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Introduccién y Objetivos

Los trematodos del género Schistosoma constituyen una de las principales causas
de enfermedad en los animales domeésticos y el hombre en numerosos paises tropicales
y subtropicales. Hay tres especies principales de esquistosomas que parasitan a las
personas -Schistosoma mansoni, S. japonicum y S. haematobium- y al menos otras 10 que

parasitan a rumiantes domésticos.

Entre estas ultimas especies destaca S. bovis por ser el principal causante de la
esquistosomosis animal. Esta parasitosis, que afecta a unos 160 millones de animales en
Asia y Africa, y también est4 presente en nuestro pais, provoca pérdidas significativas en
las explotaciones ganaderas. Estas pérdidas son consecuencia de la reduccion de las
tasas de crecimiento de los animales infectados, del aumento de su susceptibilidad a
otras enfermedades y de la muerte de los animales en los casos de infeccién masiva. Por
otra parte, S. bovis tiene también interés como modelo para el estudio de la
esquistosomosis humana, debido a su proximidad filogenética con los esquistosomas

que infectan a las personas, y en particular con S. haematobium.

Las infecciones por los esquistosomas son generalmente crénicas y de larga
duracién, y aunque los vermes adultos permanecen durante afios en los vasos
sanguineos de los animales infectados, éstos raramente muestran alteraciones
hemostaticas. Este fendmeno es llamativo si tenemos en cuenta que, dado su tamafio, la
simple presencia de los vermes adultos en las venas del hospedador podria obstaculizar
el flujo de sangre y provocar alteraciones circulatorias en los vasos mas pequefios. Por
otra parte, la exposicion al torrente sanguineo de una superficie extrafia, como es la
superficie tegumental de dichos vermes, podria provocar no sélo la activacién de las
plaquetas y la consiguiente formacion de trombos, sino también desencadenar procesos
de coagulacién intravascular. Dado que, de hecho, en el hospedador infectado no ocurre
nada de lo anterior, cabe suponer que el parasito se ha adaptado al habitat intravascular
desarrollando mecanismos de modulaciéon de la respuesta hemostatica de su

hospedador (Wu et al., 2007).

Resulta igualmente llamativa la constataciéon de que son muy pocos los trabajos
que han abordado el estudio de la interaccién entre los esquistosomas y el sistema
hemostatico de sus hospedadores, aun a pesar de la importancia que puede tener esta
interacciéon en la biologia del parasito y del interés de su conocimiento en la

identificacion de dianas parasitarias para el desarrollo de nuevos farmacos y vacunas



Introduccién y Objetivos

anti-esquistosoma. Esta falta de estudios afecta no sélo a las especies de esquistosomas
de animales, que tradicionalmente han recibido una menor atencidn, sino también a las
especies que infectan a humanos, las cuales, por su patogenicidad y abundancia, han sido

intensamente estudiadas.

Los escasos trabajos que han investigado la interaccién esquistosoma-sistema
hemostatico se han recopilado en la Revision Bibliografica de la presente memoria y se
refieren bdasicamente a S. mansoni, especie en cuya superficie tegumental se han
identificado una ATP-difosfo hidrolasa (o apirasa) y una proteina inhibidora de
trombina (el antigeno Sm22.6), las cuales permiten al parasito la inhibicién de la
agregacion plaquetaria y de la coagulacién sanguinea (DeMarco et al., 2003; Lin y He,

2006).

Alos anteriores estudios hay que afiadir los de nuestro grupo de investigacion, en
los que se observo que los vermes adultos de S. bovis pueden interactuar con el sistema
hemostatico del hospedador mediante la fijacién y activaciéon de plasminégeno sobre su
superficie tegumental, lo que les permitiria evitar la formacién de coagulos o disolver los
ya formados (Ramajo-Hernandez et al., 2007b). En este estudio se identificaron 10
proteinas del tegumento del parasito con capacidad para unir plasminégeno del
hospedador, aunque no se llegd a determinar cuales de ellas podrian tener una funciéon
real como receptores fisiolégicos de plasmindgeno in vivo, funcién que requiere que
dichas proteina sean expresadas en la superficie del tegumento, en contacto con la

sangre del hospedador.

Entre las proteinas fijadoras de plasminogeno identificadas en el tegumento de S.
bovis, la consulta de la bibliografia revelé que la enolasa y la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa ya habian sido citadas en otros organismos por su capacidad para fijar y
activar plasminégeno, y que la enolasa es la que mejor caracterizada esta como receptor
de plasminégeno en la superficie de diversos microorganismos (Bergmann et al., 2001;
Pancholi, 2001; Jong et al., 2003; Vanegas et al., 2007; Mundodi et al., 2008). Igualmente,
la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa, entre otras, ha sido identificada en la pared de
Candida albicans, donde también une plasminégeno (Crowe et al., 2003). Esto sugiere
que en S. bovis estas tres proteinas también podrian desempefar una funcion en la

superficie del tegumento como receptores fisioldgicos de plasminégeno.
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Por su parte, otra proteina de S. bovis identificada tanto en el proteoma
tegumental como entre los productos de excrecidon-secrecidon de los vermes adultos fue
el antigeno Sb22.6 (Pérez-Sanchez et al,, 2006, 2008). Esta proteina no esta entre las 10
unidoras de plasmin6geno antes mencionadas, pero se trata de una proteina homdloga a
la Sm22.6 de S. mansoni, que es una de las escasas proteinas de esquistosomas que se
sabe que interactua con el sistema hemostatico del hospedador (Lin y He, 2006). En
concreto, la Sm22.6 inhibe la accion de la trombina y actda in vitro como anticoagulante
alargando significativamente el tiempo de coagulacion. Por este motivo, cabe suponer
que la Sb22.6 de S. bovis pueda desempefiar también alguna actividad anti-hemostatica

en la interaccidn parasito-hospedador.

Finalmente, otra proteina de interés identificada por nuestro grupo en la
interfase S. bovis-hospedador, y por otros investigadores en varias especies de
Schistosoma, es un miembro de la familia de las anexinas (Pérez-Sanchez et al., 2006;
Hoffmann et al, 2010). Las anexinas constituyen una familia multigénica muy
conservada en eucariotas y sus miembros estan implicados en numerosos procesos
bioldgicos, entre los que se encuentran la coagulacion y la fibrinolisis (Gerke y Moss,
2002; Moss y Morgan, 2004; Draeger et al., 2011). Concretamente, se ha demostrado que
las anexinas A2 y A5 humanas y las anexinas B1 y B2 de Taenia solium poseen actividad
anticoagulante y profibrinolitica (Hajjar et al.,, 1998; Gerke y Moss, 2002; Wang et al,,
2006; Winter et al., 2006). Cabe por tanto suponer que la anexina de S. bovis podria
desempefiar similares actividades anti-hemostaticas en la interaccién con el

hospedador.

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de la presente tesis doctoral fue la
caracterizacién molecular y funcional de estas cinco proteinas de S. bovis, por su interés
como potenciales reguladores de los mecanismos hemostaticos del hospedador. Las
cinco proteinas seleccionadas son: la enolasa (ENO), la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (FBA) por su previsible
funcién profibrinolitica como ligandos de plasminégeno, y la anexina (ANX) y el

antigeno Sb22.6 (Sb22.6) por sus potenciales funciones anticoagulantes.



Introduccién y Objetivos

Para llevar a cabo este estudio hemos definido los siguientes objetivos concretos:

1. El clonaje y secuenciacion de los cDNAs codificantes de ENO, GAPDH, FBA,
ANXy Sb22.6 de S. bovis y el analisis bioinformatico de la estructura molecular de

las correspondientes proteinas.
2. La obtencion de dichas proteinas en forma recombinante.

3. El analisis de la expresion tisular de las proteinas en vermes adultos y

esquistosémulas pulmonares.
4. El estudio de su posible actividad profibrinolitica y anticoagulante.

Como objetivo adicional, y por los motivos que se detallan en el apartado
correspondiente, se incluyé la evaluacion de la proteina recombinante Sb22.6 como

antigeno para el diagndstico serolégico de la infeccién por S. bovis.
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1. SCHISTOSOMA BOVIS Y ESQUISTOSOMOSIS ANIMAL

La esquistosomosis es una enfermedad que puede afectar al hombre y a los
animales domésticos y silvestres, constituyendo un importante problema sanitario y

veterinario en muchas zonas tropicales y subtropicales del mundo.

Los esquistosomas son vermes planos (Platelmintos) pertenecientes a la familia
Schistosomatidae y al género Schistosoma. Son trematodos dioicos y, como todos los
miembros de este grupo, precisan un hospedador intermediario (un molusco) y un
hospedador definitivo (un vertebrado) para completar su ciclo biolégico. Los vermes
adultos viven en el sistema vascular de sus hospedadores vertebrados, colonizando las
venas perivesicales (S. haematobium), nasales (S. nasale), hepaticas y mesentéricas

(resto de las especies).

En la actualidad hay descritas 20 especies, de las cuales 5 son parasitas de
humanos. En la tabla 1 se recoge un listado con las especies de Schistosoma, indicando
en la misma su distribucién geografica, sus hospedadores vertebrados y los géneros de
los caracoles que actiian como hospedadores intermediarios (De Bont y Vercruysse,

1998; Ramajo Martin y Muro, 1999; Attwood et al., 2002).

La esquistosomosis del hombre constituye uno de los mayores problemas de
salud publica en zonas tropicales y subtropicales, donde es endémica en mas de 70
paises, en los que se estima que hay mas de 200 millones de personas afectadas y 780
millones viven en zonas de riesgo (Steinmann et al., 2006). La infeccion humana se debe
mayoritariamente a S. mansoni, S. haematobium y S. japonicum, motivo por el cual son las
especies que han sido el objeto de la mayor parte de los estudios llevados a cabo. Por el
contrario, las especies que afectan a los animales han sido mucho menos estudiadas, a
pesar de ser una infeccién parasitaria frecuente, principalmente en bovinos de Africa y
Asia, donde se calcula que hay al menos 165 millones de animales afectados (De Bont y
Vercruysse, 1997). Concretamente, de las 10 especies que afectan a rumiantes, las tinicas
que han recibido alguna atencién, debido a su mayor importancia veterinaria, han sido

S. mattheei'y S. bovis (Vercruysse y Gabriel, 2005).

Entre dichas especies de rumiantes S. bovis se ha tomado como especie modelo
por los siguientes motivos. En primer lugar, por su patogenicidad para los bovinos y

ovinos domésticos, en los cuales provoca normalmente una enfermedad crénica de
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Tabla 1. Especies del género Schistosoma, hospedadores y distribucién geogréfica.

. Género de Hospedadores o
Grupo Especies L Distribucién
caracol definitivos
S. haematobium Bulinus Hombre, primates Africa
_ . Hombre, rumiantes, o

S. mattheei Bulinus ] Africa
= primates
=2 _ Africa, Asia, Peninsula
) ] Bulinus . -
IC_> S. bovis ) Rumiantes Ibérica, Islas
< Planorbarius ] )
s mediterraneas
% S. curassoni Bulinus Rumiantes Africa

S. margrebowiei Bulinus Rumiantes, primates Africa central

S. leiperi Bulinus Rumiantes Africa central

S. intercalatum Bulinus Hombre Africa

S. indicum Indoplanorbis Rumiantes India
% S. spindale Indoplanorbis Rumiantes India
% S. nasale Indoplanorbis Rumiantes, roedores India
Zz ) _ ) ) Rumiantes, primates, ) S

S. incognitum Limnea radix India, Tailandia

roedores, cerdo, perro
Hombre, rumiantes,

= S. japonicum Oncomelania cerdo, perro, gato, Japon, China, Filipinas
8 roedores
g S. mekongi Tricula Hombre, perro Laos, Camboya, Filipinas
%: S. sinensium Tricula Roedores Este de Asia
- S. malayensis Robertsiella Roedores Este de Asia

S. ovuncatum Tricula Roedores Este de Asia

. . . Hombre, primates, Africa, Sudamérica,

_ S. mansoni Biomphalaria ]
(Z) perro, gato, roedores Caribe
% S. rodhaini Biomphalaria Roedores, perro Africa
é S. edwardiense Biomphalaria Hipopdtamo Africa

S. hippopotami Biomphalaria Hipopdtamo Africa

curso subclinico que a largo plazo causa notables descensos en las tasas de crecimiento
y productividad, y en casos de infeccién masiva la muerte de los animales, todo lo cual se
traduce en pérdidas significativas en las explotaciones ganaderas (De Bont y Vercruysse,
1998; Monrad et al., 2006). En segundo lugar, por su extensa distribuciéon geografica
(Africa, Oriente Medio y gran parte de la cuenca mediterranea, incluida la Peninsula
Ibérica), que convierte a este parasito en un problema veterinario ampliamente
extendido (Ramajo y Muro, 1997; Monrad et al, 2006). Y en tercer lugar, por las
analogias inmunoldgicas y genéticas entre S. bovis y S. haematobium (Agnew et al., 1989;
Webster et al, 2006), que hacen de S. bovis un modelo valido para el estudio de

S. haematobium.
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1.1. Hospedadores y distribucion geografica

S. bovis utiliza como hospedadores definitivos a rumiantes, esencialmente vacas,
ovejas y cabras, aunque también se ha encontrado en équidos, suidos, canidos,
camélidos, roedores y primates (Ramajo Martin, 1972). Los hospedadores
intermediarios son caracoles acuaticos. Ramajo Martin (1972) sefial6 que el molusco
que hace de hospedador intermediario en Espafia de manera exclusiva es Planorbarius
metidjensis (Planorbinae), mientras que en otras zonas del mundo son especies del
género Bulinus (Bulininae). Los habitats preferidos por los Planorbarius son pequefios

rios, arroyos de aguas claras, manantiales superficiales y abrevaderos artificiales.

La distribucién geografica de S. bovis esta determinada principalmente por la
distribucién de los hospedadores intermediarios. S. bovis se encuentra en practicamente
todo el continente africano, Asia sudoccidental (Israel, Iran, Irak, Siria, Turquia), islas del
Mediterraneo (Corcega, Cerdeiia, Sicilia) y Espafia (Ramajo Martin y Muro, 1999; Moné

etal., 1999).

En Espafia fue hallado por primera vez en ovejas de la provincia de Avila
(Sanchez Botija, 1954), mas tarde en bovinos, ovinos y caprinos de Salamanca (Simén
Vicente, 1969) y también posteriormente en ganado bovino y ovino de Zamora, Cérdoba,
Badajoz y Caceres (Simén Vicente y Ramajo, 1982; Mayoral et al., 1989). En los ultimos
afios se ha seguido comprobando la endemicidad de la esquistosomosis en rumiantes de
Salamanca, sobre todo en bovinos (Ramajo et al., 1995; Lopez-Aban et al,, 2004). A este
respecto, en un estudio seroldgico realizado por nuestro grupo en 190 explotaciones de
ganado de lidia de la provincia de Salamanca se detecto, tras el analisis por ELISA de
5.600 sueros, la presencia del parasito en el 25 % de las explotaciones (Oleaga et al,

2004).

Como norma general, en las d4reas endémicas, la distribucién de Ia
esquistosomosis es muy focal debido no sélo a la distribuciéon de los hospedadores
intermediarios, los cuales colonizan habitats muy concretos, sino también al restringido

movimiento del ganado entre explotaciones (De Bont y Vercruysse, 1998).

11
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1.2. Ciclo bioldgico

El ciclo evolutivo completo de S. bovis fue descubierto por Brumpt (1930). Los
vermes adultos son alargados, de 13-44 mm de longitud, y poseen una cuticula
resistente formada por un tegumento sincitial con una membrana externa,
multilaminada, dotada de pequefias espinas. En el apartado 2.2. se describe con detalle

la estructura y funcién del tegumento.

Los machos son mas gruesos y robustos que las hembras, a las que alojan en un
canal ventral o hendidura (schisto) que el propio macho posee en su cuerpo (soma), de
aqui el nombre de schistosoma. El macho dispone de 3-6 testiculos situados en su tercio
anterior y la hembra de un ovario tubular en la mitad posterior, normalmente repleto de
huevos. El acoplamiento entre machos y hembras es indispensable para la maduracion

somatica y sexual de ambos sexos.

Las parejas de vermes adultos viven en las venas mesentéricas del hospedador,
donde las hembras realizan la puesta de huevos. El huevo, que tiene una espina terminal
caracteristica, atraviesa la pared vascular e intestinal, alcanza la luz intestinal y sale al
exterior con las heces del hospedador. No esta del todo claro qué mecanismo utilizan los
huevos para atravesar el endotelio vascular, aunque parece ser que intervienen tanto
determinadas enzimas liticas secretadas por el miracidio contenido en los huevos, como
otros factores liberados por las plaquetas como consecuencia de la respuesta inmune e
inflamatoria del hospedador y determinadas moléculas de adhesion expresadas en las
células endoteliales (Ngaiza y Doenhoff, 1990; De Bont y Vercruysse, 1998; Lejoly-
Boisseau et al,, 1999).

Una vez que el huevo ha salido al exterior, es preciso que se encuentre en un
medio acuatico, donde la luz y temperaturas de 20-30 2C propician la eclosion de dicho
huevo y la liberacién del miracidio en menos de 30 minutos. El miracidio es una larva
ciliada y mdvil que, en el medio acuatico, nada libremente durante algunas horas hasta
alcanzar un molusco adecuado en el que penetra activamente. Durante el desarrollo
intramolusco tiene lugar un proceso de multiplicacién asexual en el que se forman
esporocistos primarios en la glandula digestiva y secundarios en el hepatopancreas.
Estos ultimos dan origen a nuevas larvas, las cercarias, que una vez maduras

abandonaran el molusco estimuladas por la temperatura y la luz. Este periodo de

12



Revision Bibliografica

desarrollo intramolusco dura entre 17 y 120 dias dependiendo de la temperatura del
agua.

La cercaria, del tipo furcocercaria (cola bifurcada), una vez liberada en el medio
acuatico nada activamente durante unas horas, hasta encontrar un hospedador
definitivo adecuado que haya tomado contacto con el agua contaminada. La cercaria
puede permanecer viable hasta 40 horas, aunque su infectividad disminuye
rapidamente. La via natural de acceso activo mas comun es la percutanea, a través de la
piel de las extremidades u otras partes sumergidas y del entorno peribucal, pero puede
hacerlo también de forma pasiva por la via peroral o ingestiéon (Oleaga y Ramajo Martin,

2004).

Al atravesar la piel, la cercaria pierde la cola, elimina el glicocalix y se transforma
en esquistosomula. Esta nueva fase evolutiva migra por las vias vascular y linfatica hasta
el pulmén y corazén izquierdo, desde donde se distribuye por la circulacion arterial
hasta el sistema porta-hepatico y desde alli a las venas mesentéricas, donde se produce
el apareamiento y la maduracion sexual. El tiempo que tardan en alcanzar el estadio
adulto y, en consecuencia, el comienzo de la puesta de huevos es de 40-45 dias desde el
inicio de la infeccion. En hospedadores altamente receptivos (vaca, oveja, cabra) pueden

alcanzar el estadio adulto hasta un 60-70 % de las cercarias infectantes.

Cuadro 1 - Ciclo biolégico de Schistosoma bovis.

Lalarvamaduraen

elhigado \
Enlas venas mesentéricas se produce el
apareamientoy la maduraciéon sexual

Migra al corazén
izquierdo

Esquistos6mula

g o _/ f

Huevosretenidos en Miara a los pulmones
higado e intestino 9 5P
atravésdela

circulaciénvenosa

Huevos excretados con
las heces,enelagua,
liberan un miracidio

&

La cercaria penetra a través de
la piel infectando a los animales

Cercaria

El miracidio infecta
un caracol acuatico
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1.3. Patologia y clinica

La esquistosomosis por S. bovis es una enfermedad cronica que causa
importantes pérdidas en las explotaciones ganaderas por su efecto a largo plazo sobre el
crecimiento y la productividad de los animales y también por aumentar la
susceptibilidad de los animales infectados a otras enfermedades parasitarias y
bacterianas (De Bont y Vercruysse, 1998). En las areas endémicas, esta parasitosis
presenta altas prevalencias, pero las infecciones suelen ser de baja o moderada
intensidad, cursando en la mayoria de los casos de forma subclinica (Vercruysse et al.,

1985).

La gravedad de las lesiones, y en consecuencia de los sintomas, es proporcional a
la intensidad de la infeccion (De Bont y Vercruysse, 1998). En los rumiantes la infeccion
por S. bovis se caracteriza habitualmente por una exposicion continua a un pequeio
numero de cercarias, aunque también pueden darse casos de infecciones masivas que

llegan a producir la muerte de los animales (Lindberg et al., 1995).

La patogénesis de la esquistosomosis estd causada por los huevos que quedan
alojados en los tejidos. Aunque algunos vermes adultos pueden morir en pulmones e
higado y originar lesiones focales, éstas en la mayor parte de los casos son poco
numerosas y tienen una limitada importancia clinica comparada con la lesiéon causada

por los millones de huevos producidos durante el curso de la infeccién.

La penetracion de las cercarias y la migracion de las esquistosomulas causan
infiltracién celular en torno a los puntos de contacto, intensa reaccion linfocitaria vy,
ocasionalmente, hemorragias y granulomas incipientes en torno a esquistosémulas

muertas.

Los efectos patégenos posteriores al periodo prepatente se deben
fundamentalmente al paso de los huevos a través del higado, tracto alimentario, pulmoén
y otros organos (Ferreras et al, 1998; Ramajo Martin y Muro, 1999; Ferreras et al,
2000). Los huevos que quedan atrapados en los diferentes drganos y tejidos secretan
diversos antigenos que producen una intensa reaccion inflamatoria en torno a ellos que
conduce a la formaciéon de granulomas. Estos granulomas son areas de intensa
infiltracién celular consistentes, principalmente, en infiltrados de eosindfilos,

macrofagos, fibroblastos y linfocitos (El-Ansary, 2003). Cuando el huevo muere, el
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granuloma se resuelve dejando placas fibréticas en los 6rganos afectados. La mayor
parte de las lesiones producidas por los huevos se localizan en la pared del intestino y en
el higado aunque en ocasiones, particularmente en infecciones masivas, se ven afectados

otros 6rganos como pulmones, pancreas, estdmago y abomaso (Hussein et al., 1975).

Paradéjicamente, los granulomas que se forman en torno a los huevos también
pueden tener un efecto protector. En ratones inmunodeprimidos, en los que no se
desarrollan los granulomas, se ha comprobado que tras la infeccién por S. mansoni los
animales sufren un severo dafio hepatico. Este fendmeno parece estar ocasionado por
hepatotoxinas secretadas por los huevos, productos que en animales
inmunocompetentes son neutralizadas por anticuerpos y secuestradas en el interior de

los granulomas (Pearce y MacDonald, 2002).

En los animales afectados, el higado se muestra endurecido y fibroso, con
multiples nédulos granulomatosos y venas portales dilatadas como consecuencia de la
obstruccion circulatoria. En el parénquima hepatico y alrededor de los vasos sanguineos
se observan numerosas células mononucleares y polimorfos, asi como zonas de
degeneracion celular en torno a los granulomas, fibrosis perilobular y una intensa

reaccidn inflamatoria del tracto portal (Hussein, 1971).

En el tracto alimentario las lesiones se producen principalmente en intestino y
recto. Los depdsitos de huevos en la pared intestinal producen enteritis e infiltrados y
granulomas en la mucosa, y en ocasiones en la serosa, con multiples hemorragias. En el
intestino delgado se produce una enteritis aguda caracterizada por un intenso exudado
mucoso que contiene numerosos huevos y hematies. Los ganglios mesentéricos

presentan hipertrofia e hiperplasia linfo-reticular (Saad et al., 1980).

Cuando resultan afectados, los pulmones también pueden desarrollar
granulomas, que aparecen acompafados por inflamaciones perivasculares vy
peribronquiales. Igualmente, el pancreas puede desarrollar granulomas

parenquimatosos con degeneracion de acinis (Hussein, 1971).

Clinicamente se distinguen dos sindromes, uno intestinal de evolucién

frecuentemente aguda y otro hepatico con tendencia a la cronicidad.

La forma intestinal aparece a las pocas semanas de la infeccion, ocurre en el

periodo de mayor eliminacién de huevos en las heces y se atribuye al paso de un niimero
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elevado de huevos a través de la pared del intestino. Los animales muestran
abatimiento, profusa diarrea, dolor abdominal, anorexia y pérdida de peso.
Simultaneamente se registra anemia, eosinofilia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e
hipoproteinemia. Se ha observado, sin embargo, que la severidad de la diarrea no
disminuye con el numero de huevos eliminados, por lo que parece ser que también
puede ser consecuencia de otros factores como una respuesta hiperreactiva del
hospedador (Saad et al, 1980). Estos mismos autores atribuyen la anemia y la
hipoalbuminemia a la intensa hemorragia intestinal. Los elevados niveles de globulinas
séricas son indicativos de una estimulacién antigénica y el nivel de eosinéfilos refleja el

grado de respuesta inflamatoria provocada por el parasito (Lawrence, 1977).

El sindrome crénico hepatico se manifiesta acrecentando la sintomatologia de la
forma intestinal excepto en la diarrea. Se afladen ademas signos nerviosos, ictericia y
nuevas alteraciones hematoldgicas como bilirrubinemia, uremia y elevaciones de las

tasas de los indicadores de la funcionalidad hepatica (Lawrence, loc. cit.).

1.4. Respuesta inmunitaria

Como ocurre con otros aspectos, la mayor parte de los estudios sobre la
inmunologia de la esquistosomosis se han realizado con las especies de Schistosoma sp.
que infectan a humanos, S. mansoni, S. japonicum y S. haematobium, siendo muy escasos

los trabajos efectuados con las especies de animales.

Aunque la informacion disponible sobre la inmunologia de la infecciéon por
esquistosomas de humanos es muy abundante (ver las revisiones de Secor, 2005; Pearce
y MacDonald, 2002), por no tener una relacién directa con el objetivo de nuestro
estudio, a continuacion soélo describimos brevemente el modelo de respuesta
inmunitaria que se produce en estas infecciones. Segin se sefiala en la revision de
Pearce y MacDonald (2002), la respuesta inmunitaria que inducen las infecciones por
Schistosoma sp. progresa a través de tres fases y la describen de la siguiente manera.
Durante las 3-5 primeras semanas, en las que el hospedador estd expuesto a la
migraciéon de las fases inmaduras, la respuesta inmunitaria es tipo Thl. A las 5-6
semanas de la infeccién, que es cuando el paradsito madura, se empareja y comienza a
producir huevos, el tipo de respuesta cambia drasticamente: disminuyen los

componentes propios de las respuestas Th1l y, al mismo tiempo, aparece una intensa
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respuesta Th2 inducida por los antigenos secretados por los huevos. Por tltimo, a partir
de la semana 12, la infeccién entra en una fase crénica, en la que la respuesta Th2
disminuye en intensidad y los granulomas que se forman en torno a los nuevos huevos

son de menor tamano que los de las fases precedentes.

Respecto a la respuesta inmunitaria que inducen las infecciones por S. bovis se

conocen algunas particularidades que sefialamos a continuacion.

La exposicion continua al parasito induce en los rumiantes cierto grado de
resistencia natural inmunomediada, que se traduce, por un lado, en descensos de la
fertilidad de los vermes, disminuyendo asi el nimero de huevos en las heces y en los
tejidos, y por otro, en una mayor resistencia a la re-infeccion. No obstante, a pesar de la
importancia que esta resistencia adquirida tiene en la regulacion de la intensidad de las
infecciones en el campo, apenas se sabe nada de los antigenos involucrados y de los
mecanismos inmunolégicos subyacentes (Vercruysse y Gabriel, 2005). Lo Unico que se
conoce es que esta resistencia esta mediada por anticuerpos y que no desaparece tras la

eliminacidn de los vermes con praziquantel (Monrad et al., 1995, 2006).

También se ha comprobado, mediante la determinacién de citocinas e
isotipos/subclases de anticuerpos, que la respuesta inmunitaria frente a las infecciones
por S. bovis en modelo murino es del tipo Th2, lo que coincide con lo indicado antes. Asi
mismo, y a diferencia de lo que ocurre en las infecciones por S. mansoni, en la inducciéon
de la respuesta tipo Th2 intervienen ademas de los antigenos de los huevos otros

procedentes de los vermes adultos (Viana da Costa et al., 1998).

En los animales infectados con S. bovis se da una transferencia de la inmunidad al
feto y, en consecuencia, una mayor resistencia a las infecciones en los recién nacidos.
Existe un traspaso prenatal, via placentaria, y postnatal, via el calostro, de antigenos y
anticuerpos especificos. Este fendmeno también se ha observado en S. mattheei y

S. japonicum (Vercruysse y Gabriel, 2005).

En varios trabajos se pone de manifiesto la existencia de una intensa respuesta
humoral y se describe la cinética de anticuerpos en rumiantes frente a diferentes
extractos antigénicos. En infecciones experimentales en cabras y ovejas se observa que
el nivel de anticuerpos frente a los antigenos de adultos se elevd significativamente

desde la semana 3-4 de la infeccién y frente a los de los huevos desde la semana 8. Esta
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respuesta humoral aument6 drasticamente después del tratamiento de los animales, lo
que indica una estimulacion inmune adicional por parte de los antigenos liberados por
los vermes muertos (Johansen et al., 1996; Rodriguez Osorio et al.,, 1999). No obstante,
hasta la fecha, no se ha llegado a caracterizar a los antigenos del parasito implicados en

estas respuestas.

Sobre los antigenos de S. bovis lo Unico que se conoce, ya desde hace tiempo, es
que comparte antigenos con otras especies de esquistosomas, especialmente con S.
haematobium (Agnew et al., 1989; Losada et al., 2005). En relaciéon con este hecho, en
trabajos recientes se ha demostrado la utilidad de los antigenos de S. bovis para el
diagnostico de infecciones por S. mansoniy S. intercalatum (Belo et al., 2002; Pardo et al,,

2004).

También se sabe que S. bovis tiene similitud antigénica con Fasciola hepatica
(Hillyer et al, 1987) y que dicha semejanza da lugar al desarrollo de resistencia en

infecciones cruzadas de ambos parasitos (Rodriguez Osorio et al., 1993).

1.5. Mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria

A pesar de la intensa respuesta inmunitaria que desencadenan, los esquistosomas
adultos, lejos de ser aniquilados o expulsados, viven durante afios en el lecho vascular de
su hospedador definitivo. Esto es debido, entre otras razones, a que el parasito ha
desarrollado diversos mecanismos y moléculas con los que neutraliza o manipula a los

efectores inmunitarios del hospedador.

La mayor parte de estos mecanismos parasitarios estan asociados con su cubierta
exterior o tegumento. A continuaciéon destacamos algunos de los mas importantes (ver
Cuadro 2), todos ellos descritos a partir de las especies de esquistosomas que infectan a

humanos (Han et al., 2009).
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- Recambio del membranocalix

La continua eliminacién y recambio de esta capa externa puede servir al parasito
para deshacerse de los anticuerpos y componentes del sistema del complemento
adheridos a su superficie y evitar asi los efectos deletéreos ocasionados por estos
efectores inmunes (Pearce et al., 1986). No obstante, recientemente se ha sugerido que
el recambio del membranocalix, o de algunos de sus componentes, puede tardar varios
dias, lo cual no seria lo suficientemente rapido para eliminar los efectores inmunes

aludidos (Schroeder et al., 2009).

- Baja_inmunogenicidad del membranocalix por enmascaramiento molecular v

mimetismo antigénico

El parasito incorpora en su superficie tegumental diversas moléculas del
hospedador. En diversos trabajos se ha demostrado la presencia de antigenos
sanguineos como A, B, H y grupos Lewis, productos del complejo mayor de
histocompatibilidad, inmunoglobulinas, componentes del complemento, [3-
microglobulina, az-macroglobulina y una molécula similar al DAF humano (decay
accelerating factor) (Loukas et al., 2001). De esta forma los antigenos parasitarios
expuestos en la superficie quedan enmascarados y protegidos frente a la repuesta
inmunitaria. Al mismo tiempo, la presencia del DAF en la superficie del tegumento
puede servir para prevenir la amplificacion de la cascada del complemento (Pearce et al.,

1990).

Ademas de adquirir moléculas del hospedador, el parasito también es capaz de
sintetizar moléculas similares a las del hospedador, como por ejemplo similares a la a3-
macroglobulina del hospedador (Abath y Werkhauser, 1996). Como resultado la
superficie del tegumento resulta muy poco inmunogénica y no atrae efectores inmunes

(Schroeder et al., 2009).

- Presencia de moléculas inmunomoduladoras

Los esquistosomas expresan en su superficie diversas moléculas capaces de
neutralizar a los mecanismos efectores del sistema inmunitario como los anticuerpos, el

sistema del complemento, diversos mediadores proinflamatorios y enzimas liberadas en
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reacciones de citotoxicidad celular. Algunas de estas moléculas inmunomoduladoras

parasitarias mejor conocidas son las siguientes:

Receptores para la porcion Fc de las inmunoglobulinas, que permiten al parasito
secuestrar los anticuerpos anulando asi los mecanismos efectores mediados por los
mismos. Una de estas proteinas es la paramiosina, que forma parte del citoesqueleto de
los esquistosomas y ha sido ampliamente estudiada por su interés como antigeno
vacunal. Esta proteina no sélo actia como receptor para la fraccién Fc de los anticuerpos
(Loukas et al, 2001), también puede unirse al componente Clq del complemento
inhibiendo su activacion (Laclette et al., 1992). También se ha observado que el parasito
tiene capacidad para hidrolizar las inmunoglobulinas secuestradas en su superficie y
que, ademas, en este proceso se libera un tripéptido que interfiere con varias funciones
de los macrofagos, como las reacciones de citotoxicidad mediadas por IgE, y con la

formacién del granuloma (Auriault et al,, 1985).

Entre los inhibidores del sistema del complemento (revisados por Fishelson, 1995
y Schroeder et al, 2009) destacan: una molécula de 28 kDa, que degrada los
componentes iC3b, C3b y C9 y restringe el ataque de las células efectoras que utilizan
receptores de complemento para identificar sus dianas; la P70 (70 kDa), que se une al
componente C3b y bloquea la activacion a nivel del C3; y la SCP-1 (94 kDa), que se une a

los componentes C8 y C9 e impide la formacion del complejo de ataque a la membrana.

En relacién con las moléculas neutralizadoras se conocen dos: la proteina Smé60,
unidora de manosa, que tiene propiedades anti-inflamatorias e induce in vitro la
migracion de los neutroéfilos y la desgranulacion de los mastocitos (Coelho-Castelo et al,,
2002), y la Smpi56, un inhibidor de serina proteasas que bloquea la actividad

proteolitica de la elastasa de los neutrofilos (Fishelson, 1995).

- Presencia de enzimas anti-oxidantes

Los esquistosomas también expresan en su tegumento enzimas con actividad
oxido-reductasa, como la Glutation-S-transferasa, la tioredoxin peroxidasa y la
superoxido dismutasa que utilizan para protegerse del estrés oxidativo desencadenado

en la respuesta inmune celular (Han et al., 2009).
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Cuadro 2 - Mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria del hospedador.
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1.6. Diagndéstico

Las infecciones por esquistosomas no presentan, por lo general, unos sintomas
caracteristicos que sirvan para diferenciarlas de otros procesos infecciosos o
parasitarios. Por lo tanto, la valoraciéon del cuadro clinico no pasa de tener un valor

orientativo.

El diagnéstico de la esquistosomosis animal se realiza habitualmente mediante
técnicas coprologicas, identificando los huevos del parasito en muestras de heces. El
recuento de los huevos es indicativo del nivel de infeccién. Aunque los métodos de
diagnodstico coproldgicos resultan bastante laboriosos son unas herramientas muy
utilizadas en el campo veterinario (Olaechea et al., 1990). Sus principales inconvenientes
son, por una parte, que su sensibilidad disminuye con la edad de los hospedadores,
hecho atribuido a la reduccién inmunomediada de la fecundidad de los vermes, y por

otra, su ineficacia durante el periodo prepatente (Ramajo Martin y Muro, 1999).
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Las técnicas seroldgicas han sido ampliamente utilizadas para el diagnéstico de la
esquistosomosis humana, habiéndose desarrollado diferentes pruebas para la detecciéon
tanto de anticuerpos como de antigenos circulantes (Mahmoud, 2001). Para la deteccion
de anticuerpos frente a la infeccion se han utilizado diversos métodos, como la
inmunofluorescencia, la hemaglutinacion indirecta, la fijacion del complemento y el
ensayo de ELISA (enzyme-linked immunsorbent assay), con buenos resultados en
general, aunque la sensibilidad depende en cada caso del antigeno utilizado. Hay que
sefialar que uno de los inconvenientes que presentan las técnicas de diagndstico
serolégico basadas en la deteccidn de anticuerpos es que no permiten discriminar entre
infecciones pasadas e infecciones activas y, en consecuencia, no son utiles para evaluar
la eficacia de los tratamientos (Jin el al., 2010). Por ello para el diagnostico de las
infecciones humanas resulta mas adecuado la deteccién de antigenos parasitarios en
sangre u orina (Gentile et al., 2011). Sin embargo, en la esquistosomosis animal esta
cuestion no es tan importante, ya que, por lo general, las infecciones son crénicas y los
animales no suelen ser tratados. En este contexto, el principal objetivo no es el
diagnostico individual, sino la deteccidn de los focos o explotaciones donde se encuentra

el parasito para poder aplicar en esos lugares las oportunas medidas de control.

También se han desarrollado test seroldgicos para la deteccién de los antigenos
circulantes anoddico y catédico (CAA, CCA), que son antigenos intestinales de
esquistosoma que se liberan a la circulaciéon con el vomito del parasito. Estos tests,
basados en la técnica de ELISA, muestran una elevada sensibilidad y tienen la ventaja de
que el nivel de los antigenos que se detecta en el suero refleja la carga parasitaria. No
obstante, un aspecto a tener en cuenta es que los niveles de antigenos circulantes siguen
un modelo estacional, con un aumento significativo de los mismos cuando los animales
estan sometidos a estrés fisico o nutricional, lo que implica que en estas situaciones los

resultados pueden ser de dificil interpretaciéon (De Bont y Vercruysse, 1998).

Los estudios mas recientes estan dirigidos al desarrollo de métodos moleculares
para el diagnéstico especifico del parasito en los hospedadores intermediarios y en los
definitivos. Estos métodos estdn basados en la amplificacién y detecciéon de fragmentos
de secuencias genéticas especificas mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa

(PCR) (Sandoval et al., 2006; Abbasi et al., 2007).
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1.7. Tratamiento, prevencion y control

La prevencion y control deben integrar medidas quimioterapéuticas con otras
disefiadas para evitar la consecucion del ciclo biolégico del parasito (lucha contra

intermediarios), asi como el contacto de los hospedadores con las fases infectantes.

Obviamente, en muchas ocasiones es dificil evitar el contacto de los animales con
aguas contaminadas, por lo que para reducir el riesgo de infecciéon se pueden aplicar
medidas que disminuyan o eliminen las poblaciones de caracoles. Estas medidas van
dirigidas a la introduccién de cambios ambientales en los habitats de los caracoles
(drenaje de charcas), la utilizacion de métodos de control biolégico (otros caracoles

competidores) o la aplicaciéon de molusquicidas (niclosamida) (Webbe y Jordan, 1993).

En cuanto al tratamiento de la esquistosomosis, antes del lanzamiento al mercado
del praziquantel, hace mas de 30 afios, se utilizaron, en animales, diversos farmacos con
probado efecto esquistosomicida pero que presentaban graves inconvenientes como la
toxicidad o importantes efectos secundarios. Algunos de estos fueron los antimoniales,
la lucanthona e hycantona, los isocianatos y el triclorfén (neguvon o metrifonato) (De

Bonty Vercruysse, 1998).

Actualmente, en el tratamiento de la esquistosomosis el praziquantel es el
farmaco de eleccion. Es eficaz frente a todas las especies, apenas presenta efectos
secundarios y se administra oralmente en una unica dosis de 20-30 mg por kilo de peso
(Cioli et al., 1995). El praziquantel aumenta el flujo de calcio a través del tegumento y
provoca en el parasito una intensa contraccion muscular y paralisis. En los vermes se
observan alteraciones y dafios en la superficie externa del tegumento lo que provoca
que, tras el tratamiento, determinadas moléculas parasitarias queden expuestas a los
efectores de la respuesta inmune. El farmaco actda en colaboracién con la respuesta
inmunitaria del hospedador, siendo ineficaz en ausencia de anticuerpos. En este sentido,
se ha comprobado que el tratamiento con praziquantel induce cambios en el perfil

antigénico reconocido por el sistema inmune del hospedador (Mutapi el al., 2005).

El desarrollo de algunas resistencias frente al praziquantel, debido a los
continuos y masivos tratamientos, y el afan de disponer de farmacos alternativos hace

que la busqueda de nuevos farmacos sea un area de intensa investigacion. Un ejemplo
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son los derivados de la artemisina cuya administraciéon ha demostrado ser efectiva

frente a las fases inmaduras, esquistosémulas y pre-adultos (Liu et al., 2011).

Por otra parte, el coste del tratamiento farmacoldgico de los animales y su
ineficacia en algunas zonas endémicas debido a las altas tasas de reinfecciéon (Geerts y
Gryseels, 2000) ha impulsado desde hace afnos la busqueda de nuevos métodos de

control.

Por este motivo, la busqueda de una vacuna eficaz ha sido el objetivo de diversos
estudios. Aunque se han logrado importantes avances, su desarrollo aiin se encuentra en
fase experimental. Los primeros trabajos demostraron la eficacia del control
inmunolégico tras la inmunizacién de bovinos, en condiciones experimentales y de
campo, con cercarias irradiadas de S. bovis. En estos ensayos se lograron reducciones del
60-80 % en el numero de huevos en heces y tejidos y en el recuento de vermes adultos

(Bushara et al,, 1978; Majid et al., 1980).

En los ultimos afios el interés se ha centrado fundamentalmente en la
identificacién de antigenos protectores definidos, por ser mas faciles de estandarizar y
de administrar que las cercarias irradiadas. Una de las primeras moléculas estudiadas ha
sido la glutation-S-transferasa de 28 kDa de S. bovis (Sb28GST) (Capron et al., 1994). La
inmunizacién con la Sb28GST, tanto nativa como recombinante, ha proporcionado
resultados muy variables, aunque ambas han demostrados ser efectivas en la proteccion
de vacas sometidas a infecciones leves con S. bovis. En este sentido, se ha comprobado
que la vacunacién con la Sb28GST tiene un efecto anti-fecundidad lograndose notables
reducciones en el numero de huevos en heces (89 %) y en la tasa de huevos viables
(93 %). Resultados similares también se han obtenido frente a otras especies de
esquistosomas animales, como S. mattheei y S. japonicum (ver revision de Vercruysse y

Gabriel, 2005).

Otra molécula recientemente ensayada ha sido la proteina 14-3-3 de S. bovis. Esta
molécula interviene en importantes procesos de sefalizacion celular y ya se ha
comprobado que los homologos de esta proteina producen, en ratones, diversos grados
de proteccion frente a infecciones por S. mansoni (25-46 %) (Schechtman et al,, 2001), S.
japonicum (34-45 %) (Zhang et al., 2000) y Echinococcus multilocularis (97 %) (Siles-

Lucas y Gottstein, 2003). La inmunizacion de ratones con la proteina 14-3-3 de S. bovis,
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administrada con diferentes inmunomoduladores, proporciona una proteccién del 36-

61 % frente a infecciones por este parasito (Uribe et al., 2007).

Por ultimo, también se ha demostrado la proteccion cruzada que proporciona la
inmunizacién con moléculas de otros parasitos. Tal es el caso de las proteinas fijadoras
de acidos grasos (Fatty Acid Binding Protein, FABP) de F. hepatica, con las que se han
conseguido protecciones homologas frente a F. hepatica y heterélogas frente a S. bovis.
Tanto la proteina nativa de 12 kDa (Fh12) como la recombinante de 15 kDa (Fh15)
inducen, en modelos experimentales, mecanismos efectores que reducen la carga

parasitaria y la fecundidad de las hembras (Lopez-Aban et al.,, 1999, 2000).

2. INTERFASE PARASITO-HOSPEDADOR

La interfase esquistosoma-hospedador estd constituida, por parte del parasito,
por sus productos de excrecion-secrecion y por su tegumento. En estos compartimentos
se expresan las moléculas parasitarias que regulan las relaciones con el hospedador,

incluidas las que regulan la interaccion con el sistema hemostatico.

Por la importancia de estos compartimentos en relacidon con el objetivo de este

estudio, a continuacidn se describen sus principales caracteristicas.

2.1. Productos de excrecion-secrecion

Los esquistosomas, durante su estancia en el hospedador vertebrado, son
metabodlicamente activos y liberan/secretan moléculas desde sus superficies epiteliales.
Los componentes excretados-secretados por el parasito son, por una parte, las
moléculas liberadas a partir del tegumento y, por otra, el vdmito, que contiene enzimas
digestivas y productos de la digestion (Cutts y Wilson, 1997). Los vermes adultos
regurgitan el contenido intestinal después de la digestion junto con constituyentes de la

membrana intestinal.

La excrecidn-secrecion (E/S) de las cercarias, esquistosdmulas y huevos ha sido
objeto de diversos estudios (Harrop y Wilson, 1993; Knudsen et al., 2005; Curwen et al.,

2006; Cass et al., 2007), a diferencia de lo que ocurre con los vermes adultos, sobre los
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que la informacién es mas escasa. En los adultos, como veremos mas adelante, la mayor
parte de los trabajos, y en especial los mas recientes, se han centrado en las moléculas
que forman parte del tegumento, independientemente de que éstas sean o no liberadas

al medio.

Los mayores problemas que presenta el estudio de los componentes excretados-
secretados derivan de la dificultad del cultivar adecuadamente, in vitro, a los vermes
adultos y del escaso material que se libera al medio. Ademas, los protocolos de cultivo
empleados en estos estudios han sido muy variados, lo que ha originado bastante
disparidad en el material liberado y, en consecuencia, en los resultados obtenidos de su

analisis (Cutts y Wilson, 1997).

Parece ser que la mayor parte de las proteinas excretadas-secretadas tras el
cultivo in vitro de vermes adultos proceden del tegumento (Lewis y Strand, 1991). Cutts
y Wilson (1997) identifican, en un sistema in vivo, 12 antigenos con pesos moleculares
de 14-208 kDa, de los cuales 4 son liberados a partir del tegumento y otros 4 a partir de
la gastrodermis. En los ultimos afios, aplicando técnicas de proteémica se han
caracterizados los proteomas de un extracto E/S de vermes adultos de S. japonicum (Liu
et al. 2009) y de la fraccién procedente del intestino (“vomito”) de S. mansoni (Planchart

etal.,, 2007; Hall et al,, 2011).

En relacién con la composicion del extracto E/S de S. bovis, solamente dos
trabajos han abordado su estudio, ambos llevados a cabo por nuestro grupo de
investigacion. En el primero de ellos se construy6 el mapa proteémico del extracto E/S
de los vermes adultos y se identifico en él a las proteinas mas abundantes y a las
proteinas antigénicas (Pérez-Sanchez et al., 2006). En el segundo trabajo se identificaron
las proteinas glicosiladas y se analizé la composicién de sus grupos glicinicos (Ramajo-
Hernandez et al.,, 2007a). En conjunto, se identificaron 14 proteinas parasitarias (Tabla
2), 7 de las cuales presentaban una o varias isoformas antigénicas (fueron reconocidas
por sueros de corderos infectados con S. bovis), 8 eran glicoproteinas y las 5 restantes

(ni antigénicas, ni glicosiladas) fueron seleccionadas por su abundancia en el extracto.
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Tabla 2. Proteinas identificadas por espectrometria de masas en el extracto E/S de vermes adultos
de S. bovis.

Proteina iso’;lc:)r%eas Antigenicidad Grupo glicanico
SMA22.6 3 + -

Glutation S-transferasa 4 + -

Enolasa 2 + Fucal-3GIcNAc, Fucal-2Galp
Proteina de superficie 8 + Fuccxlé?;(ﬁ\ll(;l\ggi,_‘ll\/légﬁglc-zS,I\S)Man,
GAPDH 4 + Fucal-SGI(I:_EQ’CLZ$cql-ZGaIB,
Serpina 3 ¥ GamlaArlgs(ll-;t%i'NzA)zﬂ (LON)
Catepsina B 2 + Fucal-3GIcNAc

ATP: guanidino quinasa 4 - FUC01'3G|(I:_EQ?LZ$CQ1'2GalB‘
FBA 5 - Fucal-3GIcNAc, Fucal-2Galp
FABP 1 - .

Superodxido dismutasa 1 - -

Anexina 1 - -

Lisozima 1 - -

TGR 1 - -

FABP, proteina unidora de acidos grasos; FBA, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa; Fuc, fucosa; Gal, galactosa;
GalNAc, N-acetilgalactosamina; GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; GIcNAc, N-acetilglucosamina;
LeX, lewis X; LeY, lewis Y; Man, manosa; SMA22.6, antigeno de tegumento; TGR, tioredoxina glutation

reductasa
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2.2. Tegumento

El tegumento o cubierta externa del parasito es la principal interfase entre este
organismo y el medio externo. Dependiendo de la fase evolutiva del parasito, este medio
externo puede ser el agua, el interior del caracol y los tejidos o el torrente sanguineo del
hospedador definitivo. La existencia de estos habitats tan diferentes exige que el
tegumento sea una estructura dindmica y adaptable a las diferentes condiciones y
requerimientos, y que su estructura y composicion varien en las distintas fases

evolutivas del parasito.

Describimos a continuacién la estructura y composicién del tegumento de los

vermes adultos por su importancia en las relaciones con el hospedador vertebrado.

2.2.1. Estructura

La superficie de los vermes adultos presenta un aspecto externo arrugado e
irregular, con pequefas protuberancias, estrias y pliegues, asi como prominentes

espinas superficiales.

El tegumento de los vermes adultos consiste en un citoplasma sincitial limitado
externamente por una membrana (Cuadro 3). Esta membrana externa cubre
completamente toda la superficie del tegumento, incluidas las espinas, y consiste en dos
bicapas lipidicas estrechamente unidas, que al microscopio electronico tienen el aspecto
de una membrana heptalaminada. Esta doble bicapa lipidica esta recubierta por un
membranocalix secretado. El citoplasma del tegumento esta formado por una matriz
libre de ribosomas, que contiene alguna mitocondria y numerosas estructuras
vesiculares, tales como los cuerpos elongados o discoides y los cuerpos multilaminares.
Una membrana basal separa el sincitio citoplasmatico de una capa de células
musculares. El nudcleo y los ribosomas del sincitio tegumental estdn en los cuerpos
celulares, los cuales se localizan debajo de la capa muscular y se conectan con el sincitio
citoplasmatico a través de conexiones citoplasmaticas (Skelly y Wilson, 2006; van

Hellemond et al., 2006).

Estos cuerpos celulares son responsables de la sintesis de los cuerpos

membranosos, los cuales desempefian un papel importante en la formacién y reemplazo
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de la doble membrana externa (MacGregor et al., 1988). El cambio o renovacién in vivo
de esta membrana externa se produce continuamente y segin Saunders et al. (1987)

tiene una vida media de 5 dias.

La lamina basal, localizada entre el sincitio y la capa muscular, comparte muchas
caracteristicas estructurales con la de determinados tipos de células de mamiferos, tales
como los glomérulos renales, lo que sugiere que tiene funciones de filtracion (Gobert et
al, 2003). La matriz sincitial alberga el citoesqueleto, el cual conecta la membrana
superficial externa con la lamina basal, lo que asegura la suficiente flexibilidad a la
superficie de los esquistosomas. Ademas, el citoesqueleto constituye la base de las

espinas que se encuentran en la superficie del tegumento (Jones et al,, 2004).

Cuadro 3 - Estructura del tegumento de Schistosoma sp. reproducido a partir de Jones et al.
(2004).

My, miofilamento; T,
citoplasma distal del
tegumento; S, espina.

Estructura del tegumento. CB, puentes
citoplasméticos; DB, cuerpos discoides; DC,
citoplasma distal; M, miofibrillas; MB, cuerpos
membranosos; Nuc, nucleo del tegumento; P,
parénquima; Sup, estria de la superficie; Spi,
espina.

29



Revision Bibliografica

La doble membrana externa (doble bicapa lipidica) es una estructura inusual,
propia de la familia Schistosomatidae y de otras dos familias de trematodos sanguineos,
Aporocotylidae (parasitos de peces) y Spirorchiidae (parasitos de tortugas). Por el
contrario, en las especies de trematodos que viven en el intestino y otras cavidades
corporales, la membrana externa es diferente y esta formada por una unica bicapa
lipidica. En consecuencia, se supone que esta particular estructura del tegumento de los
esquistosomas es una adaptacidon para poder sobrevivir en el torrente sanguineo del

hospedador vertebrado (Abath y Werkhauser, 1996; Skelly y Wilson, 2006).

2.2.2. Composicion

Dada la importancia del tegumento para la supervivencia del parasito, numerosos
trabajos han abordado su caracterizaciéon molecular y, en particular, la identificacién de
sus proteinas. La mayor parte de esos estudios se han llevado a cabo en S. mansoni y S.
japonicum, de los cuales, los mas recientes han proporcionado grandes avances en la
identificacién de las proteinas tegumentales (van Balkom et al., 2005; Braschi et al,
2006a, 2006b; Braschi y Wilson, 2006; Hellemond et al., 2006; Skelly y Wilson, 2006;
Mulvenna et al,, 2010; Castro-Borges et al,, 2011a, 2011b). Tipicamente, estos estudios
han consistido en el analisis protedmico de todo el tegumento o de parte del mismo tras
su fraccionamiento utilizando técnicas diversas, como, por ejemplo, la biotinilaciéon de
sus proteinas superficiales y posterior purificacion de las mismas en cromatografia de
afinidad con avidina. El rapido desarrollo de las técnicas de proteémica basadas en la
espectrometria de masas, junto con la reciente secuenciaciéon del transcriptoma y del
genoma de S. mansoni y S. japonicum (Verjovski-Almeida et al., 2003; Zhou et al., 2009),

han facilitado enormemente dichas identificaciones.

En relacion con el tegumento de S. bovis, solamente tres estudios han abordado el
analisis de su composicién, todos ellos llevados a cabo recientemente por nuestro grupo

de investigacion.

En los dos primeros se construyé el mapa protedmico del tegumento de los
vermes adultos (sin distinguir entre sexos) y se identificé en dicho mapa a las proteinas
mas abundantes, a las proteinas antigénicas y a las proteinas glicosiladas (Pérez-
Sanchez et al., 2006; Ramajo-Herndndez et al,, 2007a). Para ello se obtuvo un extracto

proteico del tegumento, el cual se analizé por electroforesis bidimensional (2D) y por
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western blot utilizando sueros de corderos infectados y un conjunto de lectinas y
anticuerpos anti-glicanos. Los spots mas abundantes y los reconocidos por los sueros
y/o las lectinas se cortaron a partir de geles tefiidos con plata (Cuadro 4) y se analizaron
por espectrometria de masas, lo cual permiti6 la identificacion de 21 proteinas, algunas

de las cuales presentaban multiples isoformas.

Cuadro 4 - Proteoma del tegumento de S. bovis. Geles 2D tefiidos con plata en los que se
sefialan los spots cortados e identificados por espectrometria de masas.

37 -
29 -

R

20 -

En total se identificaron 21 proteinas tegumentales (Tabla 3). De ellas, 5
presentaban una o mas isoformas antigénicas (enolasa, antigeno de tegumento Sb22.6,
GST, actina y GAPDH); 9 eran glicoproteinas (ATP: guanidino quinasa, enolasa, actina,
fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa, GAPDH, proteina similar a la aconitasa, HSP60,
fosfoglucomutasa y fosfoglicerato quinasa) y las 10 restantes fueron seleccionadas para
su identificacion por su abundancia en el extracto (glicégeno fosforilasa, proteina similar
al inhibidor de la disociaciéon del Rab-GDP, precursor de citrato sintasa, proteina de
unién a acidos grasos -FABP-, superéxido dismutasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,

glioxalasa I, fosfoglicerato mutasa, triosa fosfato isomerasa y adenilato quinasa).

31



Revision Bibliografica

Tabla 3. Proteinas identificadas por espectrometria de masas a partir del tegumento de vermes

adultos de S. bovis.

Spot  Proteina iso’;lc:)r%eas Antigenicidad Grupo glicanico

11 Sbh22.6 2 + -

12 Glutation S-transferasa 4 + -

2 Enolasa 8 + Fucal-3GIcNAc, Fucal-2Galp
3 Actina 6 + Fucal-3GIcNAc

5 GAPDH 6 + Fuca1-3GIi|:Q’cLZ$ca1-2GaIB,
1 ATP: guanidino quinasa 4 - Fucql-SGI(I:_ng:LE:J(cal-ZGaIB,
4 FBA 3 - Fucal-3GIcNAc, Fucal-2Galp
18 Zégﬁgg:im"ar ala 2 - Fucal-3GIcNAc, Fucal-2Galp
19 HSP60 1 - Fucal-3GIcNAc

20 Fosfoglucomutasa 2 - Fucal-2Galp

21 Fosfoglicerato quinasa 1 - Fucal-2Galf

6 Glucdégeno fosforilasa 3 - -

Similar al inibidor de la
disociacién de Rab GDP

Precursor de citrato

8 - 1 - -
sintasa

9 FABP 2 - -

10 Superéxido dismutasa 1 - -

Glucosa-6-fosfato
13 ; 1 - -
deshidrogenasa

14 Glioxalasa | 1 - -
15 Fosfoglicerato mutasa 1 - -
16 Triosa fosfato isomerasa 1 - -
17 Adenilato quinasa 1 - -

FABP, proteina unidora de acidos grasos; FBA, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa; Fuc, fucosa; Gal, galactosa;
GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; GIcNAc, N-acetilglucosamina; HSP60, proteina de choque

térmico 60 kDa; LeX, lewis X; LeY, lewis Y; Sb22.6, antigeno de tegumento de S. bovis
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El tercer trabajo tuvo como objetivo la identificaciéon de las proteinas expresadas
en la superficie del tegumento de los vermes adultos por ser éstas las que estan
expuestas a los tejidos del hospedador y por lo tanto las que previsiblemente
desempefian diversas funciones inmunosupresoras y antihemostaticas necesarias para
la supervivencia del verme (Pérez-Sanchez et al., 2008). En este trabajo se analizaron
machos y hembras por separado para comprobar si existian diferencias entre ambos
sexos en el proteoma de la superficie del tegumento. Para ello, machos y hembras
enteros se sometieron por separado a una digestion suave con tripsina con objeto de
liberar péptidos de las proteinas expresadas en la superficie, los cuales fueron
inmediatamente analizados por espectrometria de masas (LC-MS/MS) para su

identificacion.

Este tipo de anadlisis no se habia utilizado anteriormente con ninguna especie de
esquistosoma y nos permitio: (i) identificar un amplio conjunto de proteinas
tegumentales, la mayoria de las cuales no habian sido identificadas previamente en S.
bovis, y (ii) comprobar que existen diferencias en la composicion proteica del tegumento

entre machos y hembras (Tabla 4).

Cabe sefalar que la digestion tripsica liber6 péptidos no s6lo de proteinas
expresadas en la superficie, sino también de proteinas expresadas en capas mas internas
del tegumento. Por este motivo, para algunas de las proteinas identificadas se comprob6
por inmunofluorescencia y microscopia confocal que eran expresadas en la superficie
del tegumento. En concreto, se verific6 que actina y GAPDH son expresadas en la
superficie tanto por los machos como por las hembras y que enolasa solo es expresada

en la superficie por los machos.

Mas recientemente nuestro equipo también ha llevado a cabo un estudio
comparativo del proteoma tegumental de las esquistosémulas pulmonares de S. bovis y
de las formas juveniles recién desenquistadas de Fasciola hepdtica aplicando en ambos
parasitos el mismo el mismo tipo de andlisis, esto es, digestion tripsica suave de los
vermes enteros y andlisis por LC-MS/MS de los péptidos liberados. En este estudio se
identific6 un conjunto de proteinas compartidas por ambos trematodos, y por tanto de
potencial utilidad en el disefio de estrategias para el control simultaneo de ambos

parasitos (De la Torre-Escudero et al.,, 2011).
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Tabla 4. Proteinas identificadas en machos y hembras de S. bovis ordenadas en funcién de su

localizacion subcelular (Pérez-Sanchez et al., 2008).

Localizacion celular Proteina vermes vermes
macho hembra

Citoesqueleto Actinas X X

Citoesqueleto Miosina, cadena pesada X X

Citoesqueleto Miosina, cadena ligera X

Citoesqueleto Paramiosina X

Citoesqueleto Tubulina cadena alfa X

Citoesqueleto Tubulina cadena beta X X

Citosol Proteina 14-3-3 X

Citosol Antigeno tegumental 22.6 kDa X X

Citosol Calpaina X

Citosol Calponina X

Citosol Proteina chaperona htpG X

Citosol Clon ZZD263 mRNA X

Citosol Factor de Elongacion 1-alfa X

Citosol Enolasa X

Citosol Factor 3 de iniciacion de translacion X

Citosol Proteina unidora de acidos grasos 15 X

Citosol Fructosa aldolasa X

Citosol Glutation S-transferasa 28 kDa X

Citosol Gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa X X

Citosol Proteina de choque térmico, 70 kDa X X

Citosol Proteina de choque térmico, 86 kDa X X

Citosol Proteina de choque térmico 60 kDa X

Citosol Similar a troponina X X

Citosol Antigeno del huevo p40 X

Citosol Fosfoglicerato quinasa

Citosol Similar a glicogeno fosforilasa

Citosol Tropomiosina (TMIl y TMII)

Ndcleo Histonas X

Membrana Plasmatica  Similar a immunoglobulina X

Membrana Tegumental  Antigeno SM20 X

- Proteina MF3 X

- SJCHGCO02374 (Q5DHK2) X

- Proteina de superficie X

- tRNA pseudouridina 5S sintasa X
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3. INTERACCION ENTRE SCHISTOSOMA SP. Y EL SISTEMA HEMOSTATICO DEL
HOSPEDADOR

S. bovis, al igual que los esquistosomas que infectan a las personas, vive durante
afios en los vasos sanguineos de su hospedador definitivo sin ser eliminado por la
respuesta defensiva de éste (inmunitaria y hemostatica). Como hemos mencionado, los
mecanismos desarrollados por estos parasitos para evadir la respuesta inmunitaria del
hospedador han sido intensamente investigados. Por el contrario, son muy pocos los
estudios que han investigado la interaccién entre los esquistosomas y los mecanismos
hemostaticos de dicho hospedador, a pesar de la gran importancia que puede tener esta
interaccién en la biologia del parasito. En estos estudios se analiza la influencia de los
esquistosomas en la agregaciéon plaquetaria y la coagulacién y, en los mas recientes, la

interaccion con el sistema fibrinolitico.

3.1. Agregacion plaquetaria y coagulacion

DeMarco et al. (2003) caracterizaron una ATP-difosfo hidrolasa (apirasa) en la
superficie de la cercaria, esquistosomula y adulto de S. mansoni. Esta enzima esta
implicada en la trombo-regulacion al promover la hidrolisis de ADP e inhibir la
agregacion plaquetaria. Paralelamente, Stanley et al. (2003) demostraron que las
plaquetas son un mecanismo innato de defensa frente a la infeccion por S. mansoni 'y que
la trombocitopenia que se produce durante la infeccion puede ser una estrategia
desarrollada por el parasito para evadir este mecanismo defensivo. En relaciéon con
estos hallazgos, Ruppel et al. (2002) sugieren que esta trombocitopenia podria explicar
parcialmente el porqué no se forman codgulos de sangre alrededor de los vermes

adultos.

Recientemente, también se ha demostrado que un antigeno tegumental de S.
mansoni, la proteina Sm22.6, inhibe a la trombina humana y actia in vitro como
anticoagulante retrasando el tiempo de coagulacién hasta 3-4 veces (Lin y He, 2006).
También se ha comprobado que esta proteina tiene interés vacunal, puesto que los
niveles de IgE frente a ella estan en relacién directa con la resistencia a la reinfeccion (Li
et al., 2000) y, ademas, se ha observado que utilizada en forma recombinante induce

protecciones parciales frente a S. mansoni (Pacifico et al., 2006). En relacién con esta
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proteina, nuestro grupo ha identificado su ortélogo en S. bovis, la denominada Sb22.6, de
la cual se han identificado 3 isoformas, las 3 presentes tanto en el tegumento como en

los productos de excrecion-secrecion del verme adulto (Pérez-Sanchez et al., 2006).

Otra proteina con potencial papel anti-hemostatico identificada por nuestro
grupo en la interfase S. bovis-hospedador ha sido una anexina. Las anexinas son
proteinas de membrana unidoras de calcio y fosfolipidos que forman una familia
multigénica muy conservada presente en todas las células eucariotas. Las anexinas
humanas estdn implicadas en numerosos procesos bioldgicos tales como la fusién y el
transporte a través de membranas, anti-coagulacién, fibrinoélisis, interaccién con
proteinas del citoesqueleto y transduccion de sefales (Gerke y Moss, 2002; Moss y
Morgan, 2004; Draeger et al,, 2011). En relacion con las funciones anti-hemostaticas, la
anexina A2 tiene propiedades anticoagulantes y la anexina A5 actla como receptor para
el plasmindgeno en la superficie de las células endoteliales (Hajjar y Krishnan, 1999;

Gerke y Moss, 2002; Cederholm y Frostegard, 2007).

En los esquistosomas se han identificado anexinas en la superficie tegumental de
S. mansoni (Braschi y Wilson, 2006), en la de S. japonicum (Mulvenna et al., 2010) y en
los productos de excrecién-secrecion de S. bovis (Pérez-Sanchez et al., 2006).

Recientemente en el andlisis del genoma de S. mansoni y S. japonicum

(http://www.schistodb.org), Hoffmann et al. (2010) identifican 14 anexinas en S.
mansoni, 6 en S. japonicum y 1 en S. haematobium. De éstas, se ha demostrado que las
anexinas 1, 3y 5 de S. mansoni se expresan en la superficie del tegumento de los vermes
adultos (Braschi y Wilson, 2006; Mulvenna et al.,, 2010). Las funciones de las anexinas de
los esquistosomas aun se desconocen y se especula que, puesto que se expresan
abundantemente en el tegumento, podrian intervenir en mantener la integridad de la

membrana plasmatica y el membranocalix tegumentales (Braschi y Wilson, 2006).
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3.2. Sistema fibrinolitico

Es un hecho que los vermes adultos de los esquistosomas no inducen la
formacién de coagulos mientras permanecen en el lecho vascular de sus hospedadores,
por lo que cabe suponer que han desarrollado mecanismos para evitar su formacion o
para disolver los que pudieran formarse. Un mecanismo que podria prevenir la
formacién de coagulos en la superficie de los vermes es la activacién del sistema

fibrinolitico.

El sistema fibrinolitico, en el cual el plasmin6geno desempefia un papel central,
tiene dos importantes funciones que son fundamentales en el mantenimiento de la
hemostasia y en la migracidn celular. Estas funciones son la disolucion de los coagulos

de fibrina y la desintegracién de la matriz extracelular.

El plasminégeno es una glicoproteina de cadena sencilla, con una masa molecular
de 92 kDa, sintetizada principalmente en el higado y presente en la sangre y en otros
fluidos extravasculares. El plasminégeno es una proenzima que tras su activacion se
convierte en plasmina, que es una serina proteasa. La diana principal de la plasmina es
la fibrina y también varias proteinas de la matriz extracelular tales como laminina,
fibronectina y vitronectina. Igualmente, se ha visto que esta enzima convierte algunos
precursores de hormonas y citocinas en sus formas activas y parece ser que también

estd implicada en la metastasis de ciertos tipos de cancer (Plow et al., 1995).

En condiciones fisiologicas (Cuadro 5), la activacion del plasminégeno y su
conversion en plasmina estan rigurosamente reguladas. Los mamiferos tienen dos
activadores de plasmindgeno, el activador de plasminégeno tisular (t-PA) y la urokinasa
(u-PA). El t-PA es el principal activador del plasminégeno en la sangre y el u-PA en la

matriz extracelular.

Ademas de las funciones reguladoras de los activadores de plasminogeno (t-PA,
u-PA), los inhibidores de la activacion del plasminogeno (PAI) y los inhibidores directos
de la plasmina, las superficies desempefan funciones vitales en la regulacién de la
activacion del plasmindgeno. Nos referimos tanto a la superficie de la fibrina como a los

receptores de plasminégeno de la superficie celular.

37



Revision Bibliografica

Cuadro 5 - Esquema de la fisiologia de la fibrinolisis.

Endothelium
(e = e = | — | —— | —— | =—)

Release
Liver Plasmin inhibitor
uptake -
Inhibition l o
Activation rop 0o

La unién del plasminégeno a sus receptores se lleva a cabo a través de sus cinco
dominios especificos denominados “dominios kringle”, los cuales tienen afinidad por los
residuos de lisina. La mayor parte de las proteinas identificadas como receptores de
plasminégeno tienen residuos de lisina en el extremo carboxilo terminal (Plow et al,,
1995), si bien también se han identificado otros motivos internos que intervienen en la

activacion del plasminégeno (Bergmann et al., 2003).

Los receptores de plasmindgeno estan presentes, ademas de en la red de fibrina,
en diversos tipos de células, tales como monocitos, macréfagos, células endoteliales,

células neuronales, fibroblastos, plaquetas y células cancerosas (Hawley et al., 2000).

También se han identificado receptores de plasmindgeno en la superficie de
diversas bacterias, hongos, protozoos y helmintos. La interaccidn entre algunas especies
de bacterias y hongos (estreptococos del grupo A, Staphylococcus aureus, Yersinia pestis,
Borrelia burgdorferi, Lactobacillus crispatus, Leptospira interrogans y Candida albicans) y
el sistema plasminégeno/plasmina ha sido extensamente estudiada. Diversos autores
han comprobado que la activaciéon del plasminégeno es una estrategia utilizada por
estos patdgenos para facilitar la infeccién en el hospedador y favorecer su diseminacion
por el organismo (Goguen et al, 2000; Lihteenmaki et al., 2001; Crowe et al., 2003;
Hurmalainen et al., 2007; Vieira et al., 2010). Entre los receptores de plasminogeno
identificados hasta la fecha en esos patégenos se encuentran, curiosamente, dos enzimas

glucoliticas, la enolasa y la GAPDH, cuyas isoformas expresadas en la superficie fijan el
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plasminégeno del hospedador y potencian su activaciéon (Hurmalainen et al., 2007;

Bergmann y Hammerschmidt, 2007).

Del mismo modo, y al parecer con el mismo fin, los protozoos Trichomonas
vaginalis, Leishmania mexicana y Trypanosoma cruzi fijan y activan plasminégeno,
siendo capaces, ademas, de potenciar la activacién inducida por el t-PA (Avilan et al,,
2000; Almeida et al., 2004; Mundodi et al., 2008). Recientemente se ha demostrado que
la enolasa de la superficie de los promastigotes de L. mexicana y de los trofozoitos de T.
vaginalis es la molécula que actia como receptor del plasminégeno (Vanegas et al,,

2007; Mundodi et al., 2008).

En helmintos también se han identificado dos proteinas fijadoras de
plasmindgeno: la enolasa en F. hepatica y Onchocerca volvulus y 1a GAPDH en O. volvulus,
si bien, hasta la fecha, no se ha estudiado el significado biolégico de esta interaccion

(Jolodar et al,, 2003; Bernal et al., 2004; Erttmann et al., 2005).

En esquistosomas, las Unicas investigaciones acerca de la posible interaccién de
estos vermes con el sistema fibrinolitico de su hospedador son las llevadas a cabo por
nosotros con S. bovis. El primer indicio que encontramos acerca de la interaccion entre S.
bovis y el sistema fibrinolitico fue la identificacidon, en el proteoma del tegumento de los
vermes adultos, de varias isoformas de enolasa y de GAPDH (Pérez-Sanchez et al., 2006),
dos proteinas que, como acabamos de mencionar, son utilizadas por diversos patégenos

para fijar y activar plasminégeno.

En un trabajo posterior (Ramajo-Hernandez et al.,, 2007b) se comprobé que el
extracto de tegumento de vermes adultos de S. bovis une plasminégeno y que dicha
unién activa la generaciéon de plasmina tanto en presencia como en ausencia del
activador fisiolégico t-PA. También se demostrd, por inmunoflourescencia y microscopia
confocal, que el plasmindgeno se une a la superficie del tegumento de los machos, pero
no al de las hembras, y que la unién del plasminégeno tanto al extracto de tegumento
como a la superficie de los machos era inhibida por un analogo de lisina, el acido e-
aminocaproico (e-ACA). Por ultimo, en este trabajo se identificaron 10 proteinas del
extracto de tegumento con capacidad para unir plasminogeno. Este fue el primer estudio
en el que se demostré que una especie de esquistosoma interactiia con el sistema

fibrinolitico del hospedador, prestando mayor solidez a la hipdtesis de que los
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esquistosomas adultos utilizan el plasminégeno del hospedador para evitar la formacién

de coagulos en su superficie, mecanismo que podria resultar nocivo para el parasito.

De las 10 proteinas fijadoras de plasmindgeno identificadas en el tegumento de
los vermes adultos de S. bovis, las mayoritarias corresponden a diferentes isoformas de
enolasa, GAPDH y actina. De éstas, la que esta mejor caracterizada como receptor de

plasmindgeno en otros organismos es la enolasa.

La enolasa es una proteina glucolitica multifuncional incluida en una nueva clase
de proteinas de superficie que no utilizan la maquinaria clasica para su transporte a la
superficie celular (Pancholi, 2001). Como hemos mencionado, se ha observado que actia
como ligando de plasmindgeno en la superficie de bacterias (Bergmann et al., 2001),
hongos (Jong et al., 2003) y protozoos Trypanosomatidae (Vanegas et al., 2007; Avilan et
al, 2011), y ademas se ha encontrado en diversos tejidos de O. volvulus (Jolodar et al,,
2003), en los productos de excrecion-secrecion de F. hepatica (Bernal et al,, 2004) y de
algunos insectos (Aphidius ervi, Falabella et al., 2009), asi como en la saliva de
garrapatas (Diaz-Martin et al.,, 2012). Nuestro grupo identificé en el tegumento de S.
bovis hasta 8 isoformas de enolasa que fijan plasminégeno, de las cuales 4 son

reconocidas por anticuerpos de corderos infectados con este parasito.

La GAPDH, al igual que la enolasa, es también una enzima glucolitica que se ha
identificado en la superficie de células bacterianas y fingicas, en las que fija y activa el
plasminégeno (Crowe et al, 2003; Bergmann et al, 2004). Erttmann et al. (2005)
también evidencian que una forma recombinante de la GAPDH de O volvulus une
plasmindgeno. En el tegumento de S. bovis se han identificado tres isoformas de GAPDH

que fijan plasmindgeno, de las cuales dos son antigénicas.

La enolasa y la GAPDH se han identificado también en extractos de tegumento de
S. mansoni y S. japonicum (Braschi et al., 2006; Liu et al., 2006), aunque no hay estudios
que verifiquen su expresion en la superficie del tegumento. En el caso de la GAPDH, esta
proteina se ha localizado por técnicas protedmicas (De la Torre-Escudero et al,, 2011) e
inmunohistoquimicas en la superficie de las esquistosomulas (Charrier-Ferrara et al,,
1992; Tallima y El Ridi, 2008), aunque otros autores opinan que este hallazgo es un
artefacto consecuencia de la eliminacién de la cubierta, ya que las enzimas glucoliticas

tegumentales se encuentran en el subtegumento (Braschi et al., 2006).
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Respecto a la actina, se sabe desde hace tiempo que se une a plasminégeno y
acelera la generacién de plasmina activada por el t-PA (Lind y Smith, 1991). En
esquistosomas, esta proteina forma parte de las miofibrillas del tegumento y es el
componente mayoritario de las espinas presentes en la superficie de los vermes (Jones
et al., 2004). En S. bovis se han identificado seis isoformas de actina, cuatro de las cuales

fijan plasmindgeno.

Las otras proteinas fijadoras de plasmindégeno identificadas en el tegumento de S.
bovis han sido: ATP: guanidino quinasa, triosa-fosfato isomerasa, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, glioxalasa I, adenilato quinasa, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa y
fosfoglicerato mutasa (Ramajo-Hernandez et al.,, 2007b). Las dos ultimas también han
sido identificadas en la pared de Candida albicans, donde unen plasmindgeno (Crowe et

al, 2003).

Por el momento se desconoce cual o cuales de las proteinas unidoras de
plasminégeno, identificadas en el extracto de tegumento de S. bovis, pueden tener
relevancia biol6gica como receptores de plasminégeno in vivo, para lo que, en principio,
es preciso que se expresen en la superficie externa del tegumento, en contacto con la

sangre del hospedador.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y MATERIAL PARASITARIO

1.1. Animales de experimentacion

Para la realizacion del presente trabajo se han utilizado las siguientes especies
animales: ovino, hamster, conejo y caracoles acuaticos de la especie Planorbarius

metidjensis.

Los ovinos fueron corderos de raza castellana procedentes de la explotacion
experimental del IRNASA (Cédigo ES370400000027), en cuyas instalaciones se
mantuvieron durante el tiempo que requirieron los experimentos. Esta especie es un
hospedador natural de S. bovis y soporta una carga parasitaria elevada, por lo que
resulta mas productivo que otros modelos experimentales en la obtencion de material
parasitario permitiendo reducir al minimo el nimero de animales necesarios. Por estos
motivos se utilizaron corderos como hospedador definitivo tanto para el mantenimiento
rutinario del ciclo bioldgico de S. bovis como para la obtencidén de material parasitario de

vermes adultos.

Los hamsteres (Mesocricetus auratus) se adquirieron a Charles River
Laboratories y se mantuvieron en el animalario del IRNASA (N® de Registro, P.A.E.-
SA.002) alimentados con pienso concentrado (Harlan), zanahorias y agua ad libitum.
Estos animales fueron utilizados para la obtenciéon de esquistosémulas pulmonares y

para la produccion de sueros anti-S. bovis.

Los conejos usados, de raza New Zealand White, se adquirieron a la Granja
Cunicula San Bernardo S.L. y se mantuvieron en el animalario del IRNASA alimentados
con pienso (Agricentro, S.L.) y agua ad libitum. Estos conejos se utilizaron para la

obtencidn de sueros hiperinmunes frente a las proteinas recombinantes de S. bovis.

Los caracoles de la especie P. metidjensis se emplearon como hospedadores
intermediarios naturales para el desarrollo del ciclo parasitario. Estos caracoles fueron
recogidos en cursos acuaticos de la provincia de Salamanca y con ellos se ha establecido

una colonia de laboratorio, que se mantiene en acuarios alimentada con algas y berros.
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1.2. Parasitos

Los estudios descritos en esta memoria se han llevado a cabo utilizando una cepa
autdéctona de Schistosoma bovis. Esta cepa fue registrada en 1970 en el “Internacional
Register of Living Helminths Species and Strains” de la OMS con el nombre de

“Schistosoma bovis: Villar de la Yegua-Salamanca (Spain) strain”.

1.3. Mantenimiento del ciclo biolégico de S. bovis

El ciclo parasitario se reproduce rutinariamente en corderos, hamsteres y

caracoles.

Los miracidios de S. bovis se obtienen a partir de huevos eliminados con las heces
por corderos previamente infectados. Para ello, las heces frescas se suspenden en agua y
se filtran por un tamiz de 350 pym de tamafio de poro a fin de retirar el material mas
grueso. El filtrado obtenido se filtra de nuevo por un tamiz de 40 um en el que, por su
tamafio (200 pum x 50 pm), quedan retenidos los huevos de S. bovis. Los huevos se
recogen en placas de Petri con agua y, acto seguido, se induce su eclosion mediante
incubaciéon en camara de simulacion ambiental a 25 2C y exposicidon a la luz durante
30 minutos. Los miracidios recién eclosionados se utilizan inmediatamente para infectar

caracoles.

Los caracoles se infectan individualmente utilizando placas de metacrilato de 24
pocillos. Para ello, cada caracol es colocado en un pocillo junto con 5 miracidios y 3 mL

de aguay, acto seguido, la placa se incuba a 25 2C y luz intensa durante 3-4 horas.

Una vez infectados, los caracoles se trasladan a pequefios acuarios de 2 litros en
los que se mantienen a 28 2C, en oscuridad, durante 25-28 dias, periodo a partir del cual
comienzan a emitir cercarias cuando son expuestos a la luz. Para inducir la emisién de
cercarias, los caracoles infectados se distribuyen en lotes de unos 15 individuos,
depositandolos en vasos de precipitados con 50 mL de agua y exponiéndolos a una luz
intensa durante dos horas a temperatura ambiente (20-25 2C). Las cercarias recién
emitidas se utilizan entonces para infectar nuevos hospedadores definitivos,
principalmente corderos y, en ocasiones, hdmsteres, como se describe en el siguiente

apartado.
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Planorbarius metidjensis: acuario y placa multipocillo en la que se realiza
la infeccibn con miracidios, vaso de precipitados con caracoles
infectados emitiendo cercarias.

1.4. Infecciones experimentales y obtencion de vermes adultos y esquistosdmulas

Con el fin de obtener vermes adultos, los corderos se infectaron percutaneamente
con 2.000 cercarias cada uno. Para ello se sumergié una extremidad anterior del animal
en 150 mL de la suspensién de cercarias durante 30 minutos. A los 6 meses de la
infeccidn, los corderos fueron sedados con 10 mg de ketamina por kg de peso y después
sacrificados por desangrado tras seccionarles la vena yugular. Los vermes adultos se
recogieron mediante disecciéon de las venas mesentéricas, se depositaron en tampdn
fosfato salino (PBS) pH 7,2 a 37 °C y se lavaron cuidadosamente cambiando el medio
varias veces. A continuacion se examinaron microscépicamente para comprobar que
estaban vivos e intactos y se procesaron inmediatamente para la obtencion de los
extractos proteicos (apartado 1.5), la extraccion de ARN (apartado 2.1.1) o para los

andlisis por inmunofluorescencia y microscopia confocal (apartado 4.2).

Las esquistosomulas pulmonares se obtuvieron a partir de hamsteres siguiendo
el procedimiento descrito por Gui et al. (1995). Para ello estos animales se infectaron
por via percutanea con 1.000 cercarias, mediante el procedimiento de bafio individual
durante 1 hora y se sacrificaron a los 6 dias post-infecciéon. Sus pulmones fueron
extraidos, troceados finamente e incubados en medio RPMI durante 2 horas a 37 ¢C en

agitacion. A continuacion, la soluciéon con el tejido pulmonar se filtr6 y las
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esquistosémulas se recogieron a partir de este filtrado, libres de restos de tejido, con la
ayuda de una lupa binocular. Acto seguido se fijaron y conservaron a 4 2C para los

estudios por inmunofluorescencia.

Con el fin de disponer de sueros anti-S. bovis y evaluar el comportamiento
diagnostico del antigeno Sb22.6 (ver apartado 5), un grupo de 6 hamsteres fueron
infectados con 150 cercarias cada uno mediante el mismo procedimiento de bafio
individual. De todos estos animales se tomaron muestras de sangre antes de la infeccion
y a las 4, 8, 12 y 16 semanas post-infeccién. Los sueros correspondientes fueron
separados y conservados a -802C. En la decimosexta semana los hamsteres fueron
sacrificados y los vermes adultos desarrollados en la vena porta fueron recogidos

comprobandose asf la viabilidad e intensidad de las infecciones.

1.5. Preparacion de extractos proteicos de vermes adultos de S. bovis

Se han utilizado dos tipos de extractos proteicos de vermes adultos de S. bovis: la
fraccion soluble de un extracto de vermes adultos (SbC) y un extracto de su tegumento

(TG).

El extracto SbC, se obtuvo siguiendo el procedimiento descrito por Oleaga y
Ramajo (2004). Los vermes adultos se suspendieron en PBS con inhibidores de
proteasas (ver mas adelante) y la suspension fue homogenizada inicialmente con un
homogeneizador de vidrio y a continuacién por sonicacién en hielo a 60 watios, en 3
ciclos de 2 minutos, con pausas de 1 minuto. El homogenado se centrifugd a 100.000 g
durante 1 hora a 4 2C y el sobrenadante se recogio y dializé durante 24 horas a 4 °C

frente a PBS.

El extracto de tegumento (TG) se obtuvo siguiendo el protocolo descrito por

Pérez-Sanchez et al. (2006), que detallamos a continuacion.

Los vermes adultos recién extraidos se lavaron dos veces en tampoén Tris salino
(TBS) y se incubaron en Triton X-100 al 1 % en TBS a 4 °C, con agitacién suave, durante
30 minutos. Al cabo de este tiempo se recuper6 el medio de esta incubacidn, al que

denominamos extracto TG.
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Una vez separados los vermes, se afiadié también una mezcla de inhibidores de
proteasas siguiendo las indicaciones de Maizels et al. (1991). Dichos inhibidores y la

concentracion a la que se usaron fueron los siguientes:

Inhibidor Concentracion
EDTA 1 mM
N-Etilmaleimida 1mM
Sulfofluoruro de metilfenilo (PMSF) 1 mM
Pepstatina A 0,1 uM
N-tosilamida-L-fenilalanina clorometilcetona
0,1 mM

(TPCK)

El extracto TG, fue clarificado por centrifugacion a 10.000 g y 4 °C durante 30

minutos y el sobrenadante se dializé durante 24 horas.

La concentracién proteica de cada extracto se determiné utilizando el kit DC

Protein Assay (Bio-Rad) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

2. METODOS MOLECULARES

2.1. Clonacién y secuenciacion del cDNA codificante de enolasa, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa, anexina y antigeno 22.6

de S. bovis

2.1.1. Extraccién de RNA total de vermes adultos y amplificacion por RT-PCR de los

correspondientes cDNAs

El RNA total se purific6 a partir de vermes adultos recién extraidos de corderos.
Para ello se utilizo el kit NucleoSpin RNA II (Macherey-Nagel) siguiendo los protocolos

suministrados por el fabricante.

Este RNA total se utilizé directamente, sin purificar el RNA mensajero (mRNA),
para la sintesis de la primera cadena del DNA complementario (cDNA). La reaccién de
transcripcion reversa (RT) se llevé a cabo utilizando el kit 1stStrand cDNA Sintesis
(Roche) y el oligo-p(dT)is como cebador. La mezcla de reaccién, detallada en la tabla

siguiente, se incubé 10 minutos a 25 2C, 60 minutos a 42 °C, 5 minutos a 992C y 5
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minutos a 4 °C. El ¢cDNA monocatenario resultante se almacené a -80 2C hasta el

momento de ser utilizado.

Componente Volumen (L)

Buffer de reaccién 10x 2
25 mM MgCl,
dNTPs
Oligo-p(dT)ss
Inhibidor de RNAsa

Transcriptasa reversa
AMV
RNA

Volumen total 20

0 F P NN B

La amplificacion de las secuencias codificantes de ¢cDNA de enolasa (ENO),
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), fructosa 1,6-bisfosfato aldolasa
(FBA), anexina (ANX) y antigeno 22.6 (Sb22.6) se llev6 a cabo mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Para ello, se disefiaron cinco pares de cebadores
degenerados a partir de las secuencias consenso obtenidas por alineamiento de los
correspondientes cDNAs de las proteinas homologas de otras especies de Schistosoma,

concretamente de S. mansoni, S. japonicum y S. haematobium.

En la tabla siguiente se muestran los nombres y secuencias de los cebadores
utilizados para cada proteina, junto con los cédigos de identificacién en la base de datos
GeneBank de las secuencias de S. mansoni, S. japonicum y S. haematobium empleadas

para disefiar dichos cebadores.
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. S. mansoni S. japonicum S. haematobium :
Proteina (GeneBank) (GeneBank) (GeneBank) Nombre y secuencia del cebador
ENO AACA6886 P33676 EnoFw ATGKCMATTWTARCGATYCACG
EnoRv TYAKTYTTKRGGATGGCGG
GapdhFw  ATGTCGAGAGCAAAGGTTGG
GAPDH M92359 U75511
GapdhRv  TTATGCATGGTCGACTTTATGC
FBAFw ATGYCACGMTTCCMACCTTAYC
FBA AF026805 DQ497791
FBARv TTAATAAGCATGATTAGCAAC
ANXFw ATGGCYAAWRTTTCTGRATTTGG
ANX AF065599 AY813612 ANXRvl ~ TTATTGTTCTTCATTATATATTTC
ANXRv2  TTATTCACCTAGACCACATAATG
22.6Fw ATGKCAACCGARACGARATTRAG
Sbh22.6 DQ059818 AAW49250
22.6Rv TTACTGAGATGGTGTTCTCC

Las letras “consenso” utilizadas para indicar las posiciones degeneradas son las recomendadas por la
“Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada” y la “Union Internacional de Bioquimica”
(IUPAC/IUB) (http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac). ENO, enolasa; GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa; FBA, fructosa bisfosfato aldolasa; ANX, anexina; Sb22.6, antigeno 22.6.

La mezcla de reaccidn y las condiciones en las que se llevaron a cabo las distintas

PCRs fueron las siguientes:

Componente Volumen (L)
Tampon Tag 10X 2,5
dNTPs 25 mM 2,5
Cebador Fw 50 pM 1
Cebador Rv 50 uM 1
DNA Taq (Takara) 0,1
cDNA 3
Agua 12
Volumen final 25

Condiciones de la PCR: 5 ciclos (94 °C durante 40 s, 42 °C durante 40 s
y 72 °C durante 90 s) + 30 ciclos (94 °C durante 40 s, 48 °C durante 40 s
y 72 °C durante 90 s) + 72 °C durante 7 minutos.

En cada amplificacién se incluyé un control negativo en el que el cDNA fue

sustituido por agua ultrapura (Milli-Q).
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2.1.2. Purificacion de los productos de PCR

Los fragmentos de cDNA amplificados en estas PCRs se separaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1% en Tris-Borato-EDTA (TBE) con 0,005 % de

bromuro de etidio.

Las bandas correspondientes a los productos de PCR se cortaron de los geles de
agarosa y se purificaron con el kit StrataPrep DNA gel extraction (Stratagene) siguiendo
el protocolo del fabricante. Los cDNAs purificados se resuspendieron en agua ultrapura
estéril y su concentraciéon se determiné por espectrofotometria en el NanoDrop ND-

1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc.).

2.1.3. Clonacién en el vector de secuenciacion pSC-A

Tras su purificacion, los productos de PCR se clonaron en el vector plasmidico
pSC-A, utilizando el kit StrataClone PCR Cloning kit (Stratagene) y siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Las construcciones cDNA-pSC-A resultantes se utilizaron para transformar
células competentes (Escherichia coli SoloPack) suministradas en el kit. Tras la
transformacion, las células se sembraron en placas de agar con 100 pg/mL de ampicilina
y 80 uL/placa de X-gal al 2 %. Las placas se incubaron toda la noche a 37 2C y al dia
siguiente se seleccionaron varias colonias recombinantes (de color blanco) de cada una
de las transformaciones y se inocularon en cultivos de 5 mL de medio Luria-Bertani (LB)
con ampicilina (100 ug/mL). Estos cultivos se incubaron a 37 2C, en agitacién, hasta el

dia siguiente.

Las células de los distintos cultivos se recuperaron por centrifugacion, se lisaron
y se extrajo su DNA plasmidico utilizando el kit Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel).
La presencia de inserto en los plasmidos purificados se verific6 mediante digestiéon con

la enzima de restriccion EcoRI (Takara).

Para la digestion, las mezclas de reaccién indicadas en la tabla se incubaron a
37 °C durante 2 horas y los productos resultantes se analizaron en geles de agarosa al

1 %.
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Componente Volumen
(18]
DNA plasmidico 10
Buffer H (10x) 2
EcoRl 1
Agua 7
Volumen total 20

Los plasmidos recombinantes se secuenciaron en ambas cadenas con los
cebadores T3 y T7 en el servicio de secuenciacién automatica de la Universidad de
Salamanca. Las secuencias obtenidas fueron analizadas, depuradas y alineadas

utilizando las aplicaciones Chromas 1.45 y Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

En el caso del cDNA de la ENO, para completar la secuencia de la zona central de
la molécula fue preciso realizar una secuenciacion adicional empleando dos cebadores

internos disefiados ad hoc sobre los extremos de la zona central no secuenciada.

Cebador Secuencia de nucleodtidos (5'-3") Posicién
ENQintFwd TATCCCCGTAACTGACCAAG 243-262
ENOintRev TGCATCAGGACTAAGCCAGG 810-790

La correcta identidad de todas las secuencias nucleotidicas obtenidas se confirmo

mediante un anadlisis BLAST (http://blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi), y las

correspondientes secuencias aminoacidicas se obtuvieron con la aplicacién “Translate”

del servidor ExPaSy (http://web.expasy.org/translate/).

2.1.4. Andlisis bioinformdtico de las secuencias de aminodcidos

Las secuencias aminoacidicas se sometieron a un analisis in silico utilizando las
siguientes herramientas bioinformaticas: busqueda por BLAST de secuencias homologas
en las bases de datos NCBI, Swissprot/Uniprot vy SchistoDB

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://www.uniprot.org/,

http://www.genedb.org/Homepage/); analisis de dominios conservados con SMART

(http://smart.embl-heidelberg.de); calculo del punto isoeléctrico (pI) y el peso

molecular (PM) (http://www.expasy.org/tools/pi toolLhtml); predicciéon de dominios

53



Materiales y Métodos

transmembrana con TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-

2.0); prediccién de la existencia de péptido senal con SignalP 3.0 (Bendtsen et al., 2004)

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP); busqueda de dominios GPI de anclaje a la

membrana con big-PI Predictor (Eisenhaber et al,, 2000)

(http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi server.html); alineamientos multiples con

ClustalW 2.1 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/); analisis filogenético con

Mega 5.05 (Tamura et al.,, 2011); prediccidon de la estructura secundaria y modelado

tridimensional con Swiss-Model (Arnold et al., 2006) (http://swissmodel.expasy.org/).

El modelo tridimensional de la molécula se visualizé con la aplicacion Pymol package

(DeLano, 2002).

2.2. Produccion de las proteinas recombinantes

La produccion de las distintas proteinas recombinantes se llevo a cabo en tres
pasos: subclonacién en un vector de expresion adecuado, induccidn de la expresion y
purificacion de la proteina, tal como se indica de forma esquematica en el siguiente

diagrama.
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Clonaci6on del cDNA en un

vector de expresion CLONACION
Transformacion de células
competentes de E. coli
Multiplicacién de las
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Induccion de la expresiéon EXPRESION
Centrifugacion y
lisis
|
1 | ) 1
Cromatografia de afinidad Cromatografia de afinidad SOLUBILIZACION con
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Slstenzggzg%))( S Condiciones nativas Condiciones desnaturalizantes
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Como el procedimiento utilizado con cada proteina vari6 en lo referente al vector
de expresion y las condiciones especificas de purificacién, a continuacién detallamos las

distintas estrategias seguidas.

2.2.1. Subclonacién del cDNA en un vector de expresion

Para la producciéon de proteinas en forma recombinante el primer paso es
insertar el cDNA codificante en un vector de expresion adecuado. En este estudio se han
utilizado dos vectores de expresion: pGEX-4T-1 (Amersham) para la subclonacién del

antigeno Sb22.6 y pQE-30 (Qiagen) para la subclonacién de la ENO, GAPDH, FBA y ANX.

2.2.1.1. Subclonacién de Sb22.6 en pGEX-4T-1

La finalidad de esta subclonacidn es obtener una construccion plasmidica que una
vez introducida en células adecuadas permita la expresion de Sb22.6 como proteina de
fusion con glutatidon S-transferasa (GST), incluyendo entre ambas un sitio de corte para
trombina (ver figura a continuacion). De este modo la proteina recombinante Sb22.6
puede ser capturada mediante cromatografia de afinidad con glutatién-sefarosa y

posteriormente eluida tras la incubacién con trombina.

(27-4580-01)
Thrombin
|Leu Val Pro ArgiG\y Ser|Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAATTG CCG GGT CGA GTC GAG GGG CCG CAT CGT GAC TGA
BamH | EcoR 1 —gma7 Sall —ymo1 Not Stop codons

Tth1111
Aatll

pSj10ABam7Stop7
Pstl

pGEX
~4900 bp

AlwN |

BsiE Il pBR322
Miu 1 on
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En este caso se empled la subclonacién directa desde pSC-A a pGEX-4T-1
utilizando el sitio EcoRI presente en ambos vectores y tras comprobar con el programa

NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) que la secuencia de Sb22.6 no

presentaba ningun sitio de corte interno para esta enzima.

Las condiciones de reaccidn para la digestion de la construccion pSC-A-Sb22.6 y

del vector pGEX con EcoRI fueron las descritas en el apartado 2.1.3.

Los productos de la digestién se separaron en gel de agarosa. Las bandas que
contenian el cDNA de Sb22.6 y el vector pGEX digeridos se cortaron, purificaron y
cuantificaron por espectrometria (Nanodrop). A continuacién se llev6 a cabo la reacciéon

de ligacion.

De acuerdo con los protocolos de clonaje en pGEX (Amersham), la ligacion
inserto-vector se hizo en proporcién molecular 5:1. Dicha reaccién se llevé a cabo
durante 24 horas a 4 2C, incluyendo una ligacién sin inserto como control negativo. La

mezcla de reaccion se indica en la siguiente tabla:

Ligacién Control negativo
Componente Volumen (L) Volumen (L)
Buffer ligasa (10x) 4,0 4,0
pGEX digerido (20 ng/uL) 50 50
cDNA (5,8 ng/uL) 19,5 -
Agua 9,5 29,0
T4 DNA ligasa 2,0 2,0
Volumen total 40 40

- Transformacién de células competentes Escherichia coli BL21 Codon Plus con la

construccion pGEX-Sh22.6

El producto de la ligaciéon anterior (pGEX-Sb22.6) se utilizé para transformar
células hospedadoras que soportaran la expresion de la proteina recombinante, en este
caso con células E. coli BL21 Codon Plus. Para ello se sigui6 el procedimiento de choque

térmico detallado a continuacion.

En primer lugar se afiadieron 2 puL. de una dilucién 1:10 de B-mercaptoetanol a

100 uL de células BL21 competentes previamente descongeladas y la mezcla se incubd
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en hielo durante 10 minutos. A continuacion, tras afiadir 5 pL de la reaccion de ligacion e
incubar la mezcla 30 minutos en hielo, las células se sometieron a un choque térmico de
20 segundos a 42 °C, volviéndose a incubar 2 minutos en hielo. Tras este tratamiento, las
células se incubaron en 900 pL. de medio SOC (20 g/L triptona, 5 g/L de extracto de
levadura, 5g/L de NaCl, 20 mM de glucosa y 10 mM MgCl;, pH 7) previamente
atemperado, durante una hora a 37 2Cy en agitacién. Por ultimo, tras una centrifugacion
de 5 minutos a 4.000 g, las células sedimentadas se resuspendieron en 200 pL de medio
SOC y se sembraron en placas de agar con 100 pg/mL de ampicilina y 50 pg/mL de

cloranfenicol, las cuales fueron incubadas a 37 2C hasta el dia siguiente.

- Amplificacién, verificacion y almacenamiento de los clones recombinantes

Se seleccionaron varias colonias de la placa sembrada con la ligaciéon y se
inocularon en 5mL de medio LB con ampicilina, incubandolas a 37 2C hasta el dia
siguiente. Se tomo6 una alicuota de cada cultivo para su almacenamiento en 15 % glicerol
a -80 2C y el resto del cultivo se utilizé para purificar el DNA plasmidico y secuenciar el
inserto a fin de verificar si la secuencia, la orientacién y el marco de lectura eran los
correctos. Los clones verificados se almacenaron a -80 2C hasta el momento de ser
utilizados para la expresion y purificacion de la proteina recombinante (ver mas

adelante).

2.2.1.2. Subclonacién de ENO, GAPDH, FBA v ANX en pQE30

La finalidad de la subclonaciéon en este vector de expresién fue obtener una
construccion plasmidica que una vez introducida en células adecuadas exprese la
proteina recombinante con un péptido de hexahistidina en su extremo amino terminal
para facilitar su posterior purificacion mediante cromatografia de afinidad en resina de

niquel.
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Para llevar a cabo estos clonajes, los cDNAs codificantes de ENO, GAPDH, FBA y
ANX se amplificaron por PCR a partir de las correspondientes construcciones en pSC-A.
Con ese fin se disefiaron cebadores especificos que incluian sitios de corte para una
enzima de restriccion. Dicha enzima se selecciond, para cada proteina, entre las
incluidas en el “polylinker” del vector pQE-30 (ver mapa en la figura anterior), tras
comprobar con NEBcutter V2.0 que la secuencia codificante de la proteina no poseia
sitios internos de corte para la enzima elegida. En el disefio de los cebadores se
incluyeron también un par de nucleétidos adicionales en el extremo 5’ para aumentar la
eficiencia de la enzima de restricciéon

(http://www.neb.com/nebecomm/tech reference/restriction enzymes/cleavage olign

ucleotides old.pdf).

La tabla siguiente muestra los cebadores disefiados para cada proteina con la
secuencia del sitio de restriccion correspondiente resaltada en gris y los nucleodtidos

adicionales subrayados.

Proteina E;gf:irgg(’;jne Cebador

ENG Fwd GGGGATCCATGTCCATTATAGCGATCCACG
Rev GGGGATCCTTATTTTTTAGGATGGCGG

BamH| Fwd GGGGATCCATGTCACGATTCCCACCTTACC

FBA Rev GGGGATCCTTAATAAGCATGATTAGCAACG

GAPDH Fwd GGGGTACCATGTCGAGAGCAAAGGTTGG
Rev GGGGTACCTTATGCATGGTCGACTTTATGC

Kenl Fwd GGGGTACCATGGCTAATGTTTCTGAATTTGG
ANX Rev GGGGTACCTTATTCACCAAGTAGAACAC
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Para estas amplificaciones las mezclas de reaccién fueron similares a la indicada
previamente en el apartado 2.1.1. y las condiciones de la PCR fueron en todos los casos
las siguientes: 35 ciclos, a 94 2C durante 15 segundos, 64 2C durante 30 segundos y

72 °C durante 40 segundos, seguidos de un paso de extension final de 7 minutos a 72 2C.

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 0,8 % y se purificaron
con el kit StrataPrep DNA Gel Extraction (Stratagene). A continuacion, a fin a generar
extremos cohesivos y permitir la reaccién de ligaciéon con el vector de expresion, los
cDNAs y el vector pQE-30 fueron digeridos con la enzima de restriccién correspondiente

en las condiciones indicadas en la tabla.

Enzima Volumen Tiempo Temperatura
Kpnl (Roche) 25 uL 1h 30min 37°C
BamHI (Roche) 25 L 2h 30min 37°C

Tras la digestion, los productos fueron separados en geles de agarosa y

purificados a partir de dichos geles como en ocasiones anteriores.

La ligacion inserto-vector se llevé a cabo en proporcién molecular 5:1, en las
mismas condiciones que las descritas en el apartado 2.2.1.1. Estas ligaciones se
utilizaron para transformar células E. coli M15 (Qiagen) en las condiciones siguientes. A
100 pL de células M15 competentes previamente descongeladas se afiadieron 5 pL de
reaccion de ligacién y la mezcla se incubé en hielo durante 20 min. A continuacion las
células se sometieron a un choque térmico durante 90 segundos a 42 2C, tras el cual se
cultivaron en 500 pL de medio Psi (LB, 4 mM MgS0O4, 10 mM KCI) durante una hora a
37 °C en agitacion. Finalmente se sembraron en placa de LB-agar con 25 pg/mL de

kanamicinay 100 pg/mL de ampicilina y se incubaron a 372C durante la noche.

Al igual que con las células BL21, se seleccionaron varias colonias de cada
transformacion, se crecieron en medio LB con kanamicina y ampicilina y tras purificar el
DNA plasmidico se comprobé, mediante secuenciacién, la correcta orientacién y marco

de lectura de los insertos.
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2.2.2. Expresién de las proteinas recombinantes

A. Expresion de la proteina rSb22.6 clonada en pGEX-4T-1

El protocolo seguido para la expresion de la rSb22.6-GST fue el siguiente:

Se inocul6 una alicuota del clon pGEX-4T-1-Sb22.6 (en células BL21) en medio
2xYT (16 g/L triptona, 10 g/L extracto de levadura, 5g/L NaCl) con 100 pg/mL de
ampicilina y 50 pg/mL de cloranfenicol y se incubé toda la noche a 37 2C en agitacién a
160 rpm. Este preindculo se diluyé en un volumen de medio 100 veces superior y se
incubd en las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad 6ptica a 595 nm de 0,8-1,
momento en el que se indujo la expresion anadiendo (-D-1-tiogalactopirandsido de
isopropilo (IPTG) a una concentracién final de 0,1 mM. Se mantuvo la expresiéon de la
proteina durante 3 horas, tras las cuales las células se recogieron por centrifugacion a

15.000 g durante 10 minutos.

Acto seguido, las células se resuspendieron en PBS a 42C y se lisaron por
sonicacion mediante 5 ciclos de 40 segundos. El lisado se incubé con Tritén X-100 al 1 %
durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion. La muestra se centrifugé a
45.000 g durante 30 minutos, recogiéndose el sobrenadante y el sedimento por
separado. Ambas fracciones se analizaron por SDS-PAGE para comprobar si la expresion

de la rSb22.6 recombinante se habia producido de forma soluble o insoluble.

B. Expresion de las proteinas rENO, rGAPDH, rFBA y rANX clonadas en pQE-30

Tanto la expresién como la purificacion de estas proteinas se efectuaron, en
lineas generales, siguiendo el protocolo descrito en el manual del fabricante del vector

PQE (The QIA expressionist, Qiagen), que, en esencia, fue el siguiente.

Una alicuota de cada clon (en células M15) se inoculé en medio LB suplementado
con 100 ug/mL de ampicilina y 25 pg/mL de kanamicina, y se incubaron a 37 °C en
agitacion a 180 rpm durante toda la noche. El preindculo se diluy6 en un volumen 50
veces superior de ese mismo medio y se incub6 en idénticas condiciones hasta alcanzar
una densidad 6ptica de 0,6 a 600 nm. En ese momento se indujo la expresion con 1 mM
de IPTG durante 4 horas manteniendo las mismas condiciones de cultivo. Trascurrido

ese tiempo las células se recogieron por centrifugacién a 15.000 g durante 10 minutos y
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se resuspendieron en el tampén de lisis (50 mM NaHzPOs, 300 mM NaCl, 10 mM
imidazol, pH 7,9). Las células se sonicaron durante 5 ciclos de 30 segundos y el lisado se
centrifugé a 45.000 g durante 30 minutos, recogiéndose el sobrenadante y el sedimento

por separado. Ambas fracciones se analizaron por SDS-PAGE.

2.2.3. Purificacion de las proteinas recombinantes

A. Purificacion de la proteina de fusién rSb22.6-GST

Esta purificacion estd basada en la afinidad de la GST por su ligando, el glutation,
que se encuentra inmovilizado en una resina. Se empled la resina Glutatione Sepharose

4B (GE Healthcare) y se sigui6 el protocolo descrito por el fabricante.

Como previamente se habia comprobado que aproximadamente el 50 % de la
rSb22.6-GST recombinante se expresaba en la fraccidn soluble (ver resultados, apartado
2.1), la purificacién de esta proteina se realiz6 en condiciones nativas a partir de dicha

fraccion.
El procedimiento fue el siguiente:

La fraccion soluble del lisado celular se incubé con la resina durante 30 minutos,
en agitacién, a temperatura ambiente, empleando 1 mL de resina, equilibrada en PBS,
por cada litro de cultivo inicial. Tras esta incubacion, la resina con la rSb22.6-GST se lavo
tres veces con PBS. Para escindir la rSb22.6 de la GST, la suspension de resina se incubo
con 50 unidades de trombina en PBS durante 16 horas, a temperatura ambiente y en
agitacion. Acto seguido se centrifugé y se recogio el sobrenadante que fue analizado por

SDS-PAGE.

B. Purificacién de las proteinas rENO, rGAPDH, rFBA v rANX expresadas con marcaje de

hexahistidina

La purificacion de estas proteinas recombinantes se realiz6 mediante

cromatografia de afinidad en columna de Ni2+.

Como se indica en el apartado 2.2 del capitulo de Resultados, la proteina rFBA se
expreso en forma soluble y su purificacion pudo efectuarse en condiciones nativas. Por

el contrario, las proteinas rENO, rGAPDH y rANX se expresaron en forma insoluble,
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obligandonos a solubilizarlas previamente con urea y a llevar a cabo su purificacién en
condiciones desnaturalizantes. A continuacion se indica el procedimiento seguido en

cada caso.

- Purificaciéon en condiciones nativas de la proteina rFBA

Para la cromatografia se emple6 una columna HisTrap FF crude y el sistema
AKTA Prime Plus (GE Healthcare) siguiendo las indicaciones suministradas por el

fabricante.

Todos los reactivos empleados en la purificacién y la fraccion soluble del lisado
celular (la que contenia la rFBA soluble) se filtraron a través de filtros de 0,45 pm de
tamafo de poro. La muestra filtrada se introdujo en el puerto de inyecciéon de muestra y
se seleccion6 el programa “Histidine-tag purification”, que realiza de forma automatica
el equilibrado de la columna, la inyecciéon de la muestra, el lavado con el tampén de
unién (50 mM NaHzPO4, 0.3 M NacCl, 20 mM imidazol, pH 7.4) y una elucién en gradiente
de la proteina recombinante con el tampo6n de elucion (50 mM NaH2PO4, 0.3 M NaCl,
0.5M imidazol, pH 7.4). Tras el analisis del correspondiente cromatograma, se

recogieron las fracciones eluidas y se analizaron en gel de poliacrilamida.

- Purificacion en condiciones desnaturalizantes de las proteinas rENO, rGAPDH y rANX

La fraccion de proteina insoluble, presente en el sedimento del lisado celular, se
solubiliz6 en un tampo6n de solubilizaciéon con alta concentracién de urea (100 mM
NaH2P0O4, 10 mM Tris-Cl, 8 M urea, pH 7,9) y posteriormente se procedié a su

purificaciéon como se indica a continuacion.

La cromatografia de afinidad con Ni2* se realizd en columnas empaquetadas con
1 mL de resina comercial (His-Select Nickel Affinity Gel, Sigma) que se equilibré
mediante el paso secuencial de los siguientes reactivos: 3 mL de agua destilada

desionizada y 5 mL de tampon de solubilizaciéon con urea 8 M.

Una vez preparada la columna, se filtr6 1 mL de la fraccién solubilizada.
Posteriormente, a fin de favorecer el plegamiento de las proteinas unidas a la columna,
se efectuaron lavados en serie, con 5 mL/lavado del tampén de solubilizacién con

cantidades decrecientes de urea (6 M, 4 M, 2 M y 0 M). Por ultimo, las proteinas fueron
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eluidas de la columna con 250 mM de imidazol en tampén 50 mM NaH;PO4, 0,3 M NaCl
(pH 7,9). Se realizaron 6 eluciones consecutivas con 0,5mL de este tampén y las

fracciones se analizaron en gel de poliacrilamida.

Previo a la determinacion de la concentracion de las proteinas purificadas se

eliminé el imidazol y el exceso de sales mediante dialisis frente a PBS.

En todos los casos, tras la purificacion de cada una de las proteinas
recombinantes, la cuantificacién de la concentracién proteica se realizé con el kit DC
Protein Assay (Bio-Rad) y mediante espectrofotometria a 280 nm en el NanoDrop.

Las muestras se conservaron a -80 2C hasta su utilizacion.

2.3. Métodos de electroforesis de proteinas

Para analizar la eficiencia en la produccion y purificacién de las proteinas
recombinantes se emplearon técnicas clasicas de electroforesis y western blot a las que
se hace referencia en distintas partes del texto y cuyas condiciones generales se

describen en esta seccion.

2.3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las electroforesis se llevaron a cabo en minigeles utilizando el sistema Mini
Protean cell (Bio-Rad). Se utilizé un sistema discontinuo de geles similar al descrito por
Laemmli (1970). La concentracion de acrilamida del gel de carga fue del 3 % y la del gel
separador del 12 %. Antes de ser cargadas en el gel, las muestras se hirvieron durante 5
minutos en tampdn desnaturalizante (Tris-HCl 31,25 mM pH 6,8, SDS 2 %, glicerina
10 % y 2-mercaptoetanol 5 %). Los geles se cargaron con una cantidad de 5-10 ug de
proteina por pocillo y junto con las muestras se incluyé en cada gel, como referencia
para la valoracion de pesos moleculares, una mezcla de proteinas pretefiidas (Bio-Rad).

Las electroforesis se realizaron a 30-45 mA/gel.

Una vez completada la electroforesis los geles fueron tefiidos con azul de

coomassie o bien transferidos a membranas de nitrocelulosa.

Los geles teniidos se digitalizaron con el escaner ImageScanner (Amersham).
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2.3.2. Western blot

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa siguiendo el método descrito por Towbin et al. (1979). La transferencia se
realizé a 400 mA y 4 °C durante 90 minutos en tampo6n Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH
8.

El protocolo general empleado para desarrollar los western blots en dichas

membranas es el que se resume a continuacion:

Las membranas se lavaron con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente
y se bloquearon con BSA al 1 % en PBS durante 1 hora a 37 2C. Tras realizar 3 lavados de
5 minutos a temperatura ambiente con Tween-20 al 0,05 % en PBS (PBST), se incubaron
con el primer anticuerpo diluido en tampoén diluyente (PBST con 0,5 % de BSA), durante
1 hora a 37 2C. Después de 3 lavados, las membranas se incubaron con el oportuno
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa durante 1 hora a 37 2C. Finalmente, las
membranas fueron reveladas con 4-cloro-1-naftol (metanol 20 %, 4-Cl-1-naftol 0,05 %y

H2020,02 % en PBS).

Al igual que los geles de acrilamida, las imagenes de las membranas fueron

escaneadas y digitalizadas.
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3. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD PROFIBRINOLITICA Y ANTICOAGULANTE DE LAS
PROTEINAS DE S. BOVIS

Esta parte del trabajo tuvo como objetivo determinar cudles de las proteinas
recombinantes obtenidas interactian con el sistema hemostatico del hospedador, en
particular con el sistema fibrinolitico mediante ensayos de fijacion y activacion de
plasmindgeno, y también con el sistema de la coagulacion mediante ensayos de actividad

anticoagulante.

3.1. Union del plasmindgeno a las proteinas rENO, rGAPDH, rFBA, rANX y rSb22.6

La unién de plasminégeno a las proteinas recombinantes de S. bovis se evalu6

mediante ELISA y western blot.

3.1.1. ELISA

El protocolo seguido es el siguiente.

Las placas multipocillo se tapizaron con 0,5 pg/pocillo de cada proteina
recombinante en 100 pL de tampén carbonato pH 9,6 durante 14-16 horas a 4 2C y se
post-tapizaron con 1% de BSA en PBS. A continuacién se incubaron con cantidades
crecientes (desde 0 a 3 pg/pocillo) de plasmin6geno humano (Acris Antibodies, BA522).
Como anticuerpo secundario se empleé Goat anti-human plasminogen-HRP (Cedarlane,
CL20085 APHP) diluido 1/2000. El revelado se realizé con orto-fenil-diamina (OPD,
Sigma P-1526) y la reaccién se detuvo con H2S04 3 N. La lectura de la densidad éptica se

llevo a cabo a 492 nm en un espectrofotémetro (Multiskan GO, Thermo Scientific).

Todas las incubaciones se desarrollaron durante 1 hora a 37 2C en un volumen
final de 100 pL y empleando como tampon diluyente PBS con BSA al 0,5 %. Los lavados

entre incubaciones se realizaron con PBST.

En paralelo se realizaron analisis idénticos al anterior pero incluyendo, en el paso
de incubacién con plasminégeno, al acido e-aminocaproico (eACA) (Sigma, A-2504), que
es un analogo de lisina que inhibe competitivamente la unién del plasminégeno a su
receptor. De forma general, el eACA se empled a una concentracion fija de 40 mM vy,

adicionalmente, con la rANX también se valor6 el grado de inhibicion de la unién de
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plasminégeno en presencia de cantidades crecientes de €ACA, desde 10 mM hasta

60 mM.

En todas las placas se incluyeron como control negativo una serie de pocillos
carentes de proteina, tapizados s6lo con BSA, y como control positivo una serie de

pocillos tapizados con 1 pg/pocillo de extracto TG.

3.1.2. Western blot con plasminégeno

Se resolvi6o 1pg de cada recombinante por SDS-PAGE y se transfiri6 a una

membrana de nitrocelulosa en las condiciones descritas en el apartado 2.3.2.

Para el western blot, la nitrocelulosa se cort6é en tiras de 4 mm de ancho y se
incubaron con 35 pg/mL de plasminégeno humano. La unién de plasmindgeno se
verificd incubando con 0,5 pug/tira del anticuerpo Goat anti-human plasminogen-HRP y
revelando con 4-Cl-1-naftol. Como control positivo se incluy6 una tira con plasmindgeno

humano y como control negativo otra sin antigeno.

3.2. Ensayos de activacion de plasminoégeno

Para comprobar si las proteinas recombinantes de S. bovis activan el
plasminégeno y generan plasmina, se efectué un ensayo en el que se midi6 la actividad
amidolitica de la plasmina generada sobre un substrato cromogénico, en concreto el
S2251 (Sigma, V0882). El protocolo de este ensayo se adapt6 a partir del descrito por
Mundodi et al. (2008).

El ensayo se hizo en placas multipocillo incubando a 37 2C en un volumen de

150 pl de PBS los reactivos siguientes:
- 2 pgde plasminogeno.
- 3 ugde substrato cromogénico S2251.
- 1 pgde proteina recombinante de S. bovis.

- 15 ngde t-PA (Sigma, T4825-1VL).
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El t-PA es un activador fisiolégico del plasmindégeno y se afiadié en ultimo lugar
para iniciar la reaccion de activacion del plasminégeno. En ensayos paralelos se midi6 la

generacion de plasmina en ausencia del activador t-PA y en ausencia de proteina.

La generacion de plasmina se monitoriz6 cuantificando la hidroélisis del sustrato
mediante la medida de la absorbancia, a 405 nm, cada 30 minutos durante 2 horas desde

el momento en que se inici6 la reaccion.

3.3. Identificacion de los motivos de uniéon a plasmindgeno en la secuencia de la

enolasa

El objetivo de este experimento fue identificar, en la secuencia aminoacidica de la
enolasa, a los motivos de unién al plasminégeno. Para ello se diseii6 un macroarray de
péptidos solapantes en el que la secuencia completa de la enolasa se dividi6 en 141
péptidos de 15 aminoacidos cada uno con un solapamiento de 3 aminoacidos. Dicho
array fue ensamblado sobre membranas de celulosa en el Servicio de Proteémica del

Centro Nacional de Biotecnologia de Madrid.

El protocolo seguido para la deteccion de las secuencias fijadoras de

plasminégeno, adaptado de Frank y Diibel (2006), fue el siguiente.

Tras humedecer las membranas en metanol, se hidrataron mediante 3 lavados
con TBS (50 mM Tris, 0,9 % NaCl, pH 7) durante 10 min y se bloquearon a 4 2C durante
toda la noche con el tamp6n de bloqueo (5 % de leche en polvo, 5 % sacarosa y 0,05 %
de Tween 20 en TBS). A continuacién, se incub6 con 10 pg/mL de plasminégeno durante
5 horas a temperatura ambiente. La deteccion del plasminégeno unido se realizé
incubando el array durante 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo de oveja
anti-plasminégeno humano (Acris, BP749) diluido 1/1000. A continuacidn, la membrana
se incubd otras dos 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo de burro anti-
oveja IgG-peroxidasa (Sigma, A-3415) diluido 1/1000 y posteriormente con luminol
(Immun-Star HRP Substrate, Bio-Rad) durante 5 minutos. La sefial luminosa se capturé
utilizando el equipo Fluor-S Multimager System (Bio-Rad) mediante exposiciones

acumulativas de 3 minutos durante un total de 15 minutos.
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Las incubaciones con los distintos anticuerpos se hicieron en el tampén de
bloqueo y tras cada incubacién se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con

TBST. Antes del revelado con luminol la membrana se lavé durante una hora.

Para determinar las posibles uniones inespecificas de los anticuerpos empleados,
la membrana se incub6 con los anticuerpos primario y secundario sin haber incubado

previamente con plasmindgeno. El ensayo se realiz6 por duplicado.

3.4. Evaluacion de la actividad anticoagulante de las proteinas rANX y rSb22.6

La actividad anticoagulante de estas dos proteinas se analiz6 en el Hospital
Clinico Universitario de Salamanca mediante dos ensayos clinicos de monitorizacién
general de las vias de coagulacién, como son el tiempo de protrombina (TP) y tiempo
parcial de tromboplastina activada (TTPa). Ambos ensayos miden el tiempo de
formacién del codgulo tras afiadir un iniciador de la coagulacién a la muestra de plasma
(respectivamente, STA neoplastin plus y STA aPTT; Roche Diagnostics). El TP detecta
alteraciones de la via extrinseca de la coagulacion y el TTPa variaciones de la via

intrinseca.
La sangre utilizada en nuestro ensayo se obtuvo a partir de corderos sanos.

Como durante la purificacion de la proteina rSb22.6 se emplea una trombina
comercial para romper la unioén a GST, la solucién de rSb22.6 se pas6 por una columna
HiTrap Benzamidine FF (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta
columna, empleada para purificar serina proteasas, retiene la trombina que pudiese
quedar en solucion y permite recuperar la proteina rSb22.6 libre de contaminantes que

pudiesen interferir en los ensayos de coagulacién.

El andlisis se llev6 a cabo en 500 pL de plasma de cordero a los que se afladieron
concentraciones crecientes de rANX o rSb22.6 (desde 0 a 80 ug/mL) utilizando el equipo
STA-R Evolution® analyser (Diagnoéstica Stago, Inc.). Cada muestra se analiz6 por

duplicado y el ensayo se repiti6é dos veces.

En paralelo, como controles, se analizaron también unas muestras de plasma con

cantidades crecientes de BSA (desde 0 a 80 ug/mL) y otras muestras de plasma el que se
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incluyeron volimenes equivalentes de los tampones en los que estaban diluidas la rANX

(250 mM imidazol/ 50 mM NaH2P04/ 0,3 M NaCl dializado) y la rSb22.6 (PBS).

Los resultados de los ensayos de TP y TTPa se sometieron en primera instancia al
test ANOVA de una via y cuando se encontraron diferencias significativas se aplico un
analisis posterior mediante el test de Tukey, para conocer la procedencia de dicha
diferencia. De manera similar se analizaron las posibles diferencias significativas
debidas a la cantidad de proteina del parasito afladida a la muestra de plasma para, en
su caso, establecer la concentraciéon de proteina del parasito a la que se obtienen

resultados significativos.

4. ENSAYOS DE INMUNOLOCALIZACION EN VERMES ADULTOS Y
ESQUISTOSOMULAS

Para llevar a cabo estos ensayos comenzamos obteniendo sondas especificas para
cada proteina diana, esto es, sueros hiperimmunes especificos frente a cada una de las

proteinas recombinantes.

4.1. Obtencién de los sueros hiperinmunes frente a las proteinas rENO, rGAPDH,

rFBA, rANX y rSb22.6

Para la obtencion de los sueros frente a las proteinas rGAPDH, rFBA, rANX y
rSb22.6 se inmunizaron 2 conejos con cada proteina. Cada animal recibié tres dosis
subcutdneas de 100 pg de proteina emulsionada con los adyuvantes de Freund,

completo e incompleto en la primera y segunda dosis, y sin adyuvante en la tercera.

En el caso de la rENO el protocolo de inmunizacion fue diferente y consistié en la
administracion subcutanea de 3 dosis quincenales de 50 pg de proteina acompafiados de

200 pg de saponina.

Los conejos se sangraron a partir de la vena marginal de la oreja antes de
administrar la primera dosis de antigeno, una semana después de la segunda (para

evaluar el progreso de la inmunizacién) y a los 15 dias de la ultima dosis.
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La positividad de los sueros y el titulo de anticuerpos se determinaron mediante
un ensayo de ELISA. Su especificidad frente a las proteinas recombinantes y frente al
extracto de tegumento (TG), que contiene isoformas nativas de las proteinas estudiadas,

se determind mediante western blot.

4.1.1. ELISA

Se empled un protocolo estandar, similar al descrito con detalle mas adelante
(seccion 5.2). Para la titulacion se tapizaron placas de 96 pocillos con 0,5 pug de proteina
recombinante y se analizaron los sueros de conejo por duplicado en diluciones seriadas
(1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200 y 1/6400). Como anticuerpo secundario
se emple6 un anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa (Sigma, A-0545), diluido

1/4000. La reaccién se revel6 con OPD y la densidad 6ptica se ley6 a 492 nm.

4.1.2. Western blot

Las muestras de TG y las proteinas recombinantes, previamente separadas por
SDS-PAGE y transferidas a nitrocelulosa, fueron analizadas en las condiciones habituales
con el suero hiperinmune frente a cada recombinante. La dilucién de los sueros
hiperinmunes se determindé para cada uno de ellos en funcién de su titulo de
anticuerpos. Como anticuerpo secundario se empled un anti-conejo IgG (Sigma, A-0545),

diluido 1/600, marcado con peroxidasa. La reaccidn se reveld con 4-cloro-1-naftol.

4.2. Inmunofluorescencia

El estudio se llevo a cabo en vermes adultos y esquistosdmulas fijadas en formol

tamponado al 4 % y en cortes de vermes adultos incluidos en parafina.

Los vermes adultos y las esquistosémulas pulmonares de 6 dias se obtuvieron a
partir de corderos y hdmsteres infectados tal y como se sefiala en el apartado 1.4. Una
vez comprobada la integridad de los parasitos, estos se fijaron en formol al 4 % en PBS,
durante 24 horas los vermes adultos y durante 5 horas las esquistosémulas. Al cabo de
este tiempo se lavaron en PBS y se mantuvieron en ese tampoén a 4 2C hasta su

utilizacion.
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Como sondas especificas se utilizaron los sueros hiperinmunes de conejo
descritos en el apartado anterior y como segundo anticuerpo un anti-conejo IgG-Alexa
Fluor 594 (Invitrogen) incluyendo como tincién de contraste Faloidina-Alexa Fluor 488
(Invitrogen), que se une especificamente a filamentos de actina. Las imagenes se

analizaron por microscopia confocal (Leica TCS NT).

4.2.1. Estudio en cortes de vermes adultos

Los vermes adultos, tras su deshidratacion y aclarado, se incluyeron en bloques
de parafina. La deshidratacidn consisti6 en 4 pases, de una hora cada uno, por etanol de
70 %, 80 %, 95 % y 100 %; el aclarado consistid en 2 pases por xilol de 30 minutos cada
uno. Las secciones de 5 pum de grosor se obtuvieron con un microtomo Microm HM 310.
La adhesion de los cortes a los portaobjetos de vidrio se facilito manteniéndolos durante
una hora en la estufa a 37 2C. Una vez adheridos, los cortes se desparafinaron con xilol y
se rehidrataron mediante pases de 5 minutos en soluciones de etanol de concentracion
decreciente (100 %, 96 %, 90 %, 80 %, 70 %), agua y PBS. Tras la rehidratacion se
bloquearon con 1% de BSA en PBST durante una hora a 37 2C. Posteriormente, cada
porta se incubd con 200 pl del suero correspondiente diluido 1/50 en tampdn de
bloqueo durante una hora a 37 2C y después otra hora a 37 2C con 200 pL de anti-conejo
IgG-Alexa Fluor 594 diluido 1/400 en tampdn de bloqueo al que se afiadieron 5 pL de
Faloidina-Alexa Fluor 488. Por ultimo se realiz6 el montaje de las muestras con el

reactivo Prolong Gold Antifade (Invitrogen) y se analizaron en el microscopio confocal.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en camara himeda y en oscuridad.
Entre incubaciones se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBST y antes del montaje

se lavd durante media hora.

Como controles negativos se incluyeron secciones incubadas con un suero
negativo de conejo (pre-inmune) y otras en las que se omitid la incubacién con el suero
hiperinmune con el fin de valorar las posibles uniones inespecificas del segundo

anticuerpo al tejido del parasito.
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4.2.2. Estudio en vermes enteros: adultos y esquistosomulas

En este estudio se analizaron los vermes enteros fijados siguiendo un protocolo

similar al descrito en el apartado anterior.

La reaccién se realizé en tubos eppendorf, en un volumen total de 300 pL por
tubo, y se procesaron lotes de 100 esquistosomulas o de 5 parejas de adultos por tubo.
La incubacién con el suero hiperinmune de conejo se llevd a cabo durante 3 horas a
temperatura ambiente. La incubacion con el anti-conejo IgG-Alexa Flour 594 (diluido a
1/300) y Faloidina-Alexa Fluor 488 se hizo a 37 2C durante una hora. Las muestras de
los vermes adultos se montaron con PBS y las de las esquistosémulas con el reactivo

Prolong Gold antifade.

Como controles negativos se incluyeron lotes de vermes adultos y de
esquistosdmulas incubadas en las mismas condiciones que los controles descritos en el

apartado anterior.

5. UTILIDAD DE LA PROTEINA rSb22.6 PARA EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LA
INFECCION POR S. BOVIS

El objetivo de esta parte del trabajo fue comparar el comportamiento de la
proteina rSb22.6 y del extracto completo de vermes adultos (SbC) como antigenos
diagnosticos para la deteccion por ELISA de anticuerpos anti-S. bovis. Para ello se
analizaron sueros anti-S. bovis procedentes de infecciones experimentales y de
infecciones naturales y se efectuaron pruebas de reactividad cruzada con otros

trematodos, en concreto con Fasciola hepdtica.

5.1. Sueros analizados

Para hacer este analisis se emplearon tres tipos de sueros: sueros de hamsteres
infectados experimentalmente con S. bovis, sueros de bovinos procedentes de
explotaciones ganaderas en extensivo y sueros de corderos infectados
experimentalmente con F. hepdtica. Todos estos sueros fueron analizados por ELISA

frente a los antigenos SbC y rSb22.6.
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Los sueros de los hamsteres fueron los obtenidos segin se describe en el

apartado 1.4.

Los sueros bovinos procedian de los utilizados en un estudio epidemiolégico
previo llevado a cabo por Oleaga-Pérez et al. (2004) en el que se evalud la prevalencia de
S. bovis en explotaciones bovinas de la provincia de Salamanca analizando por ELISA,
con el extracto SbC como antigeno, un total de 5.665 sueros procedentes de 191
explotaciones bovinas. De esos sueros, para el presente estudio se seleccionaron, como
controles negativos, 46 sueros procedentes de animales no infectados y, como controles
positivos, los sueros de 35 animales que en la serologia realizada en el estudio de Oleaga
et al. (2004) habian presentado una alta reactividad frente al antigeno SbC. También se

analizaron otros 281 sueros de bovinos procedentes de 11 explotaciones diferentes.

Los sueros de los corderos infectados experimentalmente con F. hepdtica
procedian de un estudio previo en el que se infectaron seis animales con 100
metacercarias de F. hepdtica por animal y se tomaron muestras de sangre a diferentes
tiempos post-infeccion (Martinez-Fernandez et al, 2004). Estos sueros ovinos se
analizaron por ELISA, ademas de con los antigenos SbC y rSb22.6, con un antigeno
excretor-secretor de F. hepatica (FhE/S), el cual habia sido obtenido también en el

mencionado trabajo de Martinez-Fernandez et al., (2004).

5.2. Protocolo de ELISA

La deteccion de anticuerpos anti-S. bovis con los antigenos SbC y rSb22.6 y los
anticuerpos anti-F. hepatica con el antigeno FhE/S se realizd como se describe a

continuacion.

Se tapizaron placas de poliestireno (Corning) con el antigeno FhE/S, SbC o
rSb22.6 en 100 pL de tampdn carbonato pH 9,6 durante toda la noche a 4 °C. Se emple6
1 ug/pocillo de SbC y FhE/S para todos los sueros, mientras que se usaron placas
tapizadas con 0,2 pg/pocillo de rSb22.6 para los ensayos con los sueros bovinos y otras
tapizadas con 0,2 y 0,5 pg/pocillo para analizar los sueros de hamster. Se realizé un
post-tapizado con 200 pL/pocillo de BSA al 1 % en PBS. Los sueros de hamster y cordero
se analizaron diluidos 1/100 mientras que los sueros bovinos se analizaron diluidos a

1/50. Todos los sueros se analizaron en pocillos duplicados en un volumen de
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100 pL/pocillo. Los anticuerpos frente a S. bovis o frente a F. hepatica se detectaron con
un anti-bovine IgG (Sigma, A5295) diluido 1/1000; con un anti-hdmster IgG (Serotec,
STAR79P) diluido 1/4000 o bien con un anti-sheep IgG (Sigma, A3415) diluido 1/6000
(todos conjugados con peroxidasa). Finalmente se revelaron las placas en oscuridad con
100 uL/pocillo de la solucion de revelado (0,6 mg/mL de orto-fenilendiamina -OPD-,
0,4 pL/mL de H202 en tampon citrato pH 5,0), se detuvo la reaccion con 50 pL/pocillo de
H2S04 3 N y se ley6 la densidad dptica a 492 nm en un espectrofotdémetro Multiskan GO
(Thermo Scientific). Todas las incubaciones se llevaron a cabo durante 1 hora a 37 ¢Cy

tras cada una de ellas se realizaron 3 lavados con 200 pL de PBST.

5.3 Analisis de los resultados de los sueros bovinos

Para analizar los resultados de los sueros bovinos y poder comparar los
resultados de las distintas placas, cada densidad 6ptica (DO) se transform6 en indice
serolégico (IS) aplicando la siguiente férmula: [(CN - S)/(CN -CP)] x 100, donde CN y CP
son, respectivamente, las DOs de los sueros controles negativos y positivos y S la DO de
los sueros analizados. El IS se calculé para cada suero bovino con cada antigeno (SbCy

rSb22.6).

Para ambos antigenos se construyeron las correspondientes curvas ROC
(Receiver-Operator Characteristic), utilizando los IS de los 35 sueros bovinos positivos y
los 46 sueros bovinos negativos utilizados como controles. Las curvas ROC se utilizaron
para establecer el umbral de positividad de cada antigeno. Este umbral se definié como
el valor de IS que presentaba la mayor eficacia diagnéstica, calculada como la suma de la
sensibilidad y la especificidad dividida entre dos. Estos valores se emplearon para
clasificar como positivo/negativo cada uno de los 281 sueros bovinos analizados con

ambos antigenos (rSb22.6 y SbC).

La proporcion entre los sueros clasificados como positivos o negativos con cada
antigeno se compard con un test Z. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el

software SPSS v17.
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Resultados

1. SECUENCIAS CODIFICANTES (cDNA) Y AMINOACIDICAS DE LAS PROTEINAS ENO,
GAPDH, FBA, ANX Y Sb22.6 DE S. BOVIS

El primer objetivo del presente trabajo fue la clonacion de los cDNAs codificantes
de estas proteinas de S. bovis y la obtencion de sus secuencias nucleotidicas y

aminoacidicas.

Para ello, se amplificaron los correspondientes cDNAs mediante la técnica de
RT-PCR. Al desconocer a priori las secuencias especificas de estas proteinas de S. bovis,
para llevar a cabo dichas amplificaciones se utilizaron cebadores disefiados sobre
secuencias consenso, que fueron obtenidas mediante alineamiento multiple de las
proteinas homdlogas de especies prdéximas, como S. mansoni, S. japonicum 'y

S. haematobium.

Los productos de las amplificaciones con dichos cebadores mostraron un tamafio

compatible con el esperado para los correspondientes cDNAs (Figura 1).

1500-
1250-
1000 -
750 -

500-

Figura 1 - Gel de agarosa al 1 % tefido con bromuro de etidio. Productos
de la amplificacion por RT-PCR de los cDNA de (1) ENO, 1.300 pb; (2)
GAPDH, 1.020 pb; (3) FBA, 1.100 pb; (4) ANX, 1.080 pb y (5) Sh22.6, 570
pb. Se incluyen los correspondientes controles negativos (-).

Los productos de PCR se purificaron a partir de los geles de agarosa, se clonaron
en el vector de secuenciaciéon pSC-A y se secuenciaron en su totalidad. El andlisis por
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) de las secuencias nucleotidicas obtenidas

corroboro la correcta identidad de los cDNAs amplificados.
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El tamafio, en pares de bases, de dichas moléculas y el nimero de acceso con el
que se depositaron en la base de datos GenBank se resumen en la tabla 1, mientras que
las secuencias especificas de estos cDNAs se presentan en la tabla 2. Las
correspondientes secuencias aminoacidicas se obtuvieron utilizando el programa

Translate, disponible en el portal ExPASy (http://www.expasy.org/tools/dna.html), y se

muestran en la tabla 3.

Un primer andlisis bioinformatico de la secuencia de estas proteinas con las
herramientas disponibles en dicho portal mostré que todas ellas carecen de péptido
sefial, de hélices transmembrana y de puntos de anclaje tipo glicosil-fosfatidil inositol

(GPI).

Tabla 1 — Tamafio en pares de bases (pb) de los cDNAs y cédigos de
acceso en la base de datos GenBank

[o]
cDNA Tamafio (pb) N® de acceso

(GenBank)
ENO 1305 EU595759
GAPDH 1017 EU595761
FBA 1092 EU595760
ANX 1080 EU595758
Sb22.6 573 EU595756
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Tabla 2 - Secuencias nucleotidicas completas de los cDNAs codificantes de ENO, GAPDH, FBA,
ANX 'y Sb22.6 de S. bovis.

ENO

ATGTCCATTATAGCGATCCACGCCCGT CAAATTTTCGATAGCCGEEGAAACCCAACAGT TGAGGT GGATTTAAAAACATCTAAAGGT TTATTCC
GCGCTGCCGT TCCAAGT GECGCT TCGACAGGT GT CCATGAGCCTCTTGAGT TACGT GATACCAAGT CAAAGGCT TATATGGGAAAGGGEGTTTT
AACAGCAGT CAGTAATGT GAATACAAT CATTGCT CCAGCT CTAATTCAAAAAAAT AT CCCCGT AACT GACCAAGCAGCTATTGACAGATTTATG
ATTGAACT TGAT GGCACGGAAAACAAGGAAAAACT CGEEECCAAT GCTATAT TGCGAGT ATCT TTGGECT GT GT GCAAAGCT GGT GCAGCT GAAG
CCGGTTTACCTCTCTATAGGTATAT TGCGAAGT TAGCT GGECACGAAAAT GT TATAATGCCTGT CCCAGCATTCAATGT CATTAATGGTGGCAG
CCATGCCGECAACAAGCTAGCCATGCAAGAAT TCATGAT TCTGCCTACTGEGGCCAGCTCTTTCACT GAAGCAATGAAGATCGGT TCTGAGGT G
TACCACAATTTAAAAGCT GTAATCAAACGT GAATATGGAT TGGAT GCGT GCAACGT TGGT GACGAGGGT GGT TTTGCACCGAATATACAGGATA
ATATGAAAGGT CTTCAGCT GCT TGAAGAAGCCATAAAAAT TGCT GGCTATACT GGAAAAAAAGAGAT CGGTATGGAT TGTGCGECTTCTGAGT T
TCACAAGAATGCGAAGTATGATTTGGAT T TCAAGAACCCT CATTCT GCAGAAT CTGCCT GGCT TAGT CCTGAT GCAAT GACAAATGT GTACAAG
GAAATGATAAGCAAATAT CCAATAGT GAGCAT TGAAGAT CCAGT TGAT CAGGAT GAT TGGGAAACAT GGCCTAAACTAACT GCTTCAACAAACA
TTCAAATTGT TGGAGACGAT TTGACT GT TACCAAT CCAAAGCGCAT TAAAAAGGCCATTTCTTCAAAGGCT TGCAATTGTCTTCTTTTGAAAGT
AAACCAGATAGGT TCATTAACCGAGT CCAT TGAGGCT TGCAAGT TAGCACAAAACGCAGGT TGEEGT GTCATGGT TTCACATCGATCTGGT GAA
ACGCGAAGATACTTTCATTGCTGATCTAGT TGT TGGCCT TTGCACT GGACAGATAAAAGCCGGT GCACCATGT CGT TCTGATCGT TTGGCCAAAT
ACAACCAACTTTTACGTATTGAAGAAGAGT TGEGAGCAGCAGCAAAATAT GCCGGGAAAAACT TCCGCCAT CCTAAAAAATAA

GAPDH

ATGT CGAGAGCAAAGGT TGGTATTAACGGT TTCGGT CGTAT CGGGAGACT TGT GCTCCGCGCAGCT TTCCAAAAGAACACCGT GGATATAGI TT
CAGTGAATGACCCCTTCATAAATTTAGAGTACATGGTGTACATGATTAAACGT GATTCCACCCAT GCGGAAT TTTCAAGGCGAGGT GT CGGCAGA
AGACGGAAAATTAAAAGT CAATGGAAAGT TAATATCTGT TCATTTTGAAAGGGAT CCAAGAAACAT CCCAT GGGATAAGGACGGEEECTGAATAT
GTCGTAGAGT CCACTGGAGT CTTTACGACCAT TGATGCAGCTAAAGCT CATACTGAAAATAATCGAGCTAAAAAGGT TATAATATCTGCACCTT
CTGCAGACGCACCCATGTI TCGT TGT TGGT GTGAATGAAAATTCGTACGATAAGT CAATGT CTGTGGT TTCTAATGCATCATGTACAACCAATTG
TTTAGCACCCCTGCCTAAGGT TATTCATGATAACT TCGAAATAGT TGAGGEGCT TAATGACCACT GT GCACT CATTTACGGCTACGCAAAAGGT T
GIAGACGGACCATCTTCAAAAT TATGGCGAGAT GGT CGT GGAGCGAT GCAAAATATCATTCCAGCT TCTACT GGT GCTGCCAAAGCT GTAGGAA
AAGT CATCCCAGCAT TAAAT GGAAAAT TGACGGGAAT GECT TTCCGCGT ACCGACACCGGACGT TTCAGT CGT TGATCTGACAT GCAGATTAGG
GAAGAAAGCTACCTATGATCAAATTAAGGCT GT GGT CAAAGCAGCT GCATCTGGACCAAT GAAGGEGGAT TTTGGAATACAGT GATGATGAGGTC
GICAGT TCGGACTTTATTGGAAATAGCAGT TCATCCATATTTGAT GCGAAGGCT GGGATATCTCTTAACGACAACT TCGT GAAATTAATTTCAT
GGTACGATAATGAGT TTGGATACAGT TGT CGCGTAGT TGATCTCATCACGCACAT GCATAAAGT CGACCATGCATAA

FBA

ATGTCACGATTCCCACCTTACCTAACT GAAGCT CAAGAGAAT GACCT ACGCCGAATCGCTCAAGCTAT TTGTGCTCCTGGT AAAGGAATCCTAG
CAGCT GACGAAAGCACAGCCACGAT GGGTAAAAGGCT TCAACAAAT CGGCGT TGAAAAT AACGAAGAAAAT CGT CGT CTGTACCGCCAGCTACT
TTTTAGT GCTGACCACAAACT GGCCGAAAATAT CTCTGGAGT AATAT TATTTGAAGAGACACT TCATCAAAAGT CGGACGAT GGAAAGACTCTT
CCTACTCTACT GGCCGAACGAAACAT CATACCAGGAAT AAAGGT TGACAAAGGCGT TGT TCCACT TGCAGGCACAGATAAT GAGACAACAACTC
AGGGTCTTGATGATCTTGCTTCACGCTGT GCTGAATATTATAAACT TGGATGCCGCT TTGCTAAGT GECGT TGCGT TTTGAAGATCTCTCCACA
CACACCATCATATCAAGCTATGCTCGAAAAT GCCAATGT ACT TGCACGT TATGCTTCCAT CTGT CAGCAGAATGGT TTGGTACCAATCGI TGAA
CCTGAGGTGCTTCCTGATGGTGATCATGAT TTACTAACT GCTCAAAGAGT AACAGAAGAAGT TTTGECATTCGT GTACAAGGCTTTAGCCGATC
ATCATGT TTATTTGGAAGGAACGCT TTTAAAACCCAATAT GGT CACT GCT GGACAGGECCT GCAAAAAAGCT TACACACCGCAGGAAAATGCTCT
AGCAACT GTGAGAGCCCT TCAGCGCACAGI CCCTCCAGCT GT CCCAGGTATCACAT TTTTATCTGGAGGT CAATCAGAAT TGGACGCTACTAAA
AATCTGAACGAAAT CAACAAGAT TCCGGGACCAAAGCCATGGECACTCACTTTTAGI TTTGGT CGTGCTCTACAGGCTTCAGT TTTAGCCACAT
GGAAGGGAAAGAAAGAAAAT GT TCAT GCGGCT CAGGAAGAGCTAT TGAAAT TGGCCAAAGCAAAT GGT GCTGCT GCAGT TGGCAAAT TTGAAGG
AAATAT GGGAACT GCTTTGCGAGACAAATCATTATTCGT TGCTAATCATGCTTATTAA

ANX

ATGGECTAATGT TTCTGAATTTGGAATAACACGT TCATTAATTCATGCAT TTGATCCACATGGTAAACATTACACACCAACAATTAAACCAACAA
CTGGTTTTTCAGCGT CAGCT GATGCTGAACGATTACATCGAGCTAT GAAAGGT CCAGGCACAGAT GAAACAGCAAT TATCAACATAT TGGECACG
TAGAACAAATTATGAACGT CAAGAATTATGT CGATCATACAAAAGT TTATATAAACAT GAT CTAAAAGACGAT TTGAAAT CGGAGACTAGT GGA
GATTTTCGTAAAGI TTTATGTCAGCTAGI TGT TGATACACCT TATATGT TGGCTAAATCATTATATTATGCAATGAAAGGCT TAGGAACAAATG
ATCGTGTACTTATTGAAATATTTACCACAT TAT GGAAT GATGAAACAAGAGCT GTAGCT GATGCT TATAAACAAGT ACT CAAAGACAAAGGGAT
TGAAGAATCAGAACGT TCATTAGT TACTGATAT GAAAAAAGAAAT AAGCGGT GATTATGAATATGCATTATTGTGT TTAGT TCAAGCTGACCGT
GATGAGATACCAGTATTACAATTGAAAGCAATACCT GAAAAAGGTATCAATTCAATCATTAATCATGAAT TAGCTGAAGCTGATGCTAAAGATC
TATATGCTTCAGGAGT TGGT CGGGT TGGTACTAGT GAAAAACGT AT TACACGGGT TATAT GCAACAGAACACCATATCAATTGTATTTAACATC
TGAAATCTATTTCAAAATGTATGGTAAAACT TTATTGGAACATAT TGAAT CGGAGACAT CAGGT GATTATCGTAAACTTCTTGT TGCTATCTTA
CGATATGCAATCGATCGT CCCGGT CTAAT TGCTGAATGGT TACATGAT TCAATGECTGGT TTAGGAACAAAAGAT TATGCATTAATGCGT TTAT
TAATTACACGT TCTGAGATTGATCTTCAAGATATAATGAATCCATATGAATCAATTTATGGTAAATCATTATTGAATGCAGTAATAGATGATAC
ATCTGGTGATTATCGTCGAACATTATGTGT TCTACT TGGTGAATAA

Sb22.6

ATGTCAACCGAGACGAAAT TGAGT TCAATGGAAGAGT TTAT TAGAGCAT TTTTAGAAAT GGATGCAGATAACAAT GAAAT GATTGATAAACAAG
AATTAATTAAATACT GTCAAAAAAAT CGT TTGGATATGAGAT TGAT CGACCCAT GGATAGCGAGGT TTGATACT GATAAAGATAATAAAATCAG
TATAGAAGAGT TCTGCCGT GGATTCGGT TTAAAAGT AT CAGAAAT TCGACGT GAAAAAGAAGAAT TAAAAAAAGAAAAGGAT GGCAAGGT TTCT
AAACTTCCACCAAATGTTGAAATTAT TGCAGCAACCATGT CAAAAACAAAACAATATGATATATGTCATCAATTTAAAGAATATATTGATAATA
GTAGT CGAACAAATAAT GATATAAAAGAGGT GGCAAATAAAATGAAAACAT TAT TGGATAATACT TATGGTCGT GTATGGCAAGT GGT TATATT
AACTGGT TCATATTGGATGAATTTTTCCCATGAACCATTTTTATCAATACAATTCAAGTATAATAATTATGT CTGT TTAGCAT GGAGAACACCA
TCTCAGTAA
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Tabla 3 — Secuencias aminoacidicas de las proteinas ENO, GAPDH, FBA, ANX y Sb22.6 de S. bovis:
namero de acceso en la base de datos GenBank, numero de aminoacidos (aa), peso molecular en
kDa (PM) y punto isoeléctrico (pl) teéricos.

Proteina

(N° Acceso) Secuencia aa |PM pl

MBI | Al HARQI FDSRGNPTVEVDLKTSKGLFRAAVPSGASTGVH
EALEL RDTKSKAYMSKGVLTAVSNVNTI | APALT QKNI PVTDQA
Al DRFM ELDGTENKEKLGANAI LGVSLAVCKAGAAEAGLPLYR
YI AKLAGHENVI MPVPAFNVI NGGSHAGNKLAMQEFM LPTGAS
ENO SFTEAMKI GSEVYHNLKAVI KREYGL DACNVGDEGGFAPNI QDN
(ACC78611) MKGLQLLEEAI KI AGYTGKKEI GVDCAASEFHKNGKYDL DFKNP
HSAESAW. SPDAMITNVYKEM SKYPI VSI EDPVDQDDVWETWPKL
TASTNI Q VGDDLTVTNPKRI KKAI SSKACNCLLLKVNQ GSLT
ESI EACKLAQNAGANGYMVSHRSGETEDTFI ADLVVGLCTGQ KA
GAPCRSDRLAKYNQLLRI EEEL GAAAKYAGKNFRHPKK

434 | 46,8 | 6,77

MBRAKVG NGFGRI GRLVLRAAFQKNTVDI VSVNDPFI NLEYMV
YM KRDSTHGNFQGEVSAEDGKL KVNGKLI SVHFERDPRNI PWD
KDGAEYVVESTGVFTTI DAAKAHTENNRAKKVI | SAPSADAPNF

GAPDH VVGVNENSYDKSVBVVSNASCTTNCLAPLAKVI HDNFEI VEGLM
(ACC78613) | TTVHSFTATQKVVDGPSSKLWRDGRGAMNI | PASTGAAKAVGK
VI PALNGKL TGMAFRVPTPDVSVVDL TCRL GKKATYDQ KAWK
AAASGPVKG LEYSDDEVWSSDFI GNSSSSI FDAKAGH SLNDNF
VKLI SWYDNEFGYSCRVVDLI THVHKVDHA

338 | 36,6 | 7,68

MSRFPPYLTEAQENDLRRI AQAI CAPGKG LAADESTATMEKRL
QQ GVENNEENRRLYRQLLFSADHKLAENI SGVI LFEETLHQKS
DDGKTLPTLLAERN! | PG KVDKGVVPLAGTDNETTTQGLDDLA
EBA SRCAEYYKL GCRFAKWRCVLKI SPHTPSYQAM.ENANVLARYAS
| CQONGLVPI VEPEVLPDGDHDLL TAQRVTEEVLAFVYKALADH 363 | 39,6 | 7,08
HVYLEGTLLKPNWTAGQACKKAYTPQENALATVRALQRTVPPA
VPG TFLSGGQSELDATKNLNEI NKI PGPKPWAL TFSFGRAL QA
SVLATVWKGKKENVHAAQEEL L KLAKANGAAAVGKFEGNMGTAL G
DKSLFVANHAY

(ACC78612)

MANVSEFG TRSLI HAFDPHCGKHYTPTI KPTTG-SASADAERLH
RAMKGPGTDETAI | NI LARRTNYERQEL CRSYKSL YKHDL KDDL
KSETSGDFRKVLCQLVVDTPYM.AKSL YYAMKGLGINDRVLI El
ANX FTTLWNDETRAVADAYKQVLKDKG EESERSLVTDMKKEI SGDY
EYALLCLVQADRDEI PVLQLKAI PEKG NSI | NHELAEADAKDL 359 | 40,6 | 5,84
YASGVGRVGTSEKRI TRVI CNRTPYQLYLTSElI YFKMYGKTLLE
HI ESETSCDYRKLLVAI LRYAI DRPGLI AEW.HDSMAGL GTKDY
ALVRLLI TRSEI DLQDI MNPYESI YGKSLLNAVI DDTSGDYRRT
LCVLLGE

(ACC78610)

MSTETKLSSMEEFI RAFLEMDADNNEM DKQEL| KYCQKNRLDM
RLI DPW ARFDTDKDNKI SI EEFCRGFGLKVSEI RREKEELKKE

Sb22.6 KDGKVSKLPPNVEI | AATMSKTKQYDI CHQFKEYI DNSSRTNND
(Acc7seos) | | KEVANKMKTLLDNTYGRVWQWVI LTGSYWWNFSHEPFLSI QFK | 190 | 225 | 6,75
YNNYVCLAVRTPSQ
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2. OBTENCION DE LAS PROTEINAS DE S. BOVIS EN FORMA RECOMBINANTE

Una vez conocidas las secuencias de las proteinas ENO, GAPDH, FBA, ANX y
Sb22.6 el siguiente paso fue obtenerlas en forma recombinante. Este objetivo lo
abordamos empleando células procariotas (Escherichia coli) y dos vectores de expresion

diferentes.
2.1. Expresion de la rSb22.6 en el vector p-GEX

En este sistema la proteina recombinante se expresa como proteina de fusiéon con
GST. En las condiciones empleadas, la rSb22.6-GST se expresé tanto en forma soluble
como insoluble y en similares proporciones. La purificacién de la proteina de fusién
rSb22.6-GST se llev6 a cabo a partir de la fraccion soluble del lisado celular mediante
cromatografia de afinidad con glutation. La rSb22.6 se eluy6, tras la digestion con

trombina, obteniéndose pura con un rendimiento de 0,82 mg/L de cultivo (Figura 2).

PM 1 2 3 4
250- S —
150- :
100- !

75- :

— |
50-
. - <«— 1Sb22.6-GST
1

25 - - |
20- =

-_—d r _A_

Figura 2 - Gel de poliacrilamida al 12 % tefiido con azul de coomassie.
Expresion de la rSb22.6-GST en el vector pGEX-4T-1 y células BL21-Codon
Plus. 1 y 2, respectivamente, sobrenadante y sedimento del lisado celular; 3,
resina de Glutatién-sefarosa tras la incubacion con el sobrenadante del lisado
celular; 4, rSb22.6 eluida tras digerir la proteina de fusién con trombina. PM,
marcador de pesos moleculares y valores de éstos expresados en kDa.
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2.2. Expresion de rENO, rGAPDH, rFBA y rANX en el vector pQE-30

En este vector la proteina recombinante se expresa unida a un péptido de seis
histidinas en su extremo amino terminal, de modo que puede purificarse mediante
cromatografia de afinidad en resinas de sefarosa cargadas con Ni2* sin que la afinidad
por el Ni2* pueda verse comprometida por los cambios estructurales de la molécula. Este
sistema permite purificar las proteinas recombinantes tanto en condiciones nativas
como desnaturalizantes, a diferencia de lo que ocurre con el sistema pGEX, en el que la

conformacion de la molécula de GST es determinante para su unidn a la resina.

En las condiciones utilizadas en nuestros experimentos, las proteinas rGAPDH y
rANX se expresaron unicamente en forma insoluble, mientras que rENO y rFBA se

expresaron tanto en forma soluble como insoluble en similar proporcion.

La purificacion de la rENO se intent6 primero en condiciones nativas a partir de
la fraccion soluble del lisado celular. Tras su elucion de la resina de Ni?*, se observaron
signos de degradacion y precipitacién. Estos problemas persistieron a lo largo de varios
intentos adicionales de purificacion en los que se variaron las condiciones de expresion
y purificacion (resultados no mostrados), por lo que, finalmente, se recurrié a purificar
la forma insoluble de la proteina. En consecuencia, las proteinas rENO, rGAPDH y rANX
se purificaron a partir de la fraccién insoluble en condiciones desnaturalizantes y la

rFBA a partir de la fraccién soluble en condiciones nativas.

Para ello, las proteinas insolubles se sometieron a un proceso de solubilizacion
con urea 8 M que fue eliminada progresivamente durante el proceso de purificacion. En
la figura 3 se muestran los resultados de la expresion y purificacion de rENO, rANX y

rGAPDH en estas condiciones.
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Figura 3 — Gel de poliacrilamida al 12 % tefiido con azul de coomassie. Expresion de las
proteinas rENO (A), rtGAPDH (B) y rANX (C) en el vector pQE-30 y células E. coli M15. 1y 2,
sobrenadante y sedimento del lisado celular respectivamente; 3, sedimento solubilizado con
urea 8 M; 4, resina tras la incubacion con la muestra solubilizada con urea 8 M; 5, proteina
eluida. PM, marcador de pesos moleculares y valores expresados en kDa.

La rFBA expresada en forma soluble no presenté ninguno de los inconvenientes
observados con la rENO y fue posible purificarla mediante un sistema de cromatografia

automatizado (AKTA PrimePlus).

La figura 4 muestra el patron de expresion de la recombinante, las fracciones de

rFBA eluida asi como el cromatograma del proceso de purificacion.
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Figura 4 — Gel de poliacrilamida al 12 % tefiido con azul de coomassie. Expresion de
rFBA en el vector pQE-30 y células E. coli M15. 1 y 2, sobrenadante y sedimento del
lisado celular respectivamente; 3, fracciones correspondientes al pico de elucion de la
recombinante; 4, cromatograma de la purificacion en el cual el pico A corresponde a la
inyeccién del sobrenadante del lisado celular y el pico B a la elucién de la proteina. PM,
marcador de pesos moleculares y valores expresados en kDa.
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La tabla 4 muestra el rendimiento final, en miligramos de proteina pura por litro

de cultivo, de la expresion y purificacion de estas proteinas.

Tabla 4 — Rendimiento de las proteinas recombinantes de S. bovis
expresadas en el vector pQE-30 (expresado en mg de proteina pura/ litro

de cultivo).
Proteina Rendimiento
(mg/L)
ENO 2,38
GAPDH 8,0
FBA 9,6
ANX 5,7
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3. INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS DE S. BOVIS Y EL SISTEMA FIBRINOLITICO
DEL HOSPEDADOR

Esta parte del trabajo tuvo como objetivo comprobar si las proteinas
recombinantes obtenidas tienen capacidad para fijar el plasminégeno y, ademas,

verificar si pueden activarlo induciendo la generacién de plasmina.

3.1. Unidn de plasminégeno

Los ensayos de fijacidon de plasmindgeno se hicieron por ELISA y western blot.

Los resultados de la prueba de ELISA muestran que todas las proteinas
recombinantes analizadas fijan plasminogeno y que la cantidad de plasmindgeno que se
une a 0,5pug de proteina aumenta a medida que se incrementa la cantidad de
plasminégeno afiadido a la reaccion, de forma similar a lo que se observa con el extracto

TG, que fue incluido en el ensayo como control positivo (Figura 5).

Las proteinas recombinantes unieron plasminégeno con distinta afinidad: rENO y
rANX mostraron los valores de absorbancia mas altos, superiores a los del extracto TG;
rFBA y rSb22.6 igualaron al extracto TG y rGAPDH mostr6 valores de absorbancia
inferiores al TG. En los pocillos control negativo, inicamente tapizados con BSA, no se

observé union inespecifica de plasminégeno (Figura 5).

En los experimentos de competicidn, la inclusion de 40 mM del analogo de lisina,
€ACA, en la reaccién inhibié casi por completo la unién del plasmin6geno a cada una de

las proteinas ensayadas.

En estos ensayos de inhibicion el ¢éACA se empled rutinariamente a una
concentracion de 40 mM, excepto con la proteina rANX en la que se hizo también una
valoracion del grado de inhibicion de la uniéon del plasmindégeno en presencia de
concentraciones crecientes de €ACA. Como puede verse en la figura 5F una
concentracion de 10 mM de €ACA es suficiente para inhibir totalmente la unién de 0,5 pg

de plasminoégeno a 0,5 pg de rANX.
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Figura 5 — ELISA. (¢) Unién de cantidades crecientes de plasmindgeno a 0,5 pug de rENO (A),

rGAPDH (B), rFBA (C), rANX (D) y rSb22.6 (E). (O) Ensayo de competiciébn en el que se
incluye 40 mM de €ACA durante la incubacion con el plasminégeno. (A) Control positivo, los
pocillos se tapizaron con 1 yg de extracto TG. (x) Control negativo, los pocillos se tapizaron
s6lo con BSA. (F), Ensayo de competicion de la unién del plasminégeno a la rANX con
concentraciones crecientes eACA. Cada punto representa la media * la desviacion estandar de
cuatro pocillos.
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Tras comprobar por ELISA que todas las proteinas recombinantes de S. bovis

unen plasminégeno, pasamos a confirmar dicha interaccién mediante western blot.

La figura 6A muestra las proteinas recombinantes separadas en geles de
poliacrilamida y tefiidas con azul coomassie. Geles similares se transfirieron a
nitrocelulosa y se incubaron con plasminégeno y anti-plasminégeno, revelandose la
unién con un substrato cromogénico. Como se observa en la figura 6B, el plasminégeno
se fij6 a todas las proteinas recombinantes transferidas a la membrana de nitrocelulosa
(tiras 1-5). En la tira control negativo (-), sin recombinante ni plasmindégeno, no se
revelaron uniones inespecificas del anticuerpo anti-plasminégeno a la membrana de
nitrocelulosa. La tira 6 es el propio plasminégeno transferido a la membrana de

nitrocelulosa, que se incluyd en el ensayo como control positivo.
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Figura 6 - A, Gel de acrilamida al 12 % tefiido con azul coomassie y cargado con 1 pug de las
siguientes proteinas: 1, rENO; 2, rGAPDH, 3, rFBA; 4, rANX; 5, rSb22.6 y 6, plasminégeno. B,
Western blot de unién a plasminégeno: —, Control negativo; 1, rENO; 2, rGAPDH, 3, rFBA, 4,
rANX; 5, rSb22.6; 6, control positivo con plasminégeno. PM, marcador de pesos moleculares
expresados en kDa.
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3.2. Activacion de plasmindgeno y generacion de plasmina

En este ensayo investigamos si las proteinas de S. bovis eran capaces de modificar
la activacion del plasminogeno inducida por un activador fisioldgico, como el t-PA, y, al
mismo tiempo, si por si mismas (en ausencia de activador), tienen capacidad para

activar el plasminégeno y generar plasmina.

Para hacer estas comprobaciones, se anadié 1 pg de cada proteina a una mezcla
de plasminégeno con o sin el activador (t-PA), y a continuacién se midi6 la cantidad de
plasmina generada en la reaccién. En paralelo, como proteina control, también se hizo el

ensayo con 1 pg de BSA.

La cantidad de plasmina generada en presencia de t-PA aumento
significativamente con la adicién de rENO, rFBA, rANX y rSb22.6 (Figura 7 A, C, D, E), lo
que indica que estas proteinas potencian la conversion de plasminogeno en plasmina
inducida por el t-PA. Por el contrario, la rGAPDH (Figura 7B) no increment6 de forma
clara el nivel de plasmina inducido por el t-PA. Ninguna de las proteinas mostré
capacidad para activar el plasminégeno por si mismas, puesto que en ausencia de t-PA,

ninguna de ellas originé niveles detectables de plasmina.

En la figura 7 se muestran los diagramas de barras correspondientes a los 60
minutos de reaccion para las proteinas rGAPDH, rFBA y rSb22.6 y los correspondientes a
90 minutos de reaccion para las rENO y rANX. Se han seleccionado estos tiempos porque

en ellos se observé la maxima discriminacién entre los controles positivos y negativos.
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Figura 7 — Ensayo de activacion de plasminégeno. En la columna de la izquierda se
representan la generacién de plasmina a los 90 (A, D) o 60 (B, C, E) minutos de reaccién en
presencia y ausencia de t-PA e incluyendo BSA como control negativo. A la derecha se
representa la generacion de plasmina a lo largo del tiempo, en presencia y ausencia de t-PA e
incluyendo como control negativo pocillos incubados sélo con el sustrato. A, rENO; B,
rGAPDH; C, rFBA; D, rANX; E, rSb22.6. Cada punto representa la media + la desviacién
estandar de cuatro pocillos idénticos.
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4. TITULO Y ESPECIFICIDAD DE LOS SUEROS HIPERINMUNES

La reactividad y especificidad de los sueros hiperinmunes obtenidos frente a cada
una de las proteinas recombinantes se analiz6 antes de ser utilizados en los estudios de

inmunolocalizacion.

Los sueros de los conejos inmunizados con cada una de las proteinas
recombinantes resultaron claramente positivos a los 15 dias de la tercera dosis

presentando todos ellos un titulo de anticuerpos superior a 1/1.600 (Figura 8).

>
o

1,8 - —%-= Control 1,6 1 —*--Control
T 16 A Y © 14
S 14 a-ENO 12 - —A— o-GAPDH
g 12 1 . 1,0 1
g 10 08 1
S 0,8 A |
c 0,6
8 06 =]
S 04 0.4
2 02 02 e e
2 0,0 O S 0,0 S o it S
Q Q Q O N Q Q Q N O
Q Q Q N Q Q Q Q Q Q
N N N Nf\b ,\2?’ N N NS Nf\‘b ,{.’Jq'
c D
3,0 q -%- Control 1,6 —%--Control
= 1,4
E 2,51 . ! —A— Q-
£ —&— g-FBA 12 A a-ANX
) 2,0 1 1,0 A
s 15 08 A
Q
S 1,0 0,6 A
£ 0,5 ol
5 |
! 0,2 1
§ 0,0 an— e 0,0 i ————
Q Q Q N O Q Q N O
Q N Q \ Q Q Q Q S Q
N s N ° i N s N ,\'\b N’,bq’
E
= 1.6 1 -*--Control
1,4 A
N —4—(0-22.6
N 1,2 7
(2]
T 1,04
g 0'8 -
8 06
s 0
o 044
3 02
s O
0,0 |

Figura 8 - Titulacion de los sueros procedentes de conejos inmunizados con cada una de las
proteinas recombinantes, tomados a los 15 dias de la tercera y Ultima dosis antigénica. A,
rENO; B, rGAPDH; C, rFBA; D, rANX; E, rSh22.6.
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Una vez comprobados por ELISA la positividad y el titulo de los sueros
hiperinmunes frente a cada una de las proteinas recombinantes, comprobamos también

su especificidad por western blot.

La figura 9A muestra cada una de las proteinas recombinantes y el extracto TG
separados en geles de poliacrilamida. Estas proteinas y el extracto TG se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se incubaron con los respectivos sueros hiperinmunes.
Como se observa en la figura 9B, dichos sueros reaccionaron intensamente con cada
recombinante (carril a) y también reconocieron especificamente a las correspondientes

isoformas nativas presentes en el extracto TG de los vermes adultos de S. bovis (carril b).

Los sueros control negativo (preinmunes) no reaccionaron con ninguna proteina

recombinante ni con ningin componente del extracto TG (resultados no mostrados).
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Figura 9 — A, Electroforesis de poliacrilamida al 12 % tefiido con azul de coomassie. B, Western blot
en el que cada proteina recombinante (a) junto con el extracto TG (b) se incubaron con el suero
hiperinmune homdélogo. PM, marcador de pesos moleculares expresados en kDa.
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5. EXPRESION TISULAR DE LAS PROTEINAS ENO, GAPDH, FBA, ANX, Y Sb22.6 EN
LOS VERMES ADULTOS Y LAS ESQUISTOSOMULAS PULMONARES

En este apartado se exponen los resultados obtenidos en las pruebas de
inmunofluorescencia llevadas a cabo para la localizacion tisular de las cinco proteinas
estudiadas. Se exponen primero los ensayos realizados en cortes de vermes adultos
incluidos en parafina y, posteriormente, los ensayos con ejemplares enteros, esto es,

esquistosémulas de 6 dias y vermes adultos.

La fluorescencia verde corresponde al marcaje de la actina con Faloidina-Alexa
Fluor 488, que se utiliz6 como fluorocromo de contraste, y la fluorescencia roja al
marcaje especifico de cada proteina con el suero hiperinmune homélogo y con un

anticuerpo anti-conejo marcado con el fluorocromo Alexa Fluor 594.

5.1. Inmunofluorescencia en secciones de vermes adultos

En las secciones de los vermes incubadas con el suero control negativo
(preinmune) se aprecia unicamente la fluorescencia verde correspondiente a la actina

(Figura 10A).

En las secciones incubadas con el suero anti-rENO se observ), ademas de la
fluorescencia verde de la actina, una abundante fluorescencia roja, indicativa de que la
enolasa es expresada profusamente en los tejidos internos, detectandose también en
zonas mas externas y aparentemente superficiales del tegumento de los vermes adultos

(Figura 10B).

De forma semejante, se observa abundante fluorescencia roja en los tejidos
internos de los cortes incubados con los sueros anti-rGAPDH, anti-rFBA y anti-Sb22.6,
asi como en la zona interna de las protuberancias del tegumento. Sin embargo, ninguna
de estas dos proteinas parece expresarse en la superficie externa del mismo (Figuras

10C, 10D y 10F).

Por su parte, en las secciones incubadas con el suero anti-rANX, la abundante
sefial roja indica que la anexina se expresa abundantemente en los tejidos internos y
también en la superficie del tegumento. En la superficie tegumental de los machos la
sefial roja aparece de forma discontinua a modo de parches, mientras que en las

hembras la sefial roja aparece de forma continua en todo el contorno (Figura 10E, ay b).
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5.2. Inmunofluorescencia en esquistosémulas pulmonares

Las esquistosomulas incubadas con el suero preinmune (control negativo)

Unicamente mostraron la fluorescencia verde correspondiente a la actina (Figura 11).

No se evidencié la expresion de ENO, FBA o Sb22.6 en la superficie del tegumento
de estas fases inmaduras (Figura 11). Por el contrario, las esquistosémulas incubadas
con los sueros anti-rANX y anti-rGAPDH mostraron sefial fluorescente roja, que indica la
presencia de anexina y GAPDH en su superficie tegumental. La ANX aparece distribuida
de forma bastante continua y regular por todo el tegumento, mientras que la GAPDH
aparece con un patrén de distribucién mas disperso y puntual (Figura 11). En la figura
11, las imagenes correspondientes a cada uno de los fluorocromos se han presentado
por separado ya que la superposicién de ambas imagenes dificulta la interpretacion de

los resultados.

Figura 10 — Localizacién por inmunofluorescencia y microscopia confocal de las cinco proteinas en
cortes de vermes adultos de S. bovis. A, cortes incubados con suero negativo. B-F, cortes
incubados con los distintos sueros hiperinmunes. Las fotografias de la izquierda muestran
superpuestas las imagenes proyectadas obtenidas con los fluor6foros Alexa Fluor 488 y Alexa
Fluor 594 y las de la derecha muestran las correspondientes imagenes de luz transmitida. Las
flechas indican la sefial fluorescente de la ENO y ANX expresadas en la superficie del tequmento.
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Figura 11 — Localizacion por inmunofluorescencia y microscopia confocal de las cinco
proteinas estudiadas en la superficie de esquistosémulas pulmonares de S. bovis. Se
muestran por separado las imagenes correspondientes a cada fluorocromo.
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5.3. Inmunofluorescencia en vermes adultos enteros

Los ensayos de inmunofluorescencia llevados a cabo en los vermes adultos
enteros confirmaron los resultados previos obtenidos en el estudio de las secciones e
indican que de las cinco proteinas estudiadas, inicamente la ENO y la ANX se expresan

en la superficie del tegumento.

Como muestra la figura 12A, la senal fluorescente roja correspondiente a la ENO
se localiza claramente en el extremo anterior y de forma mas escasa y puntual en la zona
central del cuerpo del verme. En esta misma figura, los recuadros marcados como ay b
muestran con mas detalle la localizacion de enolasa en la superficie externa del
tegumento de los machos, observandose claramente la florescencia roja en el extremo
de las protuberancias y pliegues. En dichas protuberancias también se distinguen las

espinas de actina.

En cuanto a la ANX, los vermes macho incubados con el suero anti-rANX
presentaron un patréon de fluorescencia roja puntual y poco abundante en la zona mas
externa del tegumento, mientras que en las hembras se confirmé una distribucién

bastante mas abundante (Figura 12D).

Por su parte, los ensayos para determinar la localizacion de la GAPDH, FBA y
Sb22.6 en el tegumento de los vermes adultos mostraron tUnicamente fluorescencia
verde debida a la presencia de actina, sin revelarse ninguna reactividad roja especifica

(Figuras 12B, Cy E).

En conjunto, estos ensayos sefialaron que, de las cinco proteinas estudiadas, s6lo
la ENO y la ANX son expresadas la superficie del tegumento, posibilitando su interaccion
con los componentes de la sangre del hospedador, motivo por el cual ambas moléculas
fueron seleccionadas para llevar a cabo estudios adicionales cuyos resultados se

describen mas adelante.
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Suero Anti-Sb22.6

Figura 12 — Localizaciéon por inmunofluorescencia y microscopia confocal de las proteinas en la
superficie de los vermes adultos de S. bovis. En la fila superior se muestran las imagenes
proyectadas y en la inferior las correspondientes imagenes de luz transmitida. Las flechas indican la
sefial fluorescente de la ENO y ANX expresadas en la superficie del tegumento.

Luz visible
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6. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA ENOLASA DE S. BOVIS

Los ensayos anteriores han demostrado que la enolasa de S. bovis es una molécula
con actividad profibrinolitica y que, ademas, es expresada en la superficie de los vermes,
en contacto con la sangre, condiciones ambas necesarias para que pueda actuar como un
receptor fisiolégico del plasmindgeno y participar asi en la activacion del sistema
fibrinolitico del hospedador. Teniendo en cuenta el interés de esta molécula en las
relaciones S. bovis-hospedador, se llevaron a cabo estudios adicionales de
caracterizacién molecular e identificaciéon de los motivos de secuencia que intervienen

en la unién con el plasminégeno.

6.1. Analisis bioinformatico de la secuencia de la ENO

La secuencia aminoacidica de la enolasa de S. bovis se alined, utilizando el
programa ClustalW 2.0, con las secuencias de enolasa de 11 organismos préximos: dos
especies de Schistosoma (S. mansoni y S. japonicum), otros dos trematodos (Fasciola
hepatica y Echinostoma caproni), dos cestodos (Taenia asiatica y Echinococcus
granulosus) y cinco nematodos (Brugia malayi, Onchocerca volvulus, Anisakis simplex,

Caenorhabditis elegans 'y Trichinella spiralis).

Los resultados de dicho alineamiento se muestran en la tabla 5 y en las figuras 13
y 14. En todos estos organismos la enolasa es una proteina altamente conservada, con
minimas variaciones en el tamafio (entre 431 y 437 aminodacidos), y con un porcentaje

de identidad de secuencia respecto a la enolasa de S. bovis entre el 70 y el 93 % (Tabla

5).
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Tabla 5 - Porcentaje de identidad de secuencia entre la ENO de S. bovis y las enolasas
de otros helmintos. Tamafio (nUmero de aminoéacidos) y cddigo de acceso en la base de
datos UniProt de las enolasas incluidas en el alineamiento de la figura 13.

Especie N° acceso N° aminoacidos % de identidad
S. bovis B2LXU1 434 -
S. mansoni Q27877 434 93
S. japonicum P33676 434 88
F. hepatica B3CJ61 431 80
E. caproni A1J8J9 431 80
T. asiatica Cov487 433 73
E. granulosus DOVLV3 433 75
C. elegans Q27527 434 74
T. spiralis Q967U0 437 72
B. malayi A8PFE3 436 71
O. volvulus Q7YZX3 435 70
A. simplex Q8MU59 436 70

La figura 13 muestra que en estas 12 enolasas estan perfectamente conservados
los siguientes motivos: (i) los 4 aminoacidos que constituyen los sitios de uniéon a Mg2+
(S, D, E, D; en la ENO de S. bovis en las posiciones 37, 245, 294, 321); (ii) los 7
aminodacidos que forman el sitio de unidn al sustrato, el 2-fosfoglicerato (H, E, K, H, R, S,
K; en la ENO de S. bovis en las posiciones 158, 210, 346, 374, 375, 376, 397); y (iii) los 14
aminodacidos que forman el dominio firma de la enolasa (LLLKVNQIGSLTES, en S. bovis

posiciones 341-354).

Por su parte, el filograma derivado de este alineamiento (Figura 14) muestra que
las enolasas de estos 12 organismos se agrupan en dos grandes clados correspondientes,
por una parte, a trematodos+cestodos (99 %) y, por otra, a la mayoria de los nematodos

(99 %).
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S. bovi s QDDVETWPKLTASTNI Q VGRDLTVTNPKRI KKAI SSKACNJLLLKVNQ GSLTEY EAC 358
S. mansoni CQDDVWETWPKLTSSTNI Q VEBDL TVTNPKRI KQAI ASKACNALLLKVNQ GSLTES] EAC 358
S.japoni cum QDDWDAWPKLTASTNI Q VGRDLTVTNPKRI EKAI KVKACNJLLLKVNQ GSI TEY EAC 358
F. hepati ca QDDWPAWTKLTGECKI Q VGRDLTVTNPLRVQKAI DQKACNJLLLKVNQ GSVSEY KAC 357
E. capr oni CQDDWPAWTKL TGECKI Q1 VARDL TVTNPLRVQKAI DQKACNALLLKVNQ GSVTES QAC 357
T.asiatica QDDWAAWTAFNAKAG Q VGRDLTVTNPERVQQAI DKKACNALLLKVNQ GSVTEY KAC 358
E. gr anul osus CQDDWAAWTEFNAKAG Q1 VABDL TVTNPERVQQAI DRKACNALLLKVNQ GSVTES| KAC 358
B. mal ayi QDDVENWTKALANTHI Q VGRDLTVTNPKRI AMAAEKKACNJLLLKVNQ GSVTES DAA 360
O vol vul us EDDVHNWPKGLAKTNI Q VARDL TVPNPKRI ALAAEKKACNALLLKVNQ GSVTEY DAA 359
A. si npl ex QDDVENWTKFKSTLNI QLVGRDLTVTNRERI QVAI DKKACDALLLKVNQ GSVTEY EAA 360
C. el egans CQDDVWDNWGKFHGATS! QLVARDL TVTNPKRI QTAI DKKSCNALLLKVNQ GSVTES| EAA 358
T.spiralis QDDVWDNWAKMCSELKI Q VGRDLTCTNPKRI QQAI DKKACNTILLLKVNQ GSVTEY QAC 360
:*** * **:****** .* *: * *:*: **********::***.*.
S. bovi s KLAONAGNGVMVSHRSGETEDTFI ADLVWGAELCTGQ KAGAPCRSDRLAKYNQLLRI EEEL 418
S. mansoni KLAQDSGNGVMYSHRSSETEDTFI ADLVWGLCTGQ KTGAPCRSDRLAKYNQLLRI EEEL 418
S.j aponi cum KMAQKAGWGVMVSHRSGETEDNFI ADLVWGAELCTGQ KTGAPCRSERLAKYNQLLRI EEEL 418
F. hepatica KMAQEAGNGVMYSHRSSETEDNFI ADLVWGLRTGQ KTGAPCRSERLAKYNQLLRI EEDL 417
E. capr oni KMAQSAGNGVMVSHRSGETEDNFI ADLVWGAELRTGQ KTGAPCRSERLAKYNQLLRI EEDL 417
T.asiatica KMSRAAGNGYVMYSHRSSETEDSTI ADI WGELRTGQ KTGAPCRSERLAKYNQLLRI EEEL 418
E. granul osus KMSRAAGNGVMVSHRSGETEDSTI ADI WGAELRTGQ KTGAPCRSERLAKYNQLLRI EEEL 418
B. mal ayi NLARKNGWNGVMYSHRSSETEDTFI ADLVWGLATGQ KTGAPCRSERLAKYNQ LRI EEEL 420
O vol vul us NLARKNGAGVMVSHRSGETEDTFI ADLVWGAELAAGQ KTGAPCRSERLAKYNQ LRI EEEL 419
A. si npl ex KLARANGWGVMYSHRSSETEDTFI ADLVWGLAVGQ KTGAPCRSERLAKYNQLLRI EEEL 420
C. el egans KL SRANGWGVMVSHRSGETEDTFI ADLWGAELATGQ KTGAPCRSERLAKYNQLLRI EEEL 418
T.spiralis Q_SRKNG/‘GVM\/SHRSII'EDTFI ADLWGLATGQ KTGAPCRSERLAKYNQLLRI EEEL 420
o *************** *** * k k% .**** ****** ******* ***** *
S. bovi s G - AAAKYAGKNFRHPKK 434
S. mansoni G - TAAKYAGKNFRHPKV 434
S.japoni cum G - STAKYAGKHFRHPQ 434
F. hepatica G - GAAKYAGENFRRP- - 431
E. caproni G - SAAKYAGENFRRP- - 431
T.asiatica G - FKAVYAGEHFRNPL- 433
E. gr anul osus G - PKAVYAGEHFRNPL- 433
B. nal ayi G - SAAl YAGQKFRNPQA 436
O vol vul us G - SAAVYAGQKFRNPQA 435
A si mpl ex G - SAAVYAGEKFRNPQA 436
C. el egans G- - ADAVYAGHNFRNPQV 434
T.spiralis ERQA AKYAGENFHNPQ 437
* *** *: .
Figura 13 - Alineamiento mdltiple de la secuencia de las enolasas de S. bovis y de otras dos

especies de esquistosomas, otros dos trematodos, dos cestodos y cinco nematodos. Los
aminoacidos conservados en las doce secuencias se indican con un asterisco, con 2 puntos se
senalan las sustituciones conservativas y con un punto las semi-conservativas. Los motivos de union
a Mg se indican en sombreado negro, el dominio firma de enolasa se indica dentro de un recuadro
y los motivos implicados en la union al sustrato se sombrean en gris.
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Figura 14 — Filograma obtenido a partir del alineamiento multiple de las enolasas de los
12 vermes incluidos en la figura 13.

La prediccion de la estructura secundaria y el modelado tridimensional de la ENO
de S. bovis se llevé a cabo utilizando el servidor Swiss-Model y la a-enolasa humana
(P06733) como molde, por ser ésta la enolasa con estructura 3D conocida con la que
presenta una mayor identidad (74,48 %). El modelo tridimensional resultante se
muestra en la figura 154, junto con la de la enolasa de la superficie de Streptococcus
pneumoniae (SpSEN, Q97QS2), con la que presenta caracteristicas estructurales y
funcionales similares. La enolasa de S. pneumoniae se expresa en la superficie
bacteriana, donde desempefia un papel fundamental para la diseminacion de las
bacterias ya que participa en la degradaciéon de la matriz extracelular a través de la
fijacion y activacién del plasminogeno. En dicha interaccion se ha demostrado que
interviene el motivo interno de unién a plasminégeno, FYKERKVY (Bergmann et al.,

2003; Ehinger et al,, 2004; Cork et al., 2009).

Como muestra la figura 15A, la ENO de S. bovis, al igual de la SpSEN, es una
estructura dimérica formada por dos subunidades idénticas orientadas de forma
antiparalela. Cada unidad (coloreadas en azul y verde, respectivamente) presenta la
estructura tipica de las enolasas, constituida por un dominio amino terminal pequeifio
(de color oscuro) formado por 3 laminas 3 seguidas de 4 hélices o ($30t4) y un dominio
carboxilo terminal de mayor tamano (de color claro) con una estructura de barril
formada por 8 laminas B y 8 hélices a (BBaa(Ba)s). En esta figura se sefalan los

aminodacidos que intervienen en la unién a magnesio, la posiciéon del dominio firma, de
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los dominios de unién al sustrato y del motivo de unién a plasminégeno identificado en
el array de péptidos descrito en el siguiente apartado. En la figura 15B se ha
representado la superficie molecular del dimero de la ENO de S. bovis donde puede
observarse que este motivo de unién a plasminogeno se localiza en posiciones accesibles

en los dos mondmeros de la molécula (en rojo).

Dominio
¥ firma

a Mg?* a 2pPG EFHKNGKYDLDF FYDKERKVY
B)

EFHKNGKYDLDF

Figura 15 — A, Modelos tridimensionales (3D) de las enolasas de S. bovis ngENO) y
S. pneumoniae (SpSEN); los aminoéacidos del centro activo que unen Mg~ se han
representado con bolas y bastones rojos y los que intervienen en la union del sustrato (el 2-
fosfoglicerato, 2PG) con bastones de color naranja; el dominio firma de la SbENO se ha
coloreado de rosa y los dominios de unién a plasmindgeno se resaltan en negro. B, Prediccion
de la superficie molecular de la SbENO; sefialada en rojo la localizacién del dominio interno de
unién a plasmindgeno y en blanco los residuos de las lisinas carboxi-terminales.
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6.2. Identificacion de los motivos de uniéon a plasmindgeno en la secuencia de la

enolasa

Con el objeto de identificar en la secuencia de la enolasa a los aminoacidos que
intervienen en la unién a plasmindgeno se construyé un array de 141 péptidos, de 15

aminoacidos cada uno, que representaba la secuencia completa de la proteina.

El screening del array con plasmindgeno permitio identificar dos péptidos
consecutivos, correspondientes a los spots 83 y 84, que unian plasminégeno de forma
especifica (Figura 16A). Las secuencias de estos péptidos son AASEFHKNGKYDLDF y
EFHKNGKYDLDFKNP, con una secuencia comun de 11 aminoacidos,
250EFHKNGKYDLDF?2¢1, que en su totalidad o en parte sera la responsable de la unién del

plasminégeno a la enolasa.

Como puede observarse en la membrana control de la figura 16B, el anticuerpo
anti-plasmindégeno se uni6 inespecificamente a otros péptidos (spots) del array. Por el
contrario, no se produjo ningun tipo de unién inespecifica del anticuerpo secundario a la

membrana (no mostrado).

Se observa también que, a diferencia de lo descrito en otros receptores de
plasminégeno de la superficie celular, las dos lisinas del extremo carboxilo terminal
(correspondientes al spot nimero 141) de la enolasa de S. bovis no intervienen en la

unién de plasminégeno.

Figura 16 — Array de péptidos de la ENO de S. bovis. A, membrana incubada con 10 pug/mL de
plasmindgeno y revelada con sustrato quimioluminiscente; B, membrana control incubada Unicamente
con el tampon diluyente, sin plasminégeno. Cada spot se corresponde con un péptido de 15
aminodcidos. En el recuadro blanco se sefialan los péptidos 83 y 84 a los que se ha unido el
plasminégeno.
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Tras su identificacion en la secuencia de la enolasa de S. bovis, el motivo interno
de unién a plasmindégeno se compard con el de las enolasas de otros organismos,
concretamente S. pneumoniae, S. pyogenes, Leishmania mexicana y Homo sapiens (a-
enolasa) (Tabla 6). La secuencia de la ENO de S. bovis mostr6 la mayor identidad con el
de la enolasa humana (74 %) y la menor con los de los Streptococcus sp. (48 %).
Unicamente las enolasas de S. bovis, S. pneumoniae y S. pyogenes cuentan con dos lisinas
carboxi-terminales, a las que inicialmente se atribuy6 la capacidad de la enolasa para

unir plasmindgeno es estos organismos (Bergmann et al,, 2001).

Tabla 6 — Motivos internos de unién a plasminégeno en la enolasa de S. bovis y en las enolasas de
distintos organismos. % de identidad respecto a la secuencia de ENO de S. bovis. Se han sombreado
en gris las secuencias que intervienen en la unidon de plasminégeno y en negrita, se resalta la
secuencia minima unidora de plasminégeno de S. bovis deducida tras el alineamiento. Se indican los
aminoacidos del extremo carboxilo terminal, destacandose en negrita los residuos de lisina.

Especie Motivo interno CE-'z(et:;Tn(;I % Identidad | N° de acceso
S. bovis EFHKNGK- YDLDF KK - - B2LXU1
S. pneumoniae EFYDKER- - KVYDY KK 48 % Q935W7
S. pyogenes EFYDKER- - KVYDY KK 48 % P69949
L. mexicana EAYDAERKMYNL TF WA 60 % Q3HL75
H. sapiens EFFRSGK- - YDLDF AK 74 % P06733

Parte de los estudios llevados a cabo con la enolasa han sido publicados en el siguiente articulo (ver
anexo):

de la Torre-Escudero, E., Manzano-Roman, R., Pérez-Sanchez, R., Siles-Lucas, M. & Oleaga, A. (2010).
Cloning and characterization of a plasminogen-binding surface-associated enolase from Schistosoma bovis.
Veterinary Parasitology, 173: 76-84.
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7. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA ANEXINA DE S. BOVIS

Al igual que la enolasa, la anexina de S. bovis mostro actividad fijadora de
plasmindgeno y expresion en la superficie de los vermes, lo que le permite entrar en
contacto con la sangre del hospedador y la convierte en un potencial regulador de sus

respuestas hemostaticas.

Por este motivo y dado su interés, se han efectuado estudios adicionales para su
caracterizacién molecular y funcional. En concreto, se han comparado in silico su
secuencia y estructura con las de determinadas anexinas de otros organismos que son
conocidas por poseer actividad anticoagulante y profibrinolitica, como las B1 y B2 de T.
solium y las A2 y A5 humanas, y se ha analizado experimentalmente la actividad anti-

coagulante de esta proteina.

7.1. Analisis bioinformatico de la secuencia de la ANX

En primer lugar se ejecut6 la busqueda en las bases de datos de proteinas
homodlogas a la ANX de S. bovis. En SWISS-Prot se encontraron los mayores porcentajes
de identidad con las anexinas de S. mansoni (Q9XY89) y S. japonicum (Q5DFR2),
mostrando una identidad de secuencia del 91 y 86 %, respectivamente. A continuacion,

en la base de datos SchistoDB (http://www.genedb.org) se encontraron, ademas de la ya

mencionada Q9XY89 (equivalente a la Sm 074150 en SchistoDB), otras 13 secuencias de
anexinas de S. mansoni, aunque con porcentajes de identidad sensiblemente menores,

entre el 37 al 23 % (Tabla 7).
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Tabla 7- Anexinas identificadas en el género Schistosoma. % de identidad con la
anexina de S. bovis.

Especie Cadigo . '\,lo. %
aminodcidos identidad
S. bovis B2LXUO 359 -
S. japonicum Q5DFR2 359 86
smporazso % o1
Smp_045560 331 37
Smp_162160 344 37
Smp_077720 340 34
Smp_045550 487 34
Smp_074140 287 33
S. mansoni Smp_146690 706 32
Smp_164100 352 29
Smp_045500 545 28
Smp_077880 349 27
Smp_045490 508 25
Smp_155580.1 398 24
Smp_155580.2 398 24
Smp_146680 849 23

Tras la identificacién de las secuencias homologas en otros esquistosomas, se
comparo la estructura y la secuencia de la ANX de S. bovis con las de las anexinas B1 y B2
de T. solium y A5 y A2 humanas, que poseen actividades profibrinoliticas y/o

anticoagulantes.

Este analisis mostré, primero, que la ANX de S. bovis presenta unos porcentajes
de identidad del 42 % y 36 % con las anexinas B1 y B2 de T. solium y del 37 y 32 % con
las A5 y A2 humanas y, en segundo lugar, que la ANX de S. bovis presenta las
caracteristicas estructurales tipicas, muy conservadas en los miembros de la familia de

las anexinas (Figura 17).

En la ANX de S. bovis dicha estructura consistié en un dominio central conservado
de 309 aminodcidos y un dominio amino terminal variable de 50 aminoacidos. El
dominio central contenia a su vez cuatro repeticiones, tipicas de la superfamilia, cada
una de ellas de 52 a 60 aminoacidos, que se correspondian con los segmentos 51-103,
123-183, 229-281 y 304-356. En cada repeticién se encontraron sitios de unién a Ca2*

de tipo II y III, que se corresponden, respectivamente, con los residuos sombreados en
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amarillo o los subrayados (Figura 17). Los dominios de unién a Ca2+* de tipo Il mostraron
la tipica secuencia M-K/R-G/R-X-G-T-(38 residuos)-D/E, y los de tipo III la secuencia
conservada G-X-G-T-D/E.

La secuencia de la ANX también mostr6 el motivo KGLGT en la repeticion II del
dominio central, que esta presente en las anexinas B1 de T. solium y A2 humana
(indicado con un recuadro en la figura 17). En esta ultima, este motivo, junto con el
aspartico 162 (D162), son los responsables de la interaccion de la anexina con los

fosfolipidos de la superficie celular (Hajjar y Krishnan, 1999).

La ANX de S. bovis posee igualmente el motivo 100LCQL103/114S[,115 que es similar
a la secuencia 8LCKLSL!3 de la anexina humana A2 y al motivo 38LCK*0/69SL70 de la
anexina B2 de T. solium (indicados en rojo en la figura 17). En la anexina humana A2 este
motivo es el responsable de la interaccion con el t-PA (Hajjar et al., 1998). En el modelo
3D de la anexina humana A2 (figura 18), este ultimo motivo no aparece sefialado ya que
el modelo de esta molécula se generd a partir del aminoacido 32 y, por lo tanto, no

incluye el segmento amino terminal que contiene dicha secuencia.

Una diferencia importante de la ANX de S. bovis y las B1 y B2 de T. solium con las
anexinas humanas, es la existencia de un fragmento de secuencia adicional en la zona de
unién entre las repeticiones Il y III (Figuras 17 y 18). Este fragmento es una

caracteristica que se ha encontrado Unicamente en las anexinas de parasitos.

Como se observa en las figuras 17 y 18 la prediccion de las estructuras
secundaria y terciaria, obtenidas con el programa SwissModel, mostr6 que la anexina de
S. bovis esta formada principalmente por hélices o, aunque contiene también 4 laminas
B. La figura 17 muestra que los 4 dominios repetidos y las hélices a coinciden en las 5
secuencias, de manera que las estructuras secundaria y terciaria de las cinco anexinas
analizadas estan muy conservadas a pesar de que los porcentajes de identidad de

secuencia primaria sean bajos.

En el modelo tridimensional de la anexina de S. bovis y la A2 humana, las cuatro
repeticiones se pliegan formando una estructura discoidal, con una superficie
ligeramente convexa, en la cual se localizan los dominios de unién a Ca%*, mientras que
los extremos amino terminal y carboxilo terminal se encuentran en el lado opuesto

(Figura 18).
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SbANX MANVSEFGITRSLIHAFDPHGKHYTP-----TIKP TTGFSASADAERLHRAMKGPGT?5
ANX_B1_Ts  ------ MAYCRSLVHLYAPNGEKYKP-----TITP TPGFSPTADAEHLKRAMRGINER 49
ANX_B2_Ts  -—--- MAKNTRSPSQYFDCNGKPFRP-----TLKP NPNFDVNADVEAKSMRCWGTDEE 50
ANX_A2_Human ------ MSTVHEI LCKLSLEGDHSTPPSAYGSVKAYTNFDAERDALNIETAIKTKGVDEV 54
ANX_A5_Human ------ MAQVLR------=-=-mmmmo GTVTD FPGFDERADAETLRKAMKGLE&HB6

LEOORL L R
Repeticion de anexina |
SbANX AIINILARRTNYERQELCRSYKSLYKHDLKDDLKS ETSGDFRKMCOLVVDTPYMLAKL 115
ANX_B1 Ts AlIIDILGNRTSAERMAIRDAYPSISSKTLHDALTS ELSGKFRRFALLLIQSPWQVMAEAL 109
ANX_B2_Ts TITKILGKRTSEERLQIV SLYKQKYGRELAHDLDGDLKGHFRDCTILLTEDPIYLMAKSL 110
ANX_A2_Human TIVNILTNRSNAQRQDIAFAYQRRTKKELASALK@LSGHLETLILGLLKTPAQYDASEL 114
ANX_A5 Human SILTLLTSRSNAQRQEISAAFKTLFGRDLLDDLKSELTGKFEKLIVALMKPSRLYDAYEL 96

sk % * * * %

FokoRLk Ko
Repeticion de anexina Il

SbANX YYAMKGLG[T __ NORVLIEIFTTLWNDETRAVADAYKQVLKDKGIEESERSLVTDMKKEISGE 1
ANX_B1_Ts YDAMKGAGT _ KERVLNEIAGCSKDDIPQLKKAFEEVSGGETLDDA------- IKGDTSGD 1 62
ANX_B2_Ts YYAMKGYGT _ NENTIIEIIVGCTNEEINKLKQFYIYVLRDKGIKDPKRTLETDIRTETTGY 170
ANX_A2_Human KASMKGLGTDEDSLIEIICSRTNQELQEINRVYKEMYKTD-------- LEKDIISDTSGD 1 66
ANX_A5 Human KHALKGAGTNEKVLTEIIASRTPEELRAIKQVYEEYGSS-------- LEDDVVGDTSGY 148

PR

sekk kk oo 0 kke .

SbANX YEYALLCLVQADRDEIPVLQLKAIPEKGINSIINH ELAEADAKDLYASGVGRVEEKRI 235
ANX_B1_Ts  YREALLLALAGQADEPQAMQLKNLTPSTLSQVVNRGLAETDAKELYACGEGRPEEBRF 222
ANX_B2_Ts  FCKMLLQLLKGDIPDPTPEQLRTIQQKGGDLMVNQKEVTAAVKQIVEALAKPKNSTNSVL 230
ANX_A2_Human FRKLMVALAKGR------------- RAEDGSVIDY ELIDQDARDLYDAGVKRKGTBKW 213
ANX_A5_Human YQRMLVVLLQAN------------- RDPD-AGIDE AQVEQDAQALFQAGELKWGTDEEKF 194

Repeticién de anexina lll
SbANX TRVICNRTPYQLYLTSEIYFKMYGKTLLEHIESET SGDYRKLLVAILRYAIDRPGLIAEW 295
ANX Bl Ts MRPIVNRSFLQLNATNEAYNRAYGHPLIDAIKKET SRDLEDFLITRVRYATDRASLFAEL 282
ANX_B2_Ts LNAFQHKNVWEIAAMDKEYKKASGKGLISAISEAV EGEFGTLLMAMVQHAVDRPKFYSEA 290
ANX_A2_Human ISIMTERSVPHLQKVFDRYKSYSPYDMLESIRKEXKGDLENAFLNLVQCIQNKPLYFADR 273
ANX_A5_Human ITIFGTRSVSHLRKVFDKYMTISGFQIEETIDRET SGNLEQLLLAVVKSIRSIPAYLAET 254

* . *

Repeticién de anexina IV
SbANX LHDSMAGLGT__ KDYALMRLLITRSEIDLQDIMNPYESIYGKSLLNAVIDDTSGDYRRTLCV 35
ANX Bl Ts LHFAMRGAGT __ KDSTLQRVLALRADTDLGSIKEKYAELYGETLEAAIKGDTSGDYEALCLR 34
ANX_B2_Ts LYQSMVGQGT RLCFLLMRVLILRSEIDLLDIKETFDKDH-KSLAEWIKGETSGYYEQLLLA 33
ANX_A2_Human LYDSMKGKGTREKVLIRIMVSRSEVDMLKIRSEFRKYGKSLYYYIQQDTKGDYQKALLY 333
ANX_A5_Human LYYAMKGAGTDDHTLIRVMVSRSEIDLENIRKEFRKNFATSLYSMIKGDTSGDYKKALL143

ke ook ok kk ok ok kee ke ke ok . ok ok kok

Identidad (%)

SbANX LLGE— 359 -
ANX_B1_Ts  LIGPA- 347 42
ANX_B2_Ts  LLNES- 354 36
ANX_A2_Human LCGGDD 339 32
ANX_A5_Human LCGEDD 320 37

Figura 17 - Alineamiento de la anexina de S. bovis (B2LXUO) con las anexinas B1 (Q9XZL9) y B2
(Q52MU2) de T. solium y las humanas A2 (P07355) y A5 (P08758), incluyendo prediccién de
estructura secundaria. Los aminoacidos conservados se han marcado con asterisco; las
substituciones conservativas y semiconservativas estan indicadas con dos o un punto,
respectivamente. Las hélices a se han sombreado en gris y las laminas 3 en verde. Los cuatro
dominios repetitivos se han marcado con una linea en la parte superior de la zona conservada. El
sombreado amarillo corresponde a los dominios de unién a Ca2+ de Tipo Il, mientras que los de Tipo
[ll se muestran subrayados. Los dominios de union a t-PA de la anexina humana A2, de la ANX de S.
bovis y de la B2 de T. solium se han resaltado en rojo. El dominio de unién a fosfolipidos identificado
en la ANX A2 humana se encuentra recuadrado.
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O ca?t

Secuencia adicional

ANX ANX A2

Figura 18 - Modelos tridimensionales de la anexina de S. bovis y la A2 humana. Se ha coloreado en
negro la region N-terminal variable; los dominios repetidos |, Il, lll y IV se muestran en rojo, amarillo,
naranja y azul, respectivamente. La secuencia adicional en la zona de union de las repeticiones Il y
I, exclusiva de las anexinas de parasitos, se ha coloreado en verde. Los motivos de unidn a calcio se
indican con puntos de color verde.

7.2. Actividad anticoagulante de la rANX

Los dos ensayos empleados para evaluar la actividad anticoagulante de la anexina
de S. bovis, Tiempo de Protrombina (TP) y Tiempo de Tromboplastina Parcial activada
(TTPa), determinan el tiempo transcurrido hasta el inicio de la formacion del coagulo.
Los resultados del ensayo TP se pueden expresar en tiempo o como porcentaje de la

actividad normal.

Ambos ensayos mostraron diferencias significativas (p < 0.01) entre las muestras
de plasma que contenian rANX y los controles (con BSA en lugar de rANX o solamente
con el tampon en que se encuentra disuelta la proteina). Entre los dos tipos de muestras

control, BSA o tampdn, no hubo diferencias significativas (Figura 19).

En el ensayo TP, el porcentaje de actividad en las muestras con rANX fue menor
que en los controles y esta actividad disminuy6 claramente a medida que aumentaba la
concentracion de anexina. Esta diferencia es estadisticamente significativa (p < 0.01),
respecto de la actividad normal registrada en las muestras control, en las muestras que
contienen una concentraciéon de 80 pg/mL de anexina. [gualmente, cuando se determiné

el tiempo de coagulacién en este ensayo, se observd que la rANX tiene un efecto
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inhibitorio de la coagulacién, prolongadndose el tiempo a medida que aumenta la
concentracion de rANX en la muestra. Este tiempo fue significativamente mayor a partir

de concentraciones de rANX iguales o superiores a 60 ug/mL (Figura 19A).

En los ensayos de TTPa, la rANX mostr6 un efecto anticoagulante
considerablemente mas potente, puesto que los tiempos de coagulacién se
incrementaron significativamente (p <0.01) a partir de concentraciones iguales o

superiores a 10 ug/mL de proteina recombinante (Figura 19B).
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Tiempo de Tromboplastina (TTPa)

34 - *
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Figura 19 — Ensayos de coagulacion en muestras de plasma con concentraciones crecientes
de rANX (0-80 pg/mL). A, Tiempo de protrombina (TP) expresado en porcentaje de actividad y
en segundos. B, Tiempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa) expresado en segundos.

(m) rANX, (O0) BSA y (m) buffer. Cada punto corresponde a la media de dos réplicas * la
desviacion estandar. Este experimento se repitio dos veces. * p < 0.001.

Los resultados de los estudios llevados a cabo con la anexina han sido publicados en el siguiente articulo
(ver anexo):

de la Torre-Escudero, E., Manzano-Roman, R,, Siles-Lucas, M., Pérez-Sanchez, R., Moyano, J.C., Barrera, [. &
Oleaga, A. (2012). Molecular and functional characterization of a Schistosoma bovis annexin: Fibrinolytic
and anticoagulant activity. Veterinary Parasitology, 184: 25-36.
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8. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA rSb22.6 Y VALORACION DE SU UTILIDAD
COMO ANTIGENO PARA EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR S. BOVIS

Otra de las proteinas sobre la que se realizaron estudios adicionales fue el

antigeno 22.6 de S. bovis.

En primer lugar se analizaron su secuencia y su estructura secundaria y terciaria,
comparandolas con las de sus proteinas homdlogas en S. haematobium, S. mansoni y S.
japonicum y con las de otros helmintos. En segundo lugar se investigd su actividad
anticoagulante debido a que su homoéloga en S. mansoni (Sm22.6) presenta actividad
inhibidora de la trombina. Por dltimo, dado que determinadas caracteristicas de la
molécula Sb22.6, como son su antigenicidad, ausencia de residuos glicanicos y escasa
homologia con otras proteinas parasitarias, sugerian su posible utilidad como antigeno
para el diagnéstico de la infecciobn por S. bovis, en consecuencia evaluamos y
demostramos dicha utilidad enfrentando la proteina recombinante (rSb22.6), por ELISA,

con un panel de sueros de animales infectados experimentalmente y de forma natural.

8.1. Analisis bioinformatico de la secuencia de Sb22.6

El analisis in silico de la secuencia aminoacidica de la Sb22.6 evidenci6 la
presencia de dos dominios “EF-hand” localizados en el extremo amino terminal de la
proteina (correspondientes a los aminoacidos 12-39 y 50-71), asi como un dominio tipo
cadena ligera de dineina situado en el extremo carboxilo terminal (residuos 100-187)

(Figura 20).

En este caso fue necesario realizar un modelado de novo de la estructura
tridimensional de la molécula con el servidor SwissModel, debido a la ausencia de
moléculas caracterizadas por Cristalografia de Rayos X o RMN en la base de datos
Protein Data Bank (PDB) que compartiesen suficiente homologia de secuencia con la
Sb22.6. Este estudio predijo la estructura de dos fragmentos de la secuencia, los
comprendidos entre los aminoacidos 11-72 y 96-187 respectivamente. El primero
corresponde a la zona de la secuencia donde se encuentran los dominios “EF-hand”, con
la estructura tipica en “hélice a-bucle-hélice a”. El segundo fragmento modelado es el
que contiene el dominio tipo cadena ligera de dineina formado por 2 hélices a y 4

laminas 3 (Figura 20).
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EF-hand
MSTETKLSSMEEF IRAF LEMDADNNEMIDKQELIKYCORNRLDMRLIDPW 50
EF-hand
IARFDTDKDNKIS IEEFCRGFGLKVSE IRREKEELKKEKDGKVSKLPPNV 100
Dynein light chain domain
EITAATMSKTKQYDICHQFKEYIDNSSRTNNDIKEVANEMKTLLDNTYGR 150

VWQVVILTGSYWMNF SHEPFLSIQFKYNNYVCLAWRTPSQ 120

‘///"'*‘L// ﬁ;\y\ L%
L73 T187

Figura 20 — Secuencia aminoacidica y modelo 3D del antigeno de 22.6 kDa de S. bovis
(Sb22.6). Los motivos EF-hand se han representado de color amarillo y azul y el motivo
tipo cadena ligera de dineina en rojo.

La busqueda mediante BLAST de secuencias homoélogas a la Sb22.6 en la base de
datos de Swiss-Prot evidencié unos elevados porcentajes de identidad con las proteinas
homodlogas de S. haematobium, S. mansoni y S. japonicum (98 %, 89 % y 72 %
respectivamente), asi como con otros miembros de la familia de antigenos tegumentales

de 20-23 kDa del género Schistosoma.

Al hacer la comparacion con las proteinas de otros helmintos los porcentajes de
identidad fueron mucho menores (entre el 46 % y el 22 %, Figura 21). De éstas
segundas, las secuencias con mayor homologia fueron proteinas tegumentales
transportadoras de calcio de Fasciola gigantica, F. hepatica, Clonorchis sinensis 'y Taenia
asiatica, asi como una secuencia parcial de Echinococcus granulosus correspondiente a

un antigeno de tegumento.

El alineamiento y estudio filogenético de estas secuencias mostr6 dos clados bien
definidos, correspondientes a los géneros Schistosoma (99 %) y Fasciola (100 %). El
resto de los helmintos incluidos en este andlisis no forman un grupo evidente y se han

considerado como grupo externo.
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qq Sb22.6
33 [S. haematobium (98 %)

5 —— S. mansoni (89 %)
35 L—— §. japonicum (72 %)
82 r F. gigantica (46 %)

100 F. hepatica (46 %)

C. sinensis  (31%)

E. granulosus (22 %)
T. asiatica (22 %)

0.2

Figura 21 — Analisis filogenético de las secuencias aminoacidicas de Sh22.6 (B2LXT8) y sus
homodlogas en S. haematobium (A5A6F6), S. mansoni (Q4TTWS6), S. japonicum (044372), F.
gigantica (Q45TR6), F. hepatica (046121), C. sinensis (Q2PMV7), E. granulosus (Q5BU38) y
T. asiatica (A3F4Y1). Entre paréntesis se muestra el porcentaje de identidad de cada proteina
con la secuencia de Sb22.6. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
Poisson y los nimeros en los nodos indican el % fiabilidad de la ramificacién.

8.2. Actividad anticoagulante de la rSb22.6

La actividad anticoagulante de esta proteina se analizé en ensayos de TP y TTPa
idénticos a los descritos para la rANX, en los cuales a las muestras de plasma se
afiadieron concentraciones crecientes de rSb22.6, desde 0 a 25 pg/ml. En estas
condiciones no se observo ningun efecto en los tiempos de coagulacion atribuible a la

rSb22.6 en ninguno de los dos ensayos (resultados no mostrados).

8.3. Utilidad de la proteina rSb22.6 para la deteccion, mediante ELISA, de

anticuerpos anti-S. bovis

Valoramos la utilidad de la proteina rSb22.6 como antigeno diagndstico
comparando su comportamiento en ELISA con el del extracto SbC. Este es un extracto
proteico de vermes adultos (Materiales y métodos, apartado 5) que ha sido utilizado
para diagnosticar infecciones por S. bovis en vacas y ovejas, e infecciones por S. mansoni,

S. haematobium y S. intercalatum en humanos.

122



Resultados

A) Reactividad de los antigenos rSb22.6 y SbC con los anticuerpos anti-F. hepatica.

Puesto que en muchas areas coexisten S. bovis y F. hepatica parasitando al ganado
ovino y bovino, comenzamos analizando la reactividad de la rSb22.6 y del SbC con los
anticuerpos anti-F. hepatica presentes en sueros de corderos infectados

experimentalmente con este parasito.

Estos sueros se analizaron frente a los dos antigenos de S. bovis (SbCy rSb22.6) y
frente a un antigeno excretor-secretor de F. hepatica (FhE/S). En la figura 22 se observa
que el nivel de anticuerpos anti-F. hepatica aumenta claramente desde la semana 2 a la
12 postinfeccién. Estos anticuerpos no reaccionaron ni con el rSb22.6 ni con el extracto

SbC, mostrando la ausencia de reactividad cruzada con este trematodo (Figura 22).
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Figura 22 — ELISA de los sueros de 6 corderos infectados experimentalmente con F.
hepatica frente al antigeno excretor/secretor de F. hepatica (E/S), al extracto SbC y al
antigeno rSb22.6. Cada punto representa la densidad éptica media + error estandar de 6
animales.
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B) Comparacion en ELISA del antigeno rSb22.6 y el extracto SbC para la deteccion de

anticuerpos anti-S. bovis

El analisis se realiz6 primero con sueros de hamsteres infectados
experimentalmente con S. bovis y posteriormente con sueros de bovinos con y sin

infecciones naturales.

Los sueros de hamsteres infectados experimentalmente mostraron la misma
reactividad con el extracto SbC y con el antigeno rSb22.6, mostrando la utilidad de la

recombinante para la deteccion de anticuerpos anti-S. bovis (Figura 23).

En estos ensayos también observamos que el antigeno rSb22.6 mostraba una
mayor reactividad cuando se utilizaba en menor concentracién (0,2 pg/pocillo en lugar
de 0,5 pg/pocillo). Por este motivo, los sueros bovinos se analizaron empleando

0,2 pg/pocillo de rSb22.6.
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Figura 23 - ELISA con el extracto SbC (1 pg/pocillo) y rSb22.6 (0,2 y 0,5 pg/pocillo) para
la deteccion de anticuerpos frente a S. bovis en muestras de suero procedentes de
hamsteres infectados experimentalmente. Cada punto representa la densidad o6ptica
media + el error estandar de 6 animales.
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Una vez demostrada la utilidad del antigeno rSb22.6 para detectar anticuerpos
anti-S. bovis en animales infectados experimentalmente, evaluamos su comportamiento
con sueros de bovinos infectados naturalmente. Para ello se han utilizado sueros
bovinos procedentes de explotaciones en extensivo por ser éstas un excelente modelo
para evaluar el test diagnostico en condiciones naturales, ya que esos animales han
podido entrar en contacto de forma natural no sélo con S. bovis, sino también con otros

parasitos o patégenos.

En estos ensayos, los valores de densidad éptica se transformaron en Indice
Seroldgico (IS). Como muestra la figura 24, los valores de los indices serolégicos (IS) de
los 35 sueros control positivo y los 46 sueros control negativos fueron muy similares

con los dos antigenos.
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Figura 24 — indice serolégico (IS) de 35 sueros control positivos y 46 negativos
procedentes de ganado bovino extensivo analizados por ELISA con los antigenos SbC y

rSh22.6.
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El andlisis de dichos IS mediante curvas ROC permitié establecer el umbral de
positividad/negatividad para cada antigeno: 23,56 % para SbC y 23,84 % para rSb22.6.
La sensibilidad y especificidad fue del 100 % para el extracto SbC y del 100 % y 94,9 %,

respectivamente, para el antigeno rSb22.6 (Tabla 8).

Tabla 8 - Analisis ROC del valor diagnéstico de los antigenos rSb22.6 y SbC para la deteccién de
anticuerpos anti-S. bovis. Area bajo la curva * error estandar (AUC + SE), intervalo de confianza (Cl),
umbral, sensibilidad, especificidad y valor diagnoéstico de cada antigeno (= sensibilidad +
especificidad / 2).

. Sensibilidad Especificidad Valor
0,
Antigeno AUC + SE Cl1 (95 %) Umbral (%) (%) diagnéstico
ShC 1,000 £0,000 0,00-1,00 23,56 100 100 100
rSb22.6 0,999 +0,001 0,00-1,00 23,84 100 94,9 97,5

La aplicacién de estos umbrales de positividad/negatividad al analisis de las 281
muestras de sueros bovinos procedentes de explotaciones en extensivo mostré que
ambos antigenos, el extracto SbC y la recombinante rSb22.6, proporcionaron los mismos
resultados con el 96,1 % de los sueros analizados. En concreto, el SbC y la rSb22.6
detectaron, respectivamente, 38 y 41 animales infectados, todos ellos procedentes de las

mismas 5 granjas.

Estas diferencias en la proporciéon de animales positivos detectados con cada
antigeno no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05) (Figura 25A). La recta de
regresion entre los IS obtenida tras el analisis de los 281 sueros problema con ambos

antigenos revel6 una fuerte correlacion (r = 0,858) entre ambas pruebas (Figura 25B).
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Figura 25 — A, indice serolégico (IS) de los 281 sueros de ganado bovino extensivo tras
su analisis por ELISA frente a los antigenos SbC y rSbh22.6. B, Recta de correlacién
entre los valores de los IS obtenidos con cada antigeno para los 281 sueros problema
analizados.

Los resultados de los estudios llevados a cabo con el antigeno Sb22.6 han sido publicados en el siguiente
articulo (ver anexo):

de la Torre-Escudero, E., Radl Manzano-Roman, R., Pérez-Sanchez, R., Barrera, I, Siles-Lucas, M., Oleaga, A.
(2012). Molecular cloning, characterization and diagnostic performance of the Schistosoma bovis 22.6
antigen. Veterinary Parasitology, 190, 530-540.
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El objetivo general de la presente tesis doctoral fue la caracterizacion molecular y
funcional de cinco proteinas del tegumento de S. bovis cuyo interés radicaba en su
posible funcion reguladora de los mecanismos hemostaticos del hospedador. Estas
proteinas han sido: enolasa (ENO), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (FBA), anexina (ANX) y el antigeno Sb22.6 (Sb22.6). Las
tres primeras habian sido identificadas en trabajos previos como ligandos de
plasmindgeno en un extracto de tegumento del parasito, mientras que la anexina y el
antigeno Sb22.6 son moléculas cuya funcién anticoagulante ha sido demostrada en otras
especies y estan presentes en el tegumento y en los productos de excrecién-secreciéon de

S. bovis (Ramajo-Hernandez et al., 2007b; Pérez-Sanchez et al., 2006, 2008).

La estrategia experimental planteada para llevar a cabo este estudio consistié
primero en el clonaje y secuenciaciéon de los cDNAs codificantes de cada una de las
proteinas y su posterior obtencién en forma recombinante. Las proteinas recombinantes
se utilizaron para llevar a cabo los ensayos de fijacién y activacién del plasminégeno y

las pruebas adicionales de coagulacion en el caso de la anexina y el antigeno Sb22.6.

Las proteinas recombinantes también se emplearon para la obtencidon de sueros
hiperinmunes frente a cada una de ellas, los cuales fueron posteriormente utilizados
como sondas especificas en ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confocal.
Estos ensayos nos permitieron determinar cuales de las proteinas estudiadas se
expresan en la superficie del parasito, en contacto con la sangre del hospedador,
condicion ésta imprescindible para que puedan desempefiar una funcién fisiolégica
como agentes profibrinoliticos y/o anticoagulantes en la regulaciéon in vivo de las

respuestas hemostaticas del hospedador.

Tras abordar con éxito los dos primeros objetivos especificos del presente trabajo,
esto es, la obtencién de las secuencias de cDNA codificante de esas cinco proteinas y su
producciéon y purificacién en forma recombinante, pasamos a estudiar si dichas

proteinas interactian con el sistema hemostatico del hospedador.

Para ello comenzamos analizando la potencial actividad profibrinolitica, como
receptores de plasminégeno, de cada una de las proteinas recombinantes mediante
ensayos de fijacion de plasminogeno por ELISA y western blot similares a los llevados a

cabo en estudios previos con el extracto de tegumento (TG) de S. bovis (Ramajo-
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Hernandez et al, 2007b). Estos ensayos mostraron claramente que las cinco
recombinantes fijan plasmindgeno y que, en todos los casos, la unién al plasminégeno es
inhibida por un andlogo de lisina, el €éACA, lo cual indica que en dicha unién intervienen
residuos de lisina, coincidiendo con lo descrito para los receptores de plasmindgeno en
otros organismos (Plow et al., 1995; Avilan et al., 2000; Crowe et al., 2003; Hurmalainen

et al.,, 2007; Vieira et al,, 2010; Diaz-Martin et al., 2012).

A continuacidon analizamos si, ademas de fijar plasmindgeno, las proteinas
recombinantes podian inducir o modular su activacién y transformacién en plasmina.
Estos ensayos demostraron que todas las proteinas, salvo la GAPDH, potencian la
activacion del plasminégeno -y la consiguiente generacion de plasmina- inducida por el
activador fisiolégico t-PA, pero también que ninguna de ellas tiene capacidad para
activar el plasminégeno por si mismas, en ausencia de t-PA. Estos resultados revelaron
una diferencia respecto a lo descrito para el extracto TG, el cual también puede activar al
plasminégeno sin la intervencién del t-PA (Ramajo-Herndndez et al, 2007b).
Desconocemos el motivo de esta diferencia; tal vez las proteinas nativas poseen esta
capacidad y las recombinantes no, o bien el hecho observado simplemente indica que en
el tegumento, ademas de estas proteinas, hay otras moléculas que intervienen en la

activacion del sistema fibrinolitico del hospedador.

Una vez demostrado que las cinco proteinas eran capaces de fijar plasminogeno y
que al menos cuatro de ellas también potencian su activacién, pasamos a comprobar
cudles son expresadas en la superficie de los vermes adultos y de las esquistosdmulas
pulmonares, por ser éste un requisito imprescindible para que puedan actuar como
receptores de plasmindgeno in vivo. Para ello se obtuvieron sueros hiperinmunes frente
a cada una de dichas proteinas y se comprobd por western blot que dichos sueros
reconocieron especificamente no sélo a la correspondiente proteina recombinante, sino

también a las isoformas nativas de dicha proteina presentes en el extracto TG.

Los analisis por inmunofluorescencia y microscopia confocal de los cortes
histolégicos y de los vermes enteros mostraron que Unicamente la ENO y la ANX son
expresadas en la superficie tegumental de los vermes adultos y que la ANX también es
expresada en la superficie de las esquistosémulas. Por tanto, de las cinco proteinas
analizadas, sélo estas dos reunen las condiciones necesarias para actuar como

receptores profibrinoliticos de plasminogeno, esto es, la capacidad de fijarlo y facilitar
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su activacién en la superficie del parasito. En consecuencia, estas dos proteinas fueron
objeto de estudios adicionales con el fin de obtener un mayor conocimiento acerca de
sus caracteristicas moleculares y funcionales. Los resultados de estos estudios se

discuten con detalle mas adelante.

El analisis de la localizacién tisular por inmunoflourescencia también mostré que
la GAPDH es expresada en la superficie de las esquistosomulas, resultado que corrobora
lo descrito por nuestro grupo en estudios previos, en los que se identific6 GAPDH en el
proteoma de la superficie tegumental de las esquistosdémulas pulmonares (De la Torre-
Escudero et al.,, 2011). Este resultado coincide con lo observado en otras especies de
esquistosoma, en concreto en S. mansoni, en el que también se ha demostrado la
presencia de GAPDH en la superficie de las fases larvarias (Goudot-Crozel et al., 1989;
Charrier-Ferrara et al, 1992; Tallima y El Ridi, 2008). No obstante, y pese a su
demostrada localizacién superficial, la incapacidad de la rGAPDH de S. bovis para
potenciar la activacién del plasminégeno le restaria, a priori, interés como molécula
clave en la modulacién del sistema fibrinolitico del hospedador. Por otra parte, teniendo
en cuenta lo descrito para la GAPDH en otros organismos, es posible que la GAPDH de S.
bovis si pueda desempefiar algin tipo de funcion profibrinolitica. De hecho, para la
GAPDH de varias especies de estreptococos (de los grupos A, B y neumococos) se ha
demostrado que aunque interacciona débilmente con el plasmindgeno, es capaz de unir
su forma activa, la plasmina, con gran afinidad (Broder et al., 1991; Lottemberg et al,,
1992; Bergmann et al., 2004). En ocasiones también se ha descrito que la participacion
de un tercer componente, el fibrindgeno, favorece la uniéon plasminégeno-GAPDH
actuando la propia GAPDH como receptor de fibrinégeno y que la uniéon plasmina-
GAPDH protege a la plasmina de la accién inhibitoria de la antiplasmina a2 (Magalhaes
et al. 2007; Lama et al.,, 2009). Dado el interés de este fenémeno, en relacién con la
GAPDH de S. bovis se requieren estudios adicionales para determinar si existe alguna
posible interaccion con el sistema plasminégeno/plasmina similar a la descrita para los

estreptococos.

La FBA es una proteina que no ha recibido tanta atenciéon como las anteriores en
relacién con su posible interaccion con el sistema fibrinolitico. Pese a lo anterior, existen
algunas evidencias que sugieren que la FAB podria actuar como receptor de

plasmindgeno en Candida albicans (Crowe et al, 2003). Mas recientemente ha sido
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descrita una FBA de clase II en la superficie de Mycobacterium tuberculosis que es capaz
de fijar plasminégeno y de proteger al complejo FBA-plasmina de la accién inhibitoria de
la antiplasmina a2 (de la Paz Santangelo et al, 2011). La rFBA de S. bovis ha demostrado
ser capaz de unir y activar plasminogeno in vitro. Sin embargo, y pese a haber sido
identificada en el proteoma del tegumento de S. bovis (Pérez-Sanchez, 2006, 2008), el
analisis por inmunofluorescencia no la ha detectado en la superficie de los vermes

adultos ni de las esquistosdmulas, lo que, en principio, la descarta como receptor.

La Sb22.6 mostr6é una evidente actividad fibrinolitica aunque, a diferencia de la
Sm22.6 de S. mansoni (Lin y He, 2006), no mostro actividad anticoagulante, y tampoco se
demostré que fuera expresada en la superficie tegumental, por lo que en principio, y
teniendo en cuenta el principal objetivo de este trabajo, careceria de interés. No
obstante, el andalisis molecular llevado a cabo tras su secuenciacion revel6 determinadas
caracteristicas que sugerian una posible utilidad como antigeno diagnéstico. Asi pues,
ademas de los estudios sefnalados, se llevaron a cabo una serie de ensayos, que incluimos
en la presente tesis doctoral, que demostraron la validez de la Sb22.6 como antigeno
para el diagndstico de la infeccion por S. bovis. Estos resultados se comentan

detalladamente en el apartado final de la discusion.

Debemos sefialar también que, aunque en este estudio nos hemos centrado en la
busqueda de receptores de superficie capaces de explicar el reclutamiento de
plasmindgeno en la superficie de los vermes, el hecho de que estas enzimas también
sean liberadas al medio sanguineo formando parte de los productos de excrecion-
secrecion del verme, deja abierta la posibilidad de una interaccidon con los sistemas
fibrinolitico y/o de la coagulacion en el entorno de los vermes, como recientemente se

ha descrito en Dirofilaria immitis (Gonzalez-Miguel et al., 2012).

Con el fin de centrar la discusiéon en los aspectos mas relevantes del presente
trabajo, a continuacién comentamos por separado los resultados obtenidos en los

estudios llevados a cabo con la ENO, la ANX y el antigeno Sb22.6.
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CARACTERIZACION DE LA ENOLASA Y VALORACION DE SU ACTIVIDAD
PROFRIBRINOLITICA

Tras el clonaje y la secuenciacion de la ENO obtuvimos una proteina con un alto
grado de identidad de secuencia (93 % y 88 %) con las enolasas de los organismos mas
proximos, S. mansoni y S. japonicum, pero también con las enolasas de otros helmintos
(entre el 80 % y 70 %) (Figura 13 y Tabla 5). Esto confirma la observacion de Pancholi
(2001) de que la enolasa, al igual que ocurre con otras enzimas glucoliticas, es una

proteina muy conservada en estos organismos.

El andlisis bioinformatico de su secuencia de aminoacidos mostr6 que carece de
péptido sefial, de dominios transmembrana y de puntos de anclaje glicosil-
fosfatidilinositol (GPI) en su extremo carboxilo terminal, es decir, de los motivos
habituales que determinan el transporte y la expresion de las proteinas en la superficie
celular. La ausencia de estos motivos deja inexplicado el como es trasportada esta
proteina a la superficie tegumental. De hecho, la enolasa se ha incluido en una nueva
clase de proteinas que utilizan vias “no clasicas” para su transporte a la superficie
celular y/o su secrecion al medio extracelular (Pancholi, 2001; Avilan et al,, 2011). Un
posible mecanismo para llevar la enolasa a la superficie celular fue propuesto por
Bergmann et al. (2001) para Streptococcus pneumoniae. Estos autores comprobaron que
la bacteria expresa enolasa en su superficie e indican que dicha enolasa, primero es
secretada al medio y después sufre un proceso de reasociacion a la superficie bacteriana
a través de interacciones proteina-proteina. Aunque se desconoce el mecanismo
particular de reasociaciéon de las proteinas secretadas con la superficie celular, éste
parece ser un fenémeno bastante general, por cuanto ha sido observado con un
creciente nimero de enzimas citoplasmaticas tanto bacterianas como eucariotas
(Pancholi y Chatwal, 2003). De hecho, la enolasa humana y la mayoria de las enolasas de
artrépodos hematéfagos comparten un péptido hidrofébico (AAVPSGASTGI) al que se
atribuye un posible papel en la reasociacion de dichas enolasas con la membrana celular
(Pancholi, 2001; Diaz-Martin et al., 2012). No obstante es dificil que este mecanismo
ocurra en esquistosomas ya que su tegumento es una estructura muy diferente de la
pared bacteriana. En cuanto a las vias “no clasicas” de secrecion utilizadas por la
enolasa, recientemente se han definido algunas, como la via de secrecion auxiliar SecA2

en Listeria monocytogenes (Lenz et al.,, 2003) y el transporte mediado por vesiculas
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extracelulares en Borrelia burgdorferi (Toledo et al., 2012) o por exosomas en

Echinostoma caproniy F. hepdtica (Marcilla et al.,, 2012).

Como ya se ha indicado, mediante ELISA y western blot, verificamos que la rENO
fija el plasmindgeno al igual que ocurre con la enolasa de otros parasitos como
Tripanosoma cruzi, Leishmania mexicana, Trichomonas vaginales, F. hepdtica o las
garrapatas del género Ornithodoros (Avilan et al., 2000; Almeida et al., 2004; Bernal et
al,, 2004; Mundodi et al,, 2008; Avilan et al., 2011; Diaz-Martin et al., 2012).

En relacion con la uniéon del plasminégeno a sus receptores parecia estar
plenamente establecido, y asi habia quedado demostrado en numerosos trabajos, que el
plasminégeno se une a las lisinas del extremo C-terminal de las moléculas receptoras
(Plow et al., 1995; Bergmann et al., 2001; Derbise et al., 2004; Jones y Holt, 2007; Cork et
al, 2009). Sin embargo, un estudio mas exhaustivo de la enolasa de S. pneumoniae
(SpSEN) reveld la existencia de un motivo interno de unién a plasminégeno constituido
por 9 aminoacidos (FYDKERKVY) y situado entre los aminoacidos 248 y 256 (Bergmann
et al., 2003). También se observé que las lisinas carboxi-terminales desempefiaban un
papel mas relevante en el mantenimiento de la estructura cuaternaria de la molécula
que en la interaccidn con el plasmindgeno (Ehinger et al., 2004). El bloqueo de las lisinas
carboxi-terminales de la SEN de S. pyogenes con un hexapéptido de histidinas no alteré
la unién de plasminégeno confirmando la idea de que el dominio interno es el verdadero
responsable de la unién con plasminégeno (Kornblatt et al. 2011). En la ENO de S. bovis
podria suceder algo similar ya que en el array de péptidos el plasmin6geno inicamente
reconoci6 a un motivo interno, localizado entre los aminoacidos 250 y 261
(EFHKNGKYDLDF), en la misma zona de la molécula que el motivo identificado en la
SpSEN. Ademas, en el modelo 3D de la ENO se observa como este motivo se localiza en

una zona expuesta de la molécula y, por tanto, accesible para el plasmin6geno.

La enolasa de S. bovis cumple, por lo tanto, el primer requisito para ser un
receptor fisioldgico de plasmindgeno, al haber demostrado que fija plasmindégeno y
ademas potencia su activacion y transformacién en plasmina. Pero, tal como se ha
mencionado, para que una proteina unidora y activadora de plasminégeno pueda tener
relevancia biologica como receptor de plasmindgeno in vivo, es preciso que ademas se
exprese en la superficie externa del tegumento, en contacto con la sangre del

hospedador (Hawley et al.,, 2000).
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Algunas evidencias previas ya sugerian que la enolasa de los esquistosomas
también cumple este segundo requisito. Se habia identificado enolasa en extractos de
tegumento y de membranas tegumentales de vermes adultos de S. mansoni (van Balkom
et al, 2005; Braschi et al., 2006) y, también, en un extracto de tegumento de S. bovis
(Pérez-Sanchez et al., 2006). Sin embargo, el hecho de que la enolasa se encuentre
formando parte del tegumento no implica necesariamente que se encuentre expuesta en
la superficie del mismo, asunto éste que requiere una demostracion fehaciente. Dicha
demostracion la obtuvieron Mulvenna et al. (2010) para la enolasa de S. japonicum.
Estos autores marcaron selectivamente las proteinas superficiales de los vermes adultos
de S. japonicum con biotina y purificaron las proteinas marcadas mediante
cromatografia de afinidad con estreptavidina; posteriormente las analizaron por
espectrometria de masas y lograron identificar 54 proteinas de la superficie del
tegumento, entre las que se encontraba la enolasa. Para S. bovis nuestro grupo habia
obtenido indicios de que la enolasa se expresaba en la superficie del tegumento al
identificarla en una fraccion enriquecida en las proteinas mas superficiales del
tegumento de los vermes machos (Pérez-Sanchez et al, 2008). En este trabajo se
practico una digestidon suave con tripsina de los péptidos superficiales de los vermes. El
analisis de los péptidos tripsicos identifico a la enolasa en el tegumento de machos y no
en el de hembras. Estos resultados fueron también confirmados por
inmunofluorescencia y microscopia confocal, aunque en estas pruebas no se empled
como sonda un anticuerpo frente a la enolasa de S. bovis, sino que se utilizd uno
comercial, tras comprobar previamente que también reconocia a la forma nativa de la

enolasa de S. bovis.

En el presente trabajo hemos verificado la expresiéon de enolasa en la superficie
del tegumento de los vermes utilizando una sonda especifica, como es el suero
hiperinmune frente a la rENO de S. bovis. Con este suero el andlisis por
inmunofluorescencia de los cortes histolégicos de vermes adultos mostré no sélo una
abundante expresion de enolasa en los tejidos internos, como era de esperar tratandose
de una proteina citosélica implicada en la glucélisis, sino también la expresién de
enolasa en la superficie de los vermes machos (Figura 10). Por otra parte, el analisis por
inmunofluorescencia de vermes enteros mostro la ausencia de expresion de enolasa en
la superficie de las esquistosomulas (Figura 11), pero confirmo la expresion de enolasa

en la superficie de los machos adultos (Figuras 12).
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En conjunto esto indica que esta enolasa superficial puede actuar como receptor
fisiologico de plasmindégeno y, en consecuencia, participar en la activacion del sistema
fibrinolitico del hospedador, previsiblemente para evitar la formacién de coagulos sobre
la superficie del verme. Esta es la primera demostracion fehaciente de dicha funcién de

la enolasa en una especie del género Schistosoma.

Ademas, estos resultados convierten a la enolasa de S. bovis en una interesante
diana vacunal o farmacolégica ya que su bloqueo mediante farmacos o anticuerpos
podria comprometer la supervivencia del parasito. En relacién con la utilidad de la rENO
como antigeno en el desarrollo de vacunas anti-esquistosoma, el Unico ensayo llevado a
cabo hasta la fecha ha evaluado el valor protector de la enolasa de S. japonicum con
resultados poco prometedores (Yang et al, 2010). Sin embargo, aunque la molécula
completa no ha demostrado capacidad protectora, no se puede descartar su utilidad ya
que es posible que una vacuna compuesta por una mezcla de péptidos seleccionados si
pueda ser efectiva. Un ejemplo de lo anterior es la vacuna frente a Staphylococcus aureus
compuesta por varios péptidos de enolasa, que ha sido recientemente patentada

(Macneelly etal., 2012).
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CARACTERIZACION DE LA ANEXINA Y VALORACION DE SU ACTIVIDAD
PROFRIBRINOLITICA Y ANTICOAGULANTE

Desde hace tiempo se conoce que las anexinas humanas A2 y A5 y las anexinas B1
y B2 de Taenia solium muestran actividades anticoagulantes y profibrinoliticas (Hajjar et
al,, 1998; Gerke y Moss, 2002; Wang et al., 2006; Winter et al., 2006). Teniendo en cuenta
la trascendencia que estas funciones pueden tener en la supervivencia de los
esquistosomas, nos propusimos comprobar si la anexina de S. bovis se comportaba de

forma similar.

Tras clonar y secuenciar el cDNA de la anexina de S. bovis obtuvimos una secuencia
peptidica de 359 aminoacidos que poseia las caracteristicas estructurales tipicas de la
familia de las anexinas: esto es, un extremo N-terminal muy variable y un dominio
central conservado que incluye cuatro regiones repetidas que son propias de esta
familia (Gerke y Moss, 2002). De este modo, se confirma el hecho observado en las
anexinas de vertebrados de que estas proteinas, a pesar de no mostrar una elevada
identidad de secuencia entre ellas, tienen una estructura secundaria y terciaria muy

conservadas (Moss y Morgan, 2004).

Una particularidad de la secuencia de la ANX de S. bovis es la existencia de un
fragmento de secuencia, entre las regiones repetidas II y IIl, mas largo que el que
presentan las anexinas humanas. Esta caracteristica también se puede observar en la
secuencia de las anexinas de otros esquistosomas y en las de T. solium (Wang et al,
2006; Hofmann et al,, 2010; Tararam et al., 2010). Como sefialan Hofmann et al. (2010),
esta caracteristica estructural, que es exclusiva de las anexinas parasitarias, junto con las
propiedades inmunogénicas de algunas de ellas y la existencia de determinados
epitopos especificos-ausentes en anexinas de mamiferos-, convierte a las anexinas en

potenciales antigenos vacunales.

El andlisis de la secuencia revela que la ANX carece también de motivos para su
transporte y expresion en la superficie celular (péptido sefial, dominios transmembrana
o anclajes GPI), a pesar de estar presente en la superficie de las esquistosémulas y de los
vermes adultos. Este hecho no es un fenémeno aislado, ya que también se ha observado
con otras anexinas; en particular con la anexina humana A2, que se expresa

constitutivamente en la superficie de las células endoteliales y para la que se desconoce
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el mecanismo de transporte y expresion en la superficie celular. Se ha descrito que la
anexina humana A2 interacciona con los fosfolipidos de la superficie celular a través de
un motivo de uniéon dependiente de calcio, que incluye los residuos 119KGLGT123 y el
acido aspartico que se encuentra en la posicion 162 (D162) (Figura 17) (Hajjar y
Krishnan, 1999). En la anexina de S. bovis encontramos el mismo motivo en los residuos
120-124 (120KGLGT!24) asi como un acido aspartico en posicion 167 (D1¢7). En
consecuencia, es posible que este motivo sea el responsable de la interaccion entre la
anexina de S. bovis y los fosfolipidos de la membrana plasmatica de la superficie del

tegumento.

Los ensayos de unién y activaciéon de plasminégeno indican que la anexina de S.
bovis posee actividad profibrinolitica similar a la descrita para la anexina humana A2
(Hajjar et al., 1998). Al igual que el resto de las proteinas recombinantes ensayadas, la
rANX se une al plasminégeno a través de residuos de lisina y potencia la activacion del
plasminégeno inducida por el t-PA. Esta es la primera vez que se demuestra que una
anexina de un parasito, y en particular de una especie de esquistosoma, tiene actividad

profibrinolitica.

La anexina humana A2 interacciona con el t-PA a través del motivo 8LCKLSL13
presente en el extremo amino terminal (Hajjar et al., 1998). En la secuencia de la ANX de
S. bovis se ha identificado también un motivo similar (10°LCQL103/114S[,115), con una
identidad de secuencia del 50 % con el de la humana AZ. Sin embargo, a pesar de esta
similitud, nos parece improbable que dicho motivo sea el responsable de la interaccion
con el t-PA en el caso de S. bovis, ya que el modelo tridimensional de la ANX de S. bovis

predice una localizacién muy poco accesible para dicho motivo (Figura 18).

La anexina humana A5, que es extracelular, muestra unas propiedades
anticoagulantes que dependen de su unién, regulada por iones Ca?*, a los fosfolipidos de
la superficie de las plaquetas activadas o de las células endoteliales (Gerke y Moss,
2002). En relacion con esta actividad, las Uinicas anexinas parasitarias en las que se ha
demostrado que presentan propiedades anticoagulantes son las anexinas B1 y B2 de T.
solium (Wang et al,, 2006). En S. bovis, el resultado de los ensayos de coagulacion TP y
TTPa muestran claramente que la rANX inhibe la via extrinseca y, mas intensamente, la
via intrinseca. Para lograr la inhibicion de la via extrinseca se precisaron unas elevadas

concentraciones de rANX (60-80 pg/ml), que, ademads, fueron superiores a las
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empleadas con la anexina B2 de T. solium para lograr el mismo efecto (40 pg/ml). Por el
contrario, la inhibicién de la via intrinseca se alcanzd con una concentracion de rANX
bastante mas baja (10 pg/ml), también menor que la utilizada con la anexina B1 de T.

solium (60 pg/ml) (Wang et al.,, 2006).

Estos resultados constituyen los primeros datos acerca de las propiedades
anticoagulantes de una anexina en una especie de esquistosoma. Por otro lado, teniendo
en cuenta las diferentes funciones que tienen las anexinas de los vertebrados no
podemos descartar que la anexina que hemos caracterizado en S. bovis pueda
desempefiar funciones adicionales, y especialmente algin tipo de actividad
inmunomoduladora, tal y como se ha descrito para la anexina B1 de T. solium (Gao et al.,

2007; Yan et al., 2008).

Como ya se ha mencionado, en diversos estudios sobre el tegumento de los
esquistosomas, la anexina ha sido identificada en la superficie tegumental de los vermes
adultos (Braschi y Wilson, 2006; Mulvena et al.,, 2010; Tararam et al., 2010) y en la de las
esquistosémulas de S. japonicum (Tararam et al, 2010). Los ensayos de
inmunolocalizacién de la ANX en adultos y esquistosdmulas de S. bovis confirman que
ambas fases evolutivas expresan esta proteina en su superficie. Las esquistosomulas de
S. bovis muestran un patréon de expresion de anexina similar a las de S. japonicum,
mientras que en la superficie de los adultos de S. bovis la anexina se expresa de forma
bastante menos abundante que en S. japonicum (Tararam et al., 2010). Por otra parte, la
anexina de S. bovis es homologa a otra de S. mansoni (Smp_074150), la cual fue detectada
por espectrometria de masas en el material liberado tras la digestion suave con tripsina
de vermes vivos de S. mansoni (Castro-Borges et al., 2011), lo que apoya la idea de su

localizacion en la superficie del tegumento.

Teniendo en cuenta estos resultados, llama la atencién que la anexina, pese a ser
expresada en la superficie del tegumento y encontrarse también en los productos de
excrecidén-secrecién y, por tanto, expuesta al sistema inmune, no resulte inmunogénica
en las infecciones naturales por Schistosoma sp. (Mutapi et al., 2005; Pérez-Sanchez et
al, 2006). Queda por comprobar si una vez forzado su reconocimiento mediante
vacunacion, el sistema inmune del hospedador reconoce la forma nativa de la molécula y

valorar si los efectos de ese reconocimiento son perjudiciales para el parasito.
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En conclusion, los resultados de nuestros ensayos in vitro demuestran que la rANX
posee actividad profibrinolitica y anticoagulante; también que la anexina nativa es
expresada en la superficie tegumental de adultos y esquistosomulas y que, en
consecuencia, esta en contacto directo con la sangre del hospedador. Todo ello sugiere
que esta anexina podria ser utilizada por S. bovis, junto con otras proteinas tegumentales
de probada actividad profibrinolitica -como la enolasa-, para evitar la formacion de
trombos y otras alteraciones hemostaticas que podrian ser letales para la supervivencia
del parasito en el torrente sanguineo. Esto convierte a la anexina de S. bovis en una

posible diana para el desarrollo de vacunas y nuevos fairmacos anti-esquistosoma.
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CARACTERIZACION DE LA Sb22.6 Y VALORACION DE SU ACTIVIDAD
PROFRIBRINOLITICA Y ANTICOAGULANTE Y DE SU UTILIDAD PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR S. BOVIS

En trabajos previos, nuestro equipo de investigacion abordé la identificacion y
caracterizacion molecular y funcional de las proteinas de S. bovis que forman parte de la
interfase parasito-hospedador (Pérez-Sanchez et al., 2006, 2008; Ramajo-Hernandez et
al,, 2007a, 2007b; De la Torre-Escudero et al,, 2010, 2011). Una de las proteinas que se
identifico en el proteoma tegumental y en el extracto de los productos de excrecidn-
secrecion de los vermes adultos de S. bovis fue el antigeno Sb22.6 (Pérez-Sanchez et al.,
2006, 2008). Se trata de una proteina bastante estudiada en otras especies de
Schistosoma, pero hasta la fecha se desconoce su funcién. Como ya se ha comentado, Lin
y He (2006) habian demostrado que su homologo en S. mansoni, 1a proteina Sm22.6,
inhibe a la trombina humana y actta in vitro como anticoagulante retrasando el tiempo
de coagulacién hasta 3-4 veces. Por este motivo pensamos en la posibilidad de que la
Sb22.6 pudiera desempefiar alguna actividad antihemostdatica en la interfase parasito

hospedador.

Tras el clonaje y secuenciacion del cDNA, el analisis de la secuencia aminoacidica
de la Sb22.6 mostro una alta homologia con las proteinas ortdlogas de las otras especies
de esquistosomas observandose, ademas, que esta homologia es incluso mas elevada en
determinados dominios como los motivos EF-hand y el motivo homologo a la cadena
ligera de la dineina (Fitzsimmons et al. 2004). La gran identidad de secuencia del
antigeno Sb22.6 con su homologo de S. haematobium (se diferencian unicamente en 2
aminodacidos) confirma la cercania filogenética de estas dos especies. El modelo
tridimensional de la molécula (Figura 20) muestra, como es habitual, que el motivo EF-
hand es una doble hélice (Fitzsimmons et al, 2004). Al igual que las proteinas
homdlogas de Schistosoma sp. y las proteinas tegumentales unidoras de calcio de otros
trematodos, la Sb22.6 carece de péptido sefial y motivos de anclaje a la membrana lo que
sugiere que puede tratarse de una proteina citoplasmatica soluble (Vichasri-Grams et al.,

2006).

Los resultados de nuestros estudios de inmunolocalizacién mostraron que la
Sb22.6 se expresa en el tegumento y en los tejidos internos de los vermes adultos pero

no se encuentra expuesta en la superficie tegumental. Estos resultados coinciden con lo

143



Discusion

observado en S. japonicum y S. mansoni en estudios similares, en los que se demostré
expresion de la Sj22.6 y la Sm22.6 en el citoplasma tegumental, y de la Sm22.6 también
en el sistema protonefridial, pero no en la superficie tegumental (Dunne et al. 1997; Li et
al. 2000). Otros estudios llevados a cabo en S. mansoni también corroboran estos
resultados (Braschi y Wilson, 2006). En este trabajo los autores no identificaron a la
Sm22.6 en la superficie tegumental, ni siquiera después de tratar los vermes con biotina
a fin de marcar y posteriormente purificar, por cromatografia de afinidad, a las proteinas
que se encuentran accesibles en la superficie tegumental. Por el contrario, Mulvenna et
al. (2010) aplicando la misma metodologia en vermes adultos de S. japonicum si
identificaron a la Sj22.6 entre las proteinas biotiniladas. No obstante, los propios autores
sefialan la posibilidad de que se hayan podido biotinilar proteinas internas debido a

dafios producidos en el tegumento.

Nuestros estudios de inmunolocalizacién también revelaron la ausencia de Sb22.6
en la superficie de las esquistosémulas pulmonares, confirmandose asi los resultados
obtenidos recientemente en un estudio del proteoma de la superficie de las
esquistosémulas, en el que no se llegd a identificar a la Sb22.6 entre los péptidos
liberados tras una digestiéon suave con tripsina de larvas intactas recién obtenidas (De la

Torre-Escudero et al,, 2011).

En cualquier caso, los ensayos in vitro mostraron que la rSb22.6 tiene actividad
profibrinolitica aunque, en contra de lo esperado, no mostré actividad anticoagulante,
quizas como consecuencia de haber sufrido algin cambio conformacional que pudiera
haber afectado a su actividad, a pesar de haberse purificado en condiciones nativas. No
obstante, al no estar expuesta en la superficie externa de los vermes descartamos su
papel como receptor de plasminégeno en la superficie tegumental, si bien, no se puede
descartar que pueda ejercer algun tipo de actividad anti-hemostatica en el lecho
vascular, tal y como se ha propuesto para Dirofilaria immitis a través de sus productos

de excrecidn-secrecidon (Gonzalez-Miguel et al.,, 2012).

Por otro lado, los estudios sefialados anteriormente sobre el proteoma de S. bovis
mostraron que las isoformas del antigeno Sb22.6 son reconocidas por anticuerpos de la
clase IgG presentes en sueros de animales infectados con S. bovis (Pérez-Sanchez et al,,
2006) y que ninguna de ellas esta glicosilada, lo que reduce la posibilidad de reacciones

cruzadas por anticuerpos frente a epitopos carbohidratados (Ramajo-Hernandez et al,,
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2007a). Ademas, el analisis de su secuencia indica que Sb22.6 y sus homologas en otras
especies de esquistosomas, tienen poca similitud con proteinas de otros helmintos, lo
que, en principio, disminuye también la posibilidad de reacciones cruzadas con otros

helmintos.

Todos estos datos sugerian que el antigeno Sb22.6 podria ser una herramienta con
la especificidad y sensibilidad adecuadas para el diagnostico serolégico de la infeccion
por S. bovis. En consecuencia, pasamos a valorar la utilidad de la proteina rSb22.6 para
ser utilizada en ELISA como antigeno para la deteccidn en suero de anticuerpos anti-S.
bovis, comparando su comportamiento con el del extracto de vermes adultos (SbC), el
cual ha sido utilizado previamente para diagnosticar la infeccién por S. bovis en ganado
ovino y bovino (Lopez-Aban et al., 2004; Oleaga et al,, 2004) asi como las infecciones
humanas por S. mansoni, S. haematobium y S. intercalatum (Roffi y Lemasson, 1981;

Pardo et al., 2004, 2007; Belo et al., 2009).

Los resultados de los ELISAs con los sueros de los hamsteres infectados
experimentalmente demostraron que el antigeno rSb22.6 detecta los anticuerpos anti-S.
bovis con una sensibilidad comparable a la del extracto SbC. Ademas, los resultados del
analisis de los sueros bovinos procedentes de explotaciones con y sin el parasito indican
que ambos antigenos tienen un comportamiento similar. Se debe sefialar que aunque el
analisis ROC llevado a cabo utilizando estos sueros bovinos no es valido para cuantificar
la sensibilidad y especificidad real de los test con rSb22.6 y SbC, dicho analisis nos ha
permitido establecer el umbral de positividad para cada uno de ellos y poder asi

comparar los sueros positivos y negativos detectados con cada antigeno.

Por su parte, el andlisis de los sueros de los corderos infectados con F. hepdtica
mostré que el antigeno rSb22.6 no reacciona con los anticuerpos frente a este parasito.
Los motivos por los que se realizé este analisis fueron: (i) la existencia de cierta
homologia entre la secuencia de la proteina Sb22.6 y sus ortélogos en Fasciola spp lo que
podria dar lugar a epitopos comunes y (ii) la coexistencia de ambos parasitos en muchas
zonas pudiendo parasitar simultaneamente al ganado ovino y bovino (Dalton, 1998;

Moné et al., 1999).

En conclusion, el antigeno rSb22.6 muestra una sensibilidad y especificidad

comparable (comportamiento similar) a la del Sb(C, sin embargo su utilizacion tiene la
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ventaja de que se puede producir de forma estandarizada y reproducible en gran
cantidad. Por otra parte, no debemos olvidar que el objetivo de los programas de
vigilancia y control de S. bovis es la deteccion de focos endémicos y de explotaciones
ganaderas donde se encuentre el parasito y no el diagnostico individual de animales
infectados. Teniendo esto en cuenta, podemos concluir que el antigeno rSb22.6
constituye una prometedora herramienta para ser utilizada en los programas de
vigilancia epidemiolégica, con el resultado de permitir la deteccion de focos que

albergan el parasito y aplicar en ellos las oportunas medidas de control.
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Conclusiones

Primera

Las proteinas enolasa, fructosa bisfosfato aldolasa, anexina y Sb22.6 de Schistosoma
bovis muestran actividad profibrinolitica. Todas ellas fijan plasminégeno y potencian su
transformaciéon en plasmina en presencia de activadores fisiolégicos de plasminogeno,

como el t-PA, pero carecen de la capacidad de activar al plasminégeno por si solas.

Segunda

De estas cuatro proteinas con actividad profibrinolitica, la enolasa y la anexina son las
Unicas que se expresan en la superficie tegumental de los vermes adultos, y la anexina
también en la superficie de las esquistosémulas. En esa localizacién pueden actuar como
receptores fisiolégicos de plasminégeno participando asi en la activacion del sistema
fibrinolitico del hospedador, previsiblemente para evitar la formacién de coagulos sobre
la superficie de los vermes. Estos hallazgos constituyen la primera demostracién de

dicha funcién para estas proteinas en una especie del género Schistosoma.

Tercera

Ademas de su actividad profibrinolitica, la anexina también es un anticoagulante que
bloquea ambas vias de la coagulacion, aunque mas intensamente a la via intrinseca. Esta
es la primera demostracion de las propiedades anticoagulantes de una anexina del
género Schistosoma, la cual previsiblemente es utilizada para evitar alteraciones
hemostaticas que pudieran comprometer la supervivencia de S. bovis en el torrente

sanguineo.

Cuarta

La GAPDH también puede fijar plasminégeno pero es incapaz de promover su activacion,
lo que le resta interés como molécula clave en la modulacién del sistema fibrinolitico del
hospedador, a pesar de ser expresada en la superficie de las esquistosémulas. No
obstante, por lo descrito para la GAPDH de otros organismos, no se descarta que pueda

tener otro tipo de interacciones con el sistema plasminégeno/plasmina.
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Quinta

Las proteinas Sb22.6 y FBA no se encuentran expuestas en la superficie de los vermes, lo
que anula su papel como receptores de plasminégeno en el tegumento. No obstante,
dado que estas proteinas son liberadas al medio sanguineo con los productos de
excrecidn-secrecidn, es posible que ejerzan algun tipo de actividad anti-hemostatica en

el lecho vascular, en el entorno de los vermes.

Sexta

La forma recombinante de la proteina Sb22.6 es un antigeno de utilidad para el
diagnostico seroldgico de la infeccién por S. bovis, puesto que presenta una sensibilidad
y especificidad comparables a las del extracto SbC y, ademas, puede ser producido en
grandes cantidades de forma estandarizada y reproducible. En consecuencia, el antigeno
rSb22.6 constituye una herramienta valida para ser utilizada en programas de vigilancia

epidemioldgica encaminados a la deteccién y control de los focos del parasito.

Séptima

La caracterizacion molecular y funcional de estas proteinas supone un avance
importante en el conocimiento de la biologia parasitaria y de sus relaciones con el
hospedador y, ademas, puesto que la neutralizacion de estas moléculas anti-
hemostaticas podria comprometer la supervivencia del parasito, se abren nuevas

perspectivas para el desarrollo de vacunas o farmacos frente a S. bovis.
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