM y 400 mM
de imidazol. PM: peso molecular (PageRuler, Fermentas)
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5. Discusion

La degradacion de proteinas de la sangre por los estadios juvenil y adulto de F.
hepatica es un proceso catabdlico clave para el establecimiento y
mantenimiento de la infeccién y la transmision de la enfermedad. La Hb es la
mayor fuente primaria de aminoacidos que el parasito utiliza en el anabolismo
de proteinas, una gran tarea ya que se producen 30-50.000
huevos/dia/parasito (Whittefield, 1979). Si bien se desconoce el mecanismo
exacto por el cual ocurre la lisis de eritrocitos, para otros parasitos
hematéfagos como A. caninum (Don y cols., 2007), N. americanus (Willis y
cols., 2011) y S. mansoni (Don y cols., 2008) se han identificado proteinas del
tipo amebaporo que se expresan a nivel de la gastrodermis, postulandose su
participacion en este proceso. En F. hepatica se ha identificado una proteina de
este tipo, la cual posee actividad citolitica sobre GRs in vitro (Espino y cols.,
2003). Asimismo, es factible que tal actividad se vea optimizada por la
combinacion de un ambiente &cido en la luz del intestino, y rapidos
movimientos peristalticos de las capas musculares asociadas,

Con el objetivo de contribuir a la dilucidaciéon del rol de las proteasas
secretadas por F. hepatica en la digestién de las proteinas presentes en la
sangre del huésped, se utilizaron una serie de herramientas parasitologicas,
bioquimicas y moleculares, definiendo las actividades proteoliticas presentes
en los PES de juveniles y adultos, asi como el rol de las distintas actividades en
la degradacion de las principales proteinas presentes en la sangre. Finalmente,

se clonaron y expresaron dos nuevas proteasas presentes en F. hepatica.
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5.1. Actividades proteoliticas presentes en las secreciones de
parasitos adultos y juveniles de F. hepatica.

Tal como ha sido demostrado para el platelminto S. mansoni, existe en F.
hepatica una expresidn especifica diferencial de proteasas secretadas a nivel
digestivo entre el estadio invasor y el gusano adulto (Curwen y cols., 2004, Liu
y cols., 2006).

Mediante ensayos de actividad enzimatica utilizando una bateria de sustratos
fluorogénicos, buscamos profundizar en el conocimiento de los perfiles de
actividades proteoliticas presentes en las secreciones de gusanos adultos y
JRDs. Los PES de ejemplares adultos de F. hepatica poseen actividad
mayoritaria CatL, como ya ha sido descrito por varios autores (Chapman y
Mitchel, 1982, Dalton y Heffernan, 1989, Smith y cols., 1993a, Dowd y cols.,
1994). Por medio del uso del inhibidor altamente especifico de Catepsina B CA-
074 fue posible por primera vez, responsabilizar a esta enzima de una parte
menor de la actividad sobre el sustrato Z-Phe-Arg-AMC. Pese a no identificarse
una CatB en los estudios de protedbmica de PES de adulto (Jefferies y cols.,
2001, Robinson y cols., 2008), se han identificado varias ESTs codificantes
para proteinas de este tipo mediante la prediccion de proteinas secretadas a
partir de la base de datos de ESTs de F. hepatica adulto disponibles en el
Sanger |Institute (Robinson y cols., 2009). En este contexto resulta muy
interesante el hallazgo de la liberacion activa de microvesiculas por F. hepatica
identificadas y purificadas a partir de los PES de adultos (Marcilla y cols., datos
no publicados). Dichas microvesiculas exhiben las caracteristicas morfolégicas
y bioquimicas de los exosomas tipicos (Simons y Raposo, 2009). Este hallazgo
constituye el primer reporte de la existencia de exosomas funcionales en
helmintos parasitos. La mayoria de las proteinas identificadas dentro de los
exosomas corresponden a proteasas, dentro de las cuales se encuentra una
CatB, varias CatlLs, una legumaina, y la LAP, entre otras. Si bien los exosomas
fueron caracterizados a nivel de tegumento, no podemos descartar que el
mismo fendmeno se desarrolle a nivel de la gastrodermis. Es posible que los
bajos niveles de actividad enzimética de tipo CatB detectados, tengan su origen

en estas microvesiculas.
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Asimismo en los PES de adultos confirmamos la presencia de actividad DPP
sobre los substratos de DPP tipo Il y IV, pero no actividad tipo CatC (DPPI). En
varios helmintos hematéfagos, una aspartico proteasa, la CatD, juega un rol
central en la degradacion de proteinas sanguineas. Pese a esto, no
detectamos actividad CatD en los PES de F. hepatica empleando un substrato
altamente especifico. Sin embargo, existe una amplia gama de sustratos de
CatD, de estructura compleja, como los de fluorescencia aplacada de longitud
de aminoé&cidos variable, que han sido empleados por diversos autores en
modelos diversos (Wittlin y cols., 1999, Morales y cols., 2008, Suttiprapa y
cols., 2009). Es por lo tanto posible que la enzima presente en los PES de
adulto no sea detectada por el sustrato utilizado en este trabajo. De todas
formas, nuestros resultados coinciden con recientes estudios protedmicos y
transcriptomicos en F. hepatica que tampoco han identificado una CatD
(Robinson y cols., 2009, Young y cols., 2010).

Otra actividad presente en los PES de adulto result6 ser la actividad legumaina,
identificada por primera vez desde el punto de vista enzimatico. Se ha
postulado que esta enzima, que cliva aminoacidos en el C-terminal de un
residuo de Asn, tiene rol en la degradacién de proteinas sanguineas dentro del
tubo digestivo de S. mansoni (Delcroix y cols., 2006). Ademas, cumpliria un rol
en los procesos de activacion en trans de otras proteasas, como CatB, CatD,
CatL y CatF, dado que estas enzimas poseen un residuo de asparagina en la
union entre el pro-segmento y el domino activo (revisado por Dalton y Brindley,
1996). Si bien esta endopeptidasa tampoco ha sido detectada en los estudios
de proteémica de PES de adulto, se han identificado transcriptos que
corresponden a legumaina(s) en el estudio referido mas arriba (Robinson y
cols., 2009) asi como dentro de los exosomas ya mencionados.

En los PES de JRDs se identificaron actividades CatL, CatB, legumaina y DPP
tipo Il y IV. La actividad CatL se debe por lo menos mayoritariamente a la
FhCLS, la unica CatL identificada por espectrometria de masa ya que la FhCL4
s6lo ha sido identificada a nivel de ARN. A medida que transcurre el tiempo de
cultivo se observo un incremento de la actividad Z-Arg-Arg-AMC, no asi de la
actividad Z-Phe-Arg-AMC, lo que es consistente con el perfil de secrecion de

estas catepsinas, donde FhCL3 se encuentra mayormente presente en las
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primeras etapas del desenquiste de la metacercaria y en JRDs, y se verifica
un aumento de la secrecion de CatB conforme transcurren los dias de
desarrollo (Cancela, 2006). La actividad legumaina detectada corresponderia a
la llamada FhLeg3 detectada por medio de huella peptidica en los PES de
JRDs (Cancela, 2006) diferente a la presente en el analisis de ESTs del Sanger
Institute de adultos.

En suma, a través del uso de una bateria de sustratos sintéticos confirmamos
la existencia de diferentes patrones de proteasas presentes en los PES de
adultos y JRDs. La principal modificacion temporal consiste en un incremento
de la actividad CatB con los dias de cultivo de los JRDs para luego disminuir
significativamente pero al parecer no completamente en los adultos. En este
contexto, detectamos por primera vez actividad correspondiente a legumaina y
confirmamos actividad DPP con caracteristicas de DPP Il y IV de mamifero
ambas presentes en adultos y juveniles. Asimismo nuestro analisis no detecto
la presencia de actividades de tipo CatC y CatD.

5.2. Capacidad citolitica de JRDs de F. hepatica en cultivo.

Con el objetivo de estudiar la degradacién de proteinas presentes en la sangre
del huésped por el estadio invasor, realizamos cultivos de JRDs en medio
Basch, con el agregado de GRs humanos. Se pudo observar como el agregado
de GRs al medio de cultivo aumenta la sobrevida del parasito respecto a los
parasitos control cultivados s6lo en medio Basch. Esto nos permitié alargar el
tiempo de viabilidad de los JRDs a 4 semanas. Al mismo tiempo, observamos
un aumento significativo en las ramificaciones de los ciegos intestinales
conforme pasaban los dias de cultivo.

La sobrevida y desarrollo somatico (pero no reproductor) similar al de los
parasitos recuperados en higado de ratones infectados, al cultivar los JRDs en
presencia de GR y 50% de suero de caballo, fue reportada hace mas de tres
décadas (Davies y Smith, 1978, Smith y Clegg, 1981). En nuestras manos, los

intentos de cultivar los JRDs en medio con mayores porcentajes de suero
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fallaron debido a que tales concentraciones de suero facilitaron la proliferacion
bacteriana a partir de las metacercarias desenquistadas en un proceso que no
es aséptico.

De acuerdo a nuestros resultados, los JRDs adquieren tempranamente la
capacidad de lisar los GRs, proceso que se detecté a partir de las 48 h de
incubacion, por medio de la aparicion de material de color rojo oscuro uniforme
con desaparicion de la morfologia celular dentro del tubo digestivo.
Consecuentemente, y a partir de las 72 h de cultivo, se observé ademas la
presencia de granulos de color rojo intenso, que presumiblemente
corresponden a la hemozoina Esto significa que al 3er dia de cultivo el paréasito
juvenil ha sido capaz de actuar sobre la molécula de Hb, induciendo al menos
la desnaturalizacion de la proteina, que separa el hemo de moléculas de
globina (Ponka, 1999). De forma perioddica, este material es regurgitado al
medio de cultivo evitando su acumulacién intraluminal. La eliminaciéon del
residuo hemo en forma de hemozoina es un mecanismo exclusivo de los
parasitos hemat6fagos. En metazoarios hematoéfagos Schistosoma (Oliveira y
cols., 2000a), y el insecto Rhodnius proxilus (Oliveira y cols., 2000b) la
acumulacion de dicho pigmento se visualiza de forma de acumulos similares a

los observados en este trabajo.

5.3. Estudio de la degradacion de Alb por los JRDs in vitro

Como forma de determinar el rol de las catepsinas en la degradacion de otra
proteina abundante en la sangre, incubamos juveniles de 22 dias de cultivo con
BSA-FITC, previamente incubados con E64, su analogo permeable E64-D, y
medio de cultivo como control. Luego de la incubaciéon de 1 h se observo la
fluorescencia en todo el intestino bifurcado, la que disminuyé de forma
apreciable en presencia del E64-D, no asi en presencia de E64. Este llamativo
resultado no tiene aun explicacion definitiva. A manera de hipétesis es posible
postular que existe una interaccién facilitada entre el inhibidor permeable y las
cisteina proteasas secretadas por los JRDs. Dicha interaccion facilitada podria

estar vinculada a la presencia de microambientes hidroliticos en la luz
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intestinal. Mediante microscopia electronica se describié en S. mansoni la
presencia de microambientes formados por la fusidbn de proyecciones de las
lamelas de las células de la gastrodermis. Aunque son luminales, estas areas
poseen un microambiente de pH cercano a 4.0, como lo demostré la
produccién de sustrato electro-denso con la reaccion de la fosfatasa acida. Los
autores han postulado que la mayor parte del proceso digestivo ocurriria en
estos microambientes mas acidos donde aspartico o cisteina proteasas podrian
localizarse (Delcroix y cols., 2006).

Para F. hepatica, estos compartimientos no han sido descritos pero dado que
las células de la gastrodermis en los JRDs también presentan gran cantidad de
lamelas (Bennet, 1974), se podria suponer la existencia de estos
compartimientos donde ocurre la digestion de las proteinas que son ingeridas
por el parasito, y donde el inhibidor permeable seria capaz de alcanzar las
proteasas blanco. Sin embargo, cabe resaltar que la gastrodermis de
Schistoma es de naturaleza sincitial, y estudios ultraestructurales han
demostrado que funciona primariamente como superficie absortiva, por lo que
la dinamica de los fenotipos secretor y absortivo es regional, a diferencia de la
gastrodermis de F. hepatica, donde la naturaleza celular de la misma le permite
variaciones en su estructura fina, a tal punto que dos células adyacentes

pueden encontrarse en estados fenotipicos diferentes (Halton, 1967).

5.4. Digestion de Hb.

El adulto de F. hepatica vacia su contenido intestinal cada 3 horas. Teniendo
en cuenta dicha ventana temporal, estudiamos el efecto de la incubacién de las
CatLs recombinantes mayoritarias en adultos (FhCL1 y FhCL2) y juveniles
(FhCL3) sobre la Hb bovina durante 1 h. Las tres endoproteasas son capaces
de degradarla en las condiciones del ensayo, siendo FhCL1 la que posee
mayor capacidad proteolitica. La observacion de un efecto degradativo mas
intenso inducido por la incubacién con los PES de adulto, sumada a la falta de

inhibicién total producida por la incubacién junto con E-64 indican la presencia
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de otra actividad hemoglobinolitica adicional. La participacién de varios tipos de
proteasas en esta digestion queda en evidencia al usar combinaciones de
inhibidores de distintas clases de enzimas. El uso combinado de MG-256,
PepA y E-64 induce un bloqueo de la digestion apreciablemente mayor que
cuando se emplea el E-64. Llama la atencion la marcada disminucién de la
degradacion al incubar los PES con MG-256, lo que pone en duda la
selectividad del inhibidor. En efecto, la actividad enzimatica de los PES de
adulto sobre el sustrato Phe-Arg-AMC se ve inhibida en un 60% (datos no
mostrados) en presencia de MG-256.

Dadas las dificultades en la obtencion de PES de JRDs en cantidades
suficientes para realizar ensayos de digestion en geles, decidimos examinar a
nivel molecular la degradacion de Hb bovina por FhCL3, proteasa especifica de
este estadio. Las digestiones fueron analizadas por espectrometria de masa,
para identificar los sitios de clivaje sobre la estructura primaria de la molécula
de ay B globina. Dentro de los primeros 10min de reaccién, la FhCL3 cliva en
37 sitios de la cadena de a globina y en 29 sitios de la cadena B globina. Dadas
las condiciones del andlisis por Maldi-Tof-Tof, donde se obtuvieron espectros
de masa de los péptidos generados por encima de los 600 Da, éstos tienen una
longitud de 6 a 26 aminoacidos, con un promedio de 10 aminoacidos. Pese a
esto, el mapa proteolitico nos sugeriria la generacion de péptidos pequenos de
hasta 3 aminoéacidos.

En cuanto a las preferencias de cada aminoacido en las posiciones P1-P4 del
enlace peptidico, observamos que en general la frecuencia de aminodacidos que
acomoda en esos sitios corresponden a la abundancia de aminoacidos en la
Hb, la cual es rica en aminoacidos hidrofobicos: Leu, Ala, Val, Lys y Phe.
Dichas preferencias coinciden con el perfil de clivaje de FhCL1, y no se
asemejan al perfil que tiene la propia enzima sobre otros sustratos como el
colageno (Robinson y cols., 2011).

Comparando los sitios de corte de la FhCL1 y la FhCL3 sobre el modelo
tridimensional de la molécula de Hb, observamos que ambas enzimas atacan
sitios accesibles en la superficie de la molécula, y existe cierta redundancia en
los sitios de corte. Tomados en conjunto, estos datos confirman que la afinidad
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de las catepsinas sobre los distintos enlaces peptidicos de una proteina estan
fuertemente influenciados por la estructura terciaria de la misma.

La degradacion in vitro de la Hb por FhCL3, presente en los PES de JRDs
desde el desenquiste mismo, es consistente con la hemdlisis y la generacion
de hemozoina demostradas en los primeros dias de cultivo, En conjunto estos
datos apoyan un rol central de FhCL3 en la nutricion temprana del estadio
invasor.

En funcién de nuestros resultados y los de Lowther y cols. (2008), podemos
asumir que por si solas las CatL serian capaces de generar péptidos tan
pequefios como tripéptidos. Este conjunto de péptidos pequefios necesita ser
subsecuentemente atacado por exopeptidasas como las DPP vy
aminopeptidasas, de forma de generar aminoacidos libres que puedan ser
transportados por la membrana de la gastrodermis. En este contexto, cabe
destacar la llamativa ausencia en el transcriptoma de F. hepatica y en el
genoma de Schistosoma del grupo de transportadores universales de
dipéptidos, tripéptidos y tetrapéptidos (Daniel y cols., 2006).

5.5. La DPP de F. hepatica.

Para caracterizar las actividades DPP presentes en los PES de F. hepatica
adulto, se realiz6 una curva de perfil de pH utilizando los sustratos Gly-Pro-
AMC y Lys-Ala-AMC, encontrandose el pH éptimo para ambos sustratos entre
5.5. y 6.0. Esto es consistente con lo previamente reportado por Carmona y
cols. (1994).

Mediante el uso de una libreria combinatoria de dipéptidos fluorogénicos, se
determinaron las afinidades de sustrato de los PES de adultos, asumiendo que
las actividades detectadas corresponden exclusivamente a DPP, dada la
ausencia de actividad exopeptidasa demostrada para las CatL, CatB y
legumaina Los aminoé&cidos preferidos en la posicién P1 resultaron ser Pro,
nLeu, Met y Leu, y en mucha menor medida Ala, mientras que para la posicion

P2, resultaron ser nLeu y Met, y en menor medida Leu. De acuerdo con esto,
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los dipéptidos con mayor especificidad resultaron ser nLeu-Pro, Met-Pro, nLeu-
Leu, Met-Leu, nLeu-nLeu, Met-nLeu. Leiting y cols. (2003), examinaron la
especificidad de sustrato de la DPP Il y DPP IV humanas utilizando la misma
aproximaciéon y sus hallazgos coinciden en cierta medida con el perfil de
preferencia de aminoacidos observados por nosotros. En el caso de la DPPII
se observa alta afinidad por nLeu y Pro en P1, y nLeu, Lys, Met, Ala en P2,
siendo el dipéptido nLeu-nLeu-rhodamine un sustrato altamente selectivo para
esta exopeptidasa. La DPPIV posee una preferencia estricta por Pro en la
posicion P1, y muy baja selectividad en el subsitio P2, aceptando casi todos los
residuos.

Con el objetivo de obtener informacion sobre la secuencia aminoacidica de las
actividades DPPs identificadas, se procedi6 a la purificacion cromatografica de
la enzima nativa, partiendo de PES de F. hepatica de adulto por medio de un
primer paso de gel filtracién, y un segundo paso de intercambio i6nico. Durante
la purificacion las fracciones fueron monitoreadas utilizando los sustratos Gly-
Pro-AMC y Lys-Ala-AMC, y la pureza de las fracciones analizadas por SDS-
PAGE. La fraccién obtenida resulté ser inestable, y pese al almacenaje a -
80°C, perdi6é por completo su actividad enzimatica luego del segundo paso de
purificacion. Asimismo, en el andlisis por MS de la banda proteica obtenida en
la purificacion no fueron identificados péptidos correspondientes a una DPP.
Debido a la inestabilidad de la fraccion purificada, se decidié abordar el clonado
de una probable DPP, la cual denominamos FhDPP2 por la similitud con las
DPP tipo Il de mamifero, a partir de una secuencia de ESTs adultos de F.
hepatica accesible en la base de datos del Sanger Institute.

Una vez aislado y secuenciado el ADNc que codifica para esta proteina, se
determind que codifica para una secuencia de 470 aminoacidos, con una masa
molecular calculada de 53 kDa y un pl de 5.36, y pertenece a la familia de
serina proteasas S28, miembro del clan SC.

La familia S28 de proteasas estd conformada por dos miembros: i) una prolil
carboxipeptidasa (PRCP), que cliva residuos hidrofébicos del extremo carboxilo
de las proteinas que terminan con un motivo Pro-X (donde X es el aac
hidrofdbico), y ii) la dipeptidil peptidasa humana (DPPII, también conocida
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como DPP7 y QPP), una exopeptidasa que cliva dipéptidos X-Pro del amino

terminal.

La FhDPP2 posee el arreglo de la triada catalitica de aminoacidos en el sitio
activo (Ser153, Asp412, His437) clasico de esta familia y otras serina o/
hidrolasas. El arreglo espacial de estos tres aminoacidos en el sitio activo les
permite formas puentes de hidroégeno entre ellos y el sustrato, cooperando con
la catalisis covalente de la Ser. La enzima es sintetizada con un péptido sefal
clivable entre los aminoacidos 19 y 20, y posee 5 sitios potenciales de N-
glicosilacion.

Si bien se han identificado secuencias codificantes para DPP tipo Il en otros
parasitos hematofagos, este es el primer intento de clonado y expresion de una
enzima de este tipo. En H. contortus se ha aislado e identificado mediante
huella pepidica y LC/MS-MS un antigeno denominado contortina, que posee
homologia con prolil-carboxipeptidasas pertenecientes a esta familia, y los
autores postulan que estaria involucrado en la prevencién de la coagulacion de
la sangre (Geldhof y Knox, 2008). Para Schistosoma si bien se han
caracterizado y aislado actividades tipo DPP | 'y DPP lll, no se han detectado
actividades de tipo DPP II ni IV (Hola-dJamriska y cols., 1999, Hola-Jamriska y
cols., 2000). En el analisis de ESTs del Sanger Institute se ha identificado

también una prolilcarboxipeptidasa perteneciente a la familia de las S28.

Dado que la FhDPP2 recombinante no pudo ser expresada hasta el momento
en forma activa desconocemos su perfil proteolitico. En funcion del peso
molecular de la enzima purificada, que coincide con el previamente reportado,
es factible que la actividad Gly-Pro/Lys-Ala presente en los PES no
corresponda a la proteina clonada. Sin embargo, esta reportado que estas
proteinas se ensamblan en dimero o trimeros (Maes y cols., 2007), lo que
podria explicar la falta de actividad de la proteina recombinante, que

claramente no es capaz de oligomerizarse en las condiciones de expresion..
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5.6. Lalegumaina de F. hepatica.

Mediante el analisis de una biblioteca de ESTs de JRDs, Cancela y cols. (2010)
identificaron una legumaina, cuyo patron de expresiéon se restringe a parasitos
juveniles de F. hepatica. EI ADNc de esta proteina, fue sintetizado y clonado en
el vector de expresion pGS21a. Dicho ADNc codifica para una enzima de 362
aminoacidos, con una masa molecular calculada de 41,8 kDa, y un pl de 5,5.
La proteina fue expresada en células E. coli BL21(DES3) y fue purificada a partir
de los cuerpos de inclusién. Dicha estrategia resultdé en magras cantidades de
proteina activa sobre el substrato peptidico especifico.

Las legumainas son cisteina proteasas del clan CD, familia C13, que hidrolizan
péptidos y proteinas del extremo carboxilo de residuos de asparagina. A
menudo se localizan en los lisosomas de diversos tipos celulares y se
involucran en una variedad de funciones de procesamiento, incluyendo el
procesamiento en trans de otras proteinas (Chen y cols., 2000).

El analisis de un alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de esta
proteina con otras legumainas de organismos metazoarios, demostr6 la
presencia de varios motivos altamente conservados, con la excepcién de uno
de los aminoacidos de la diada catalitica, que sufre en FhLeg3 una sustitucidén
de Cys por una Ser en la posicion 165. Dicha sustitucion podria originar una
enzima no funcional o con especificidad de sustrato modificada respecto al
resto de los miembros de su familia. También se observaron motivos
hidrofébicos involucrados en una estructura que bloquea el sitio activo y que
son removidos durante el autoprocesamiento. En S. mansoni existe una
legumaina descrita, denominada SmAE, inicialmente fue descrita como una
hemoglobinasa, para luego demostrarse que no poseia actividad
hemoglobinolitica, y que era en realidad un miembro de la familia de las
legumainas, proponiéndose su participacion en la trans- activacion de otras
proteasas en el intestino. Subsecuentemente, Sajid y cols. (2003), demostraron
que SmAE era responsable del procesamiento de la CatB llamada SmCB1, en
el intestino del parasito. Utilizando inhibidores de diferentes clases de
proteasas e interferencia de ARN, se encontré que si bien la SmAE no tiene

efectos sobre la degradacion de Hb, muestra cierto papel en la digestion de
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albumina. Los autores sugieren que su contribucibn podria ser en el
procesamiento en trans de las hemoglobinasas, o la generacion de clivajes
raros (en residuos Asn) dentro de la albumina, por lo tanto facilitando la
subsecuente digestidén por otras proteasas. Recientemente se ha demostrado
que cuando se realiza ARNi de SmAE se detecta SmCB1 activa y soluble en
los extractos de parasito, por lo que se ha postulado que SmAE no seria
esencial para la activacion de la SmCB1 in vivo (Krautz-Peterson y Skelly,
2008).

Dos legumainas fueron reportadas en F. gigantica, y como el ortélogo en S.
mansoni, ambas se expresan en el epitelio intestinal, pero no han sido
detectadas en los PES de los parésitos adultos. Mediante la comparacién de
sitios de clivajes conocidos para otras legumainas, los autores determinaron
que la region C-terminal un péptido con al menos 4 residuos de Cys
conservados debe ser removido para que la enzima se vuelva activa. En el
caso de FhLeg3, la capacidad de remover esta region C terminal que estaria
truncada por la sustituciobn que se da en la diada catalitica, llevaria a la
generacion de una proteina sin actividad enzimatica.

Sin embargo, en este trabajo se demuestra que la enzima posee, aunque en
bajos niveles, actividad proteolitica detectable contra el péptido Z-Ala-Ala-Asn-
AMC. De forma de determinar si la enzima posee una actividad enzimatica
diferente a la descrita para otras proteinas de la misma familia, y a la presente
en los PES de juveniles, seria necesario el clonado de la enzima en un sistema
de expresion que genere mejores rendimientos de expresién y purificacién, tal
como los sistemas de expresion en levaduras (P. pastoris, H. polymorpha) que
han permitido la exitosa produccion de las catepsinas L recombinantes de F.

hepatica en forma funcional.
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6. Conclusiones y Perspectivas.

Nuestro plan experimental centrado en las proteasas digestivas de F. hepatica
empleé diversas herramientas con la finalidad de contribuir a dilucidar
diferentes aspectos de su actuacién sobre proteinas del hospedero mamifero,

en particular las sanguineas.

Con respecto al catalogo de las actividades proteoliticas participantes en los
PES, nuestros resultados confirman la presencia predominante de las cisteina
proteasas en los mismos. En los adultos detectamos altos niveles de actividad
CatL, y posiblemente bajos niveles de CatB, y en los juveniles una combinacion
de ambas actividades. Por otro lado resulté demostrada por primera vez la
presencia, en ambos estadios, de actividad legumaina, otra cisteina proteasa
pero de perfil hidrolitico mas restringido. Respecto a actividades producidas por
exopeptidasas confirmamos la existencia de actividad sobre dos substratos de
DPP que corresponden a una misma peptidasa presente en ambos estadios.
Asimismo, como contribucién al tema, descartamos la existencia de una

exopeptidasa (CatC) y una endopeptidasa (CatD),

Asumiendo el origen digestivo de estas actividades, surge en F. hepatica un
patrén que muestra similitudes y diferencias respecto al descrito para S.
mansoni, el modelo evolutivamente mas cercano estudiado hasta el momento.
Las principales diferencias corresponden a la ausencia de una aspartico
proteasa de tipo CatD y una cisteina proteasa de tipo CatC. Es postulable que
estas diferencias estén relacionadas con los diferentes ciclos biolégicos
involucrados. Si bien ambos parasitos son hematéfagos, tanto el tejido blanco
de la invasién como el periplo migratorio y la localizacién final del gusano
adulto son completamente diferentes. En este sentido, la localizacion
intravascular de los Esquistosomas desde las primeras horas de la invasién, los
coloca en un microambiente completamente diferente al del resto de los
trematodos de la clase Digenea. Disponemos de informacién fragmentaria
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sobre especies cercanas a F. hepatica como F. gigantica, C. sinensis,y O.
viverrini, insuficiente para poder confirmar que se trata de patrones asociados a
caminos evolutivos diferentes. Si bien es posible que contemos en el corto
plazo con transcriptomas de estos gusanos disponibles para su estudio, es
necesario que este analisis se complete con el abordaje proteémico y
enzimoldgico para poder dilucidar el panorama de la protedlisis digestiva en

este grupo de trematodos.

Mediante el cultivo a largo plazo de JRDs en presencia de GRs determinamos
efectos en ambos miembros del par GR-parasito. Sobre los GRs observamos la
adquisiciéon temprana de la capacidad citolitica, y de desnaturalizacion de la Hb
con liberaciéon del grupo hemo, el cual cristaliza a una forma no toxica,
denominada hemozoina. Sobre el parasito, la presencia de los GRs en el
cultivo, induce el proceso de ramificacion de los ciegos intestinales asociado
con la maduracion del mismo, asi como el aumento de la sobrevida. En
conjunto, estos resultados demuestran que las formas juveniles tempranas que
se encuentran migrando en el peritoneo e iniciando su travesia intrahepatica
son capaces de procesar la Hb y posiblemente otras proteinas sanguineas en
forma nutricionalmente efectiva, lo que explicaria el efecto sobre la sobrevida y
la maduracion intestinal observada. Sin embargo, la Hb no seria fuente
relevante de aminoéacidos en los primeros momentos post desenquiste cuando
ese lugar lo ocuparian proteinas de la matriz extracelular como colageno y
fibronectina. Es factible entonces que la presencia de patrones estadio
especifico sea una la consecuencia de una adaptacién evolutiva a los
diferentes conjuntos de proteinas del hospedero disponibles durante la
migracion y maduracion del parasito. A los efectos de avanzar en el estudio del
ataque a los GRs se impone demostrar la presencia de la Saposina en las
secreciones digestivas de los JRDs, determinar su cinética de secrecion, y
estudiar el efecto de su silenciamiento sobre este proceso. Para comenzar a
transitar este estudio contamos con anticuerpos policlonales anti-Saposina de
F. hepatica gentilmente cedidos por la Dra. Ana Espino lo que permitira realizar
estudios de inmunolocalizacion en cortes de juveniles de distintos tiempos de

cultivo asi como estudios de inmunomarcaje en los PES de JRDs.
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Adicionalmente estudiamos en los JRDs el rol de las cisteina proteasas en la
degradacion intestinal de la Alb marcada con FITC, que resulté
inesperadamente bloqueada Unicamente por el analogo permeable del inhibidor
especifico irreversible de estas proteasas., Si bien no podemos explicar
satisfactoriamente este resultado, hemos sugerido la posible existencia de
compartimientos digestivos intraluminales como los descritos para S. mansoni
(Delcroix y cols., 2006). De forma de avanzar en la confirmacion de esta
hipétesis, nos proponemos realizar estudios de microscopia electrénica en
conjunto con el tratamiento con fosfatasa é&cida, que produce un sustrato
electro denso en ambiente de pH acido, permitiendo asi evidenciar la existencia
de microregiones con pH diferencial al resto de lumen intestinal. Asimismo
seria importante emplear albumina acoplada a otros fluorocromos como
rodamida o DQ-red (de fluorescencia aplacada), para descartar un efecto
dependiente del FITC.

Las CatLs secretadas a lo largo del ciclo de vida de F. hepatica en el huésped
definitivo, tienen el potencial de degradar la Hb bovina. En particular este
ataque se visualiza electroforéticamente a nivel del monémero. En el caso del
adulto, la degradacién de la Hb por los PES no resulté totalmente abolida en
presencia de E64, lo que sugiere que existe una actividad hemoglobinolitica
adicional, lo que corroboramos utilizando combinaciones de inhibidores de
distintas clases de proteasas: E64, PepA, MG-256. Puesto que éste ultimo
parece tener un efecto inhibitorio sobre las CatL, nos proponemos utilizar otro
analogo mas especifico, como el Aza-N-11-a (Ekici y cols., 2004), en pos de
determinar la real contribucion de la legumaina en el proceso.

Para determinar la contribucion a la degradacion de Hb por la proteasa tipo
CatL mayoritaria en los PES de JRDs, realizamos el andlisis por LC ESI
MS/MS y Maldi-Tof/Tof de la digestion de esta proteina por la FhCL3
recombinante. La frecuencia de aminoacidos que la enzima acomoda en las
posiciones P1-P4, correspondieron en general a la abundancia de aminoacidos
en la molécula de Hb, rica en residuos hidrofébicos como Leu, Ala, Val y Lys. El

patrén proteolitico coincide con el de la FhCL1 sobre la Hb humana (Lowther y
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cols., 2008), sugiriendo que la afinidad de las CatLs sobre los distintos enlaces
proteoliticos se encuentra fuertemente influenciada por la estructura de la
proteina. Asimismo, a partir del mapa de clivajes proteoliticos podemos asumir
que las CatL generan péptidos pequenos como tripéptidos. A pesar de esto,
dado que en el analisis realizado se obtuvieron espectros de masa generados
por encima de los 600 Da, restaria realizar el experimento en la franja de 100 a
600 Da del espectro, de forma de corroborar la generacién de pequefios
péptidos y aminodcidos libres.

Con el objetivo de caracterizar las actividades de tipo DPPs presentes en los
PES de adulto, se determinaron los perfiles de preferencia de sustrato
utilizando una libreria de dipéptidos combinatorios. Dichas preferencias
coinciden con las de la DPP Il y en menor grado con las de DPP IV de humano,
con alta afinidad por nLeu y Pro en la posicion P1, y nLeu y Met en la posicion
P2. A partir de estos resultados seria posible disefar péptidos fluorogénicos
para confirmar dichas preferencias.

Si bien se aisl6 y purificé la proteina responsable de las actividades DPP Il 'y IV
identificadas en los PES de adulto, la misma resulté ser inestable, 1o que no
permitid su identificacién por espectrometria de masa. Como alternativa, a
partir de una base de datos de transcriptos del adulto de F. hepatica, se aislé y
clon6 el ADNc codificante de una DPP2, que fue expresada en E. coli, no
resultando activa. De forma de completar la caracterizacion de la proteina
recombinante nos proponemos realizar el clonado y expresion en levaduras.
Esto permitira estudiar en detalle su perfil enzimoldgico asi como determinar si
se trata de la misma enzima cuya actividad se detecta en los PES de juveniles
y adultos. En tal caso resultara de particular interés estudiar el efecto de un
panel de inhibidores especificos de clase y grupo ya que hasta el momento no
se ha encontrado ninguno capaz de inhibir el efecto sobre los substratos
sintéticos en mas de 63% (Carmona y cols., 1994). La identificaciéon de
inhibidores especificos no citotdéxicos permitiria abordar la contribucién de la
DPP en el proceso degradativo.

Finalmente, se expres6 en E. coliy purificd una legumaina presente en los PES

de juveniles, que posee una sustitucion uno de los aminoacidos de la diada




Conclusiones y perspectivas

catalitica, y presenta muy bajos niveles de actividad con el sustrato estandar
empleado. Serd necesario clonar la peptidasa en un sistema como el de
levaduras que ofrezca la posibilidad de obtener mejores rendimientos. .
Asimismo, contamos con una biblioteca de inhibidores de legumainas, cedido
por el Dr. Conor Caffrey, que permitiria determinar el perfil de inhibicion de la
FhLeg3, y compararlo con los perfiles de enzimas caracterizadas, como las
legumainas de S. mansoni e |I. ricinus (Ovat y cols., 2009). Adicionalmente, el
contar con mayores cantidades de enzima nos permitira generar anticuerpos
policlonales para realizar estudios de inmunolocalizacién, asi como definir
mejor su contribucion a la activacién de proteasas tipo catepsina y la digestion
de proteinas sanguineas.
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Figura 19 — Curva de perfil de pH de las actividades DPP
presentes en los PES de adulto— El eje de las Y representa la
actividad contra los sustratos definida como unidades de
fluorescencia liberadas por segundo, mientras que el eje de
las X representa los valores de pH en que se evaluaron
dichas actividades.
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