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RESUMEN

La fascioliasis humana y animal causa pérdidas econdmicas millonarias en el mundo,
esto se agrava con la resistencia del parasito al triclabendazol (TCBZ). A nivel
molecular, diferentes proteinas de Fasciola hepatica se estudian en relacion con la
resistencia al TCBZ y en relacion a su empleo como vacunas para una respuesta
protectora en el hospedero definitivo. Entre estas proteinas estdn las saposinas
(FhSAP1 y FhSAP2), cuyas diferencias moleculares tendrian relacion con la
resistencia al TCBZ o por el contrario, la falta de variabilidad favoreceria su uso en
diferentes areas geograficas. El presente estudio tuvo por finalidad determinar la
constitucion nucleotidica de algunos segmentos de las secuencias de FhSAPL y
FhSAP2 en cepas de F. hepatica de distinta sensibilidad al TCBZ y procedentes de dos
areas geogréficas diferentes. Para ello, se obtuvo ADN complementario mediante la
técnica RT-PCR a partir del ARN mensajero extraido de 24 fasciolas adultas: seis
especimenes resistentes al TCBZ y tres susceptibles, procedentes de la Universidad La
Trobe (Australia), y 15 parésitos resistentes al TCBZ procedentes de Cajamarca;
luego, mediante PCR convencional y el uso de cebadores especificos se amplificaron
fragmentos codificantes para saposinas en todas las cepas. Los resultados del analisis
de electroforesis con el GelAnalyzer muestran bandas de 100 y 141 pares de bases que
pertenecen a FhSAP1 y FhSAP2, respectivamente. Los cromatogramas, con el
programa FinchTV y el analisis de secuencias con BLAST y Clustal-MFFT, revelaron
alta homologia entre las secuencias de nucle6tidos de las cepas estudiadas y que no
hubo diferencias significativas en la conformacion de los aminoacidos al ser
comparadas con las cepas reportadas en el Gen Bank. Se concluye que, entre las
distintas cepas estudiadas, no hay diferencias moleculares significativas en las

secuencias de las saposinas FnSAP1 y FhSAP2.

Palabras clave: Fasciola hepatica, Saposinas, Triclabendazol, Reaccion en Cadena de

la Polimerasa.



ABSTRACT

Animal and human fascioliasis cause millions of dollars in economic losses in the
world, this is exacerbated with the triclabendazole (TCBZ) resistance in Fasciola
hepatica. At the molecular level, different proteins of F. hepatica are studied in
relation to TCBZ resistance and in relation to their use as vaccines for a protective
response in the definitive host. Among these proteins are the saposins (FhRSAP1 and
FhSAP2) whose molecular differences would be related to TCBZ resistance or
conversely, lack of variability favor its use in different geographical areas. The present
study was designed to determine the nucleotide constitution of some segments of the
FhSAP1 and FhSAP2 sequences in F. hepatica strains from different sensitivity TCBZ
and from two different geographical areas. To make this, complementary DNA was
obtained by RT-PCR technique from messenger RNA extracted from 24 adult flukes:
Six specimens resistant to TCBZ and three susceptible one, from La Trobe University
(Australia), and 15 parasites resistant to TCBZ from Cajamarca; then, by conventional
PCR and using specific primers fragments coding for saposins in all strains were
amplified. The results of the electrophoresis analysis show bands of 100 and 141 base
pairs and belonging to FhSAP1 and FhSAP2, respectively. The chromatograms, with
FinchTV program and sequence analysis with BLAST and Clustal-MFFT revealed
high homology between the nucleotide sequences of the strains studied and no
significant differences in conformation of amino acids when compared to the strains
reported in the Gen Bank. We concluded that among the different strains studied, no
significant molecular differences in the sequences of the FhSAP1 and FhSAP2

saposins.

Keywords: Fasciola hepatica, Saposins, Triclabendazole, Polymerase Chain Reaction.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La fascioliasis producida por Fasciola spp. es una enfermedad que afecta a una
gran variedad de animales mamiferos incluyendo al ser humano (1;2). Las pérdidas
econdmicas generadas por esta enfermedad al sector agropecuario del mundo son
millonarias (3;4), y en el Perd, en un subestimado de las pérdidas reales, estaria en 50
millones de ddlares/afio (5), costos que se elevarian considerablemente con la
resistencia del parasito a los fasciolicidas, como es el caso de la confirmada resistencia

al triclabendazol (TCBZ) en el ganado vacuno en Cajamarca (6).

En el Perq, la infeccion humana por Fasciola hepatica ha sido diagnosticada en
casi toda la region andina, desde los valles interandinos hasta el altiplano (7;8), en
areas urbanas cerca a Lima y en otros lugares de la costa (9), constituyéndose en un
serio problema de salud publica. Cajamarca, clasificada como regién hiperendémica,
es una de las 17 regiones del pais con fascioliasis humana (10;11), y sus caracteristicas
ambientales hacen sospechar de una gran cantidad de casos subclinicos sin
diagnosticar (12;13). La infeccion humana solo en la region andina de nuestro pais ha
alcanzado prevalencias de hasta 72% (14), con un panorama mundial que se agrava
con el reporte de los primeros casos humanos de aparente resistencia al TCBZ,

inclusive en el Perd (15-17).



Las estrategias para el control de la fascioliasis, tanto en el hombre como en los
animales, estan centradas en el desarrollo de vacunas como proposito fundamental y
comun, a partir de los productos de excrecion - secrecion (PES) del parésito, muchos
de los cuales han probado ser capaces de estimular una respuesta inmmunoprotectora
en el hospedero definitivo (1;18;19). Entre los antigenos con este potencial estan las
proteinas tipo saposina de F. hepatica (FhSAPS), cuyas funciones importantes en el
metabolismo del parésito juvenil y del adulto, las hacen potencialmente Utiles en la

inmunoprofilaxis y en el serodiagndstico, al ser especificas de Fasciola (20-24).

Se ha teorizado que las variaciones genéticas poblacionales entre parésitos de
diversas regiones ecogeograficas podria estar asociada con la resistencia a
antihelminticos (25), y por tanto, tendria importantes implicancias sobre la efectividad
de los planes de prevencion y control de la fascioliasis humana y/o animal; del mismo
modo, frente al gran potencial que tienen los PES, algunos estudios han establecido
que pequefias variaciones poblacionales gendmicas o proteémicas en algunos de estos

antigenos tendrian implicancias mas que funcionales para el parasito (26;27).

Existen reportes de variaciones regionales en proteinas tipo catepsinas, en trabajos
en los que ademas se discute la posibilidad de que una unica substitucion en la cadena
de aminoacidos, por ejemplo de la catepsina L (Cat-L), puede afectar la especificidad
de la enzima por el substrato (26;27). También hay estudios en los que se ha
establecido diferencias moleculares entre cepas susceptibles y resistentes a TCBZ en

cuanto a sus glicoproteinas (glicoproteina P, Gp-P) (28) o0 en cuanto a sus isoenzimas



Glutation S-Transferasas (GST) (29); sin embargo, no hay reportes acerca de
variaciones genéticas en las FRSAPs en especimenes provenientes de areas geogréficas
diferentes, ni de las diferencias que podrian presentar en relaciéon a cepas de distinta

sensibilidad al TCBZ.

Debido al vacio tedrico existente y a la importancia que han adquirido las
FhSAPs, en este estudio se pretendié determinar las variaciones genéticas que podrian
presentar estas proteinas en cepas susceptibles y resistentes al TCBZ, y al mismo

tiempo que provienen de dos &reas geograficas diferentes.

La investigacion se enfoco en aspectos tedrico-metodoldgicos a fin de determinar
diferencias en las secuencias de las FNSAPs expresadas en cepas de diferente origen
geografico y distinta sensibilidad al TCBZ, comparadas a nivel de sus cadenas de
nucleotidos y/o de los aminoacidos proteina-codificantes. La resistencia al TCBZ, de
las cepas empleadas en este estudio, ha sido comprobada en estudios previos (6;30).
mediante pruebas de eficacia controlada y estandarizada, en las que se empled como
tratamiento las dosis de TCBZ recomendadas (31). Las fasciolas adultas del estudio
fueron obtenidas de la Universidad Nacional de Cajamarca (Per() y de la Universidad
La Trobe (Australia). Se extrajo el ARN total de los especimenes, luego se obtuvo
ADN complementario que fue amplificado con cebadores (primers) especificos para
las proteinas de interés, la FNSAP1 y la FhSAP2, mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa, técnica molecular conocida como PCR. Finalmente, los productos de PCR

se secuenciaron y fueron analizados con softwares de alineamiento local y maltiple.



En este punto, es oportuno indicar que una de las limitaciones mas importantes de
este estudio tuvo que ver con la dificultad actual para implementar protocolos estandar
de purificacion especifica de saposinas (FhRSAP1 y FhSAP2), lo que restringe realizar
estudios genémicos y protedmicos completos; en este sentido, el estudio ha dependido
fundamentalmente de la calidad del ARN total extraido de cada parésito. Ademas, una
limitante adicional ha sido que no se ha evaluado la expresion cuantitativa de estas
proteinas, ya que esto no es posible mediante la técnica de PCR convencional sino que
requiere de equipos mas sofisticados, como el que emplea la PCR cuantitativa (Real
Time PCR). Adicionalmente, el acceso a los servicios de secuenciamiento sigue siendo
una limitante muy importante en nuestro pais, sumado a los altos costos de este

servicio en el mercado internacional.

1.2. Hipotesis de la investigacion

Las saposinas de F. hepatica, en cepas susceptibles y resistentes al TCBZ y/o que
provienen de areas geogréaficas distintas, no presentan variaciones moleculares al

comparar la cadena de sus nucleétidos y las secuencias de sus aminoacidos.

1.3. Objetivo general de la investigacion

Comparar las secuencias de nucleétidos de las saposinas FNSAP1 y FhSAP2 en
cepas de F. hepatica susceptibles y resistentes al TCBZ, provenientes de areas
geograficas distintas, a fin de determinar la existencia o no de variabilidad molecular

entre ellas.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. La fascioliasis, su impacto en la economiay en la salud humana

La fascioliasis es una enfermedad zoondtica causada por helmintos trematodos de
las especies F. hepatica y F. gigantica, que afecta a una amplia variedad de animales
de interés econdmico, principalmente rumiantes (bovino, ovino y caprino), asi como a
otras especies domésticas y silvestres del mismo ecosistema (equinos, porcinos) y

accidentalmente al ser humano (1;2).

Dentro de las enfermedades parasitarias del ganado, la fascioliasis es una de las de
mayor impacto econoémico. Las millonarias pérdidas financieras en el sector
agropecuario originadas por la infeccion masiva por Fasciola spp., suman pérdidas en
produccion lechera (de 20% a 80%), cantidad y calidad de la carne (de 8% a 50%),
disminucion de la fertilidad del ganado, muerte, uso de antihelminticos, etc. (3;32),
pérdidas que llegarian a los 2000 millones de dolares anuales, en el mundo (4;33). En
Suiza por ejemplo, se ha estimado que el promedio de pérdidas por fascioliasis bovina
llegaria a 69 millones de ddlares anuales (34); en Turquia se estimé en cerca de 43
millones (35) y en el Reino Unido el promedio seria de 36 millones (5). En

Latinoamérica, sélo en dos estados del Brasil las pérdidas estarian por encima de los



132 000 dolares anuales (3) mientras que en Cuba, segun un estudio de cuatro afios las
pérdidas se estimaron en mas de medio millon de ddlares (32). En el Perq, la pérdida
econdmica ganadera anual estaria por los 50 millones de ddlares, estimada segun la

prevalencia de la infeccion y los decomisos de higados de vacunos en mataderos (5).

En cuanto a la enfermedad en humanos, la fascioliasis ha adquirido un caracter
cosmopolita debido a su amplia distribucion mundial (4;36); al respecto, algunos
estudios han estimado que hasta 17 millones de personas en el mundo tendrian
fascioliasis (37) y més de 91 millones estarian en riesgo de infectarse con el parasito
(38). Estimaciones més recientes y conservadoras indican que la carga de infectados
estaria muy cerca de los 2.65 millones de personas (39), y que el 50% de estos estarian
en Sudameérica (entre Bolivia, Ecuador y Per(). El parasito ha sido reportado en todos
los paises del continente americano, y en el Per(, las mas altas prevalencias de
fascioliasis humana (como también la animal) estan en la sierra (de hasta 72%),
principalmente en los valles andinos de Cajamarca, Junin, Cusco y Arequipa
(10;14;40), asi como, en la altiplanicie de la cuenca del Lago Titicaca (41),
principalmente en la zona rural agricola, aunque en la actualidad hay un numero
creciente de casos no autdctonos en otras ciudades debido al consumo de vegetales
contaminados traidos de zonas endémicas (5;9). Pese a las estadisticas mundiales, la
fascioliasis humana es una enfermedad desatendida por la Organizacion Mundial de la
Salud (2;42;43), condicion relacionada con la falta de vacunas para su prevencion (44)
y con el hecho de que, a la fecha, no se han reportado muertes humanas asociadas

directamente con la enfermedad (4).



2.2. El proteoma de Fasciola spp. y el control de la fascioliasis

El proteoma es el término que agrupa a todas las proteinas codificadas en el
material genético de una célula (genoma), las mismas que son expresadas por
instrucciones del genoma en un estado de desarrollo en particular o bajo ciertas
condiciones fisioldgicas, determinando el fenotipo bioldgico de un organismo (45). El
estudio del proteoma (proteémica), ofrece nuevas herramientas para el estudio de los
parésitos y las enfermedades que producen, ya que estas proteinas son el blanco para la
mayoria de agentes terapéuticos (46), asi como la materia prima para la produccion de

vacunas (2).

El control futuro de la infeccibn humana y animal depende, al parecer, de
moléculas producidas por el parasito, conocidas comunmente como PES. Uno de los
primeros estudios protedmicos en helmintos describi6 la naturaleza de los PES de F.
hepatica identificando 29 proteinas mediante electroforesis en gel de dos dimensiones
(47); varios ensayos vacunales han empleado estos productos, en sus formas natural o
recombinantes, en el desarrollo de inmundgenos que en muchos casos han estimulado
muy buena respuesta en el hospedero definitivo (1;48). Entre los antigenos con este
potencial estan las proteinas transportadoras de acidos grasos (FABP, del inglés Fatty
Acid Binding Protein), leucina aminopeptidasas (LAP), cisteina proteasas del tipo
catepsinas (Cat-L), GST, y proteinas tipo saposinas (SAP, Saposin-like protein)
(18;22;49-54). Todas estas moléculas pertenecen al proteoma del parasito adulto
(proteinas), son PES con actividad enzimatica (secretoma), o pertenecen en el mejor de

los casos al proteoma de estadios juveniles del parasito o de la fase inicial de la



infeccion (2;55-57). Recientemente se han reportado ademas que algunas de las
moléculas, como la ferritina y la FRSAP2, tienen localizacion y expresion diferencial

segun el estadio evolutivo de F. hepatica (58;59).

Ademas de su potencial vacunal, el secretoma de F. hepatica tiene importantes
funciones metabdlicas y por tanto es potencialmente Gtil en zonas endémicas, ya que
sus componentes pueden emplearse en el inmunodiagnostico (22;23;27;60).
Asimismo, el andlisis subproteémico de los principales sistemas de detoxificacion en
F. hepatica ha contribuido a mejorar en algo la comprension de los mecanismos de
resistencia a los antihelminticos y a otros compuestos toxicos para el parasito (61),
como es el caso de la actividad diferencial de la isoenzimas GST-mu en cepas
resistentes al TCBZ (62). Asi, la manifestacion del fenbmeno de resistencia al TCBZ
resulta ser una respuesta multienzimatica que involucraria a mas de una ruta
metabdlica, probablemente mas de una de las proteinas o PES podrian estar

involucradas en este fendmeno (63;64).

En cuanto al secretoma y las proteinas de la superficie del tegumento, ain no se
conoce de estudios completos a este nivel para F. hepatica, debido probablemente a la
falta de protocolos y/o técnicas estandarizadas y adecuadas para ello, aunque el
numero de proteinas analizadas ha ido creciendo exponencialmente (60), sobre todo
por su alto potencial como blancos relevantes para vacunas y el disefio de drogas

antiparasitarias (55).



2.3. La diversidad genética y su rol en la biologia de F. hepatica

Dado el origen europeo de F. hepatica, todo indica que su expansion geografica
en los ultimos cinco siglos es consecuencia de la colonizacion global europea y la
exportacion continua de ganado infectado a otros lugares del mundo, donde el parésito
se adapt6 a nuevas especies hospederas (65;66). EI rango importante de hospederos
mamiferos en Europa, incluyendo humanos, vacunos, ovinos, caprinos, porcinos,
conejos, ciervos, bufalos, liebre, etc. (1), se amplié a hospederos a los cuales el
parésito fue expuesto en recientes siglos, por ejemplo, llamas y alpacas en Sudamérica,

camellos en Africa y canguros en Australia (67).

La diversidad genética de una especie es fundamental para enfrentar la presion
selectiva ambiental y es esencial en el proceso de evolucion de cualquier especie (68).
Durante el ciclo biol6gico de Fasciola, dentro o fuera de los hospederos, el parasito es
expuesto a diversas condiciones ambientales que han influido en la diversidad genética
de estos trematodos y por consiguiente en su adaptabilidad a esa diversidad de
hospederos y ambientes (65). Por ejemplo, el miracidio y el esporocisto pasan por
varios ambientes expuestos a presiones ambientales distintas incluyendo las del
hospedero molusco; dentro de los hospederos mamiferos hay mayores diferencias
entre los ambientes al cual el trematodo es expuesto, como el entorno surfactante del
conducto biliar, la viscosidad y presion de la sangre, etc., ambientes completamente
diferentes al ambiente del tracto gastrointestinal, el peritoneo o el paréngquima hepatico
(69), incluso el ambiente es diferente dependiendo de la respuesta inmune del

hospedero (1;70).



Diversos estudios han demostrado el alto nivel de polimorfismo en el genoma de
F. hepatica, con variabilidad genética interespecie, intraespecie e incluso intra-
individuo, en un mismo hospedero animal (71;72). Este alto grado de variabilidad
génica resulta valido para postular que dicho polimorfismo le otorga mayor capacidad
de adaptabilidad frente al hospedero como también al medio ambiente (70). Es decir,
la existencia de diferentes poblaciones genéticamente distintas dentro de la especie F.
hepatica, podria permitir que, frente a cualquier presion de seleccidn, ya sea natural o
artificial (por ejemplo por el uso de fasciolicidas y/o medidas de control), una o varias
poblaciones sean capaces de resistir 0 adaptarse a dicha presion selectiva (72;73). Es
probable entonces que la gran diversidad de proteinas secretadas por F. hepatica
adulto y en estados inmaduros tenga mucho que ver con la diversidad de hospederos a
los que parasita y con la diversidad de ambientes y tejidos que el parasito debe

enfrentar hasta instalarse en el conducto biliar.

La demostrada variabilidad genética de los trematodos hepéaticos deberia ser
tomada en cuenta en los prospectos de tratamientos y vacunas, debido a que algunas
variantes pueden ser capaces de escapar del sistema inmune del hospedero y/o del
tratamiento (71). Para estos parésitos, ademas de contender con factores
potencialmente dafiinos como lo es la bilis, en el caso de tratamiento de su hospedero
deben también enfrentar la accion de las moléculas antihelminticas muchas veces
exacerbada por la misma bilis. Varias de estas proteinas han mostrado proteger al

parasito de la respuesta celular del hospedero (2).
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Diferencias regionales en el secretoma de F. hepatica, como las mostradas en Cat-
L1 son un reflejo de la diversidad genética encontrada dentro de las poblaciones (68).
Por un lado, estas diferencias en los residuos de aminoécidos puede poner en peligro
los test de diagndstico seroldgico en desarrollo, porque siendo importantes las
variaciones pueden no tener la misma especificidad y sensibilidad en cada region; o
poner en duda los ensayos vacunales porque las diferencias pueden estimular

respuestas diferentes e inespecificas (26;27;74).

A pesar de la escasa informacion en relacion al mecanismo de resistencia al TCBZ
y la falta de un marcador genético para este fenotipo, se puede inferir, a partir de
estudios andlogos en nematodos, que la respuesta frente a la presiébn ambiental
diferencial en el hospedero o en la seleccion de los trematodos resistentes después del
uso antihelmintico, puede ser mas rapida si las infra-poblaciones (es decir, los
trematodos contenidos dentro de un hospedero como individuo) que intervienen son
genéticamente diversas (75). Finalmente, un mecanismo para eliminar la droga por
eflujo involucraria diferencias importantes (como el cambio de una serina por arginina
en el residuo 1144), en los alelos de la Gp-P transportadora (28), habiéndoselas hallado

solo en cepas TCBZ-resistentes y no en las susceptibles.

2.4. Las SAPs: su funcion y utilidad inmunoprofilactica y diagnostica

Las SAPs pertenecen a una familia de diversas proteinas que interaccionan con
lipidos de las membranas celulares; tienen diferentes funciones celulares entendidas

s6lo en parte pero al parecer esenciales. Su existencia se conserva en organismos
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filogenéticamente muy distantes, desde protozoos hasta mamiferos, y con notable
variabilidad en sus secuencias; no se les conoce un mecanismo comun de accién y sélo
algunos principios compartidos (76-79). Considerando que la interaccién con lipidos
es la base de sus funciones, las SAPs se definen a menudo por sus patrones de
interaccion con distintos lipidos aunque sin evidencia suficiente para establecer con
claridad su funcién in vivo; sin embargo, dado que la caracterizacion in vitro de la
mayor parte de proteinas empleadas como antigenos sugiere funcion antimicrobiana,

estas podrian ser importantes también en resistencia antihelmintica (77).

En Fasciola spp. hay cinco isoformas de saposinas reportadas, FgSAP1, FGSAP2
y FgSAP3 en F. gigantica (23) y FhSAP1 y FhSAP2 en F. hepatica (24;80). Las SAP1
son expresadas principalmente en estados inmaduros del parasito mientras que las
otras dos son abundantes en estados juveniles y adultos (79). La SAP2 de F. hepatica
(FhSAP2), un polipéptido de 11.5 kDa, es uno de los PES con un rol muy importante
en el proceso digestivo del parasito en sinergia con otras proteasas como Cat-L y LAP
(22;81;82), habiéndose demostrado que su forma recombinante es capaz de lisar
eritrocitos y leucocitos mononucleares (80), para la alimentacion del trematodo; esto la
hace un antigeno relevante en los estudios que buscan obtener una vacuna efectiva y

sistemas de diagnostico especificos y sensibles.

Numerosos antigenos y sistemas de prueba han sido descritos para la deteccion de
la infeccion en vacunos, entre ellas las pruebas ELISA, que emplean antigenos crudos

0 parcialmente purificados con muy buena sensibilidad (83), pero debido a la
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existencia de antigenos comunes entre los helmintos el punto débil de la prueba ha
sido su baja especificidad. Ademas, las inmunogenicidad de muchas de estas proteinas
ha mostrado ser muy variable en vacunos, ovejas y humanos (84). Por su parte, la
FhSAP2 provoca una fuerte respuesta por anticuerpos durante la infeccidn activa (85)
y en su forma recombinante ha sido empleada en un ELISA para la deteccion de
anticuerpos en fascioliasis humana croénica con sensibilidad de 96,5% y especificidad
de 97,6% (53). También se han ensayado el empleo de anticuerpos monoclonales
contra antigenos recombinantes para SAP2 de F. gigantica (rFgSAP2) hallandose una
alta especificidad (79). En ambos casos, el empleo de la SAP tipo 2 parece ser una
alternativa importante para el inmunodiagnostico de fascioliasis humana y animal, y
un método para screening en areas endémicas. También se ha investigado el empleo de
una vacuna con ADN complementario construido a partir de FhSAP2, la respuesta
inmune inducida por este constructo de ADN mostré6 mas eficiencia que el antigeno
recombinante al inducir proteccion en ratones contra la infeccion subsiguiente con

metacercarias de F. hepatica (54).

A la fecha se han reportado dos saposinas para F. hepatica, la FnNSAP1 (24;86) y
la FASAP2 (22;80). Varios estudios sefialan que estas enzimas estan entre los mejores
candidatos junto con algunas catepsinas (Cat-L1 y Cat-L2), para obtener vacunas y kit
diagnosticos de sensibilidad y especificidad importantes (20;21;54); sin embargo, no
hemos hallado estudios en los que se evalte diferencias genéticas o protedmicas de
expresion, por ejemplo, entre cepas resistentes o susceptibles a antihelminticos, o de

diferentes areas geograficas como los hay en Cat-L.
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Aun cuando varios investigadores, que emplearon catepsinas para el diagndstico
de fascioliasis animal y humana, no revelaron reacciones cruzadas sino por el
contrario, alta especificidad y sensibilidad en las técnicas de ELISA (83;87), uno de
los primeros estudios que refieren diferencias regionales entre los PES potencialmente
utilizables como antigenos para diagndstico fue descrito en Cat-L1 de F. hepatica (68).
En otro trabajo, la Cat-L1 result6 ser una proteina inmunogénica en bovinos, ovejas y
ratas, pero debido a su expresion en diversos helmintos la molécula completa no fue
considerada como herramienta diagndstica prometedora; frente a lo cual se
seleccionaron algunos epitopos de Cat-L1 especificos de F. hepatica y se prepar6 un
nuevo inmundgeno con hasta tres aminodcidos modificados, mejorando su

especificidad (99%), frente al 94,6% obtenido con la Cat-L1 entera (84).

Cuando se reportd la Cat-L5 de F. hepatica, una proteinasa nueva que mostrd
hasta un 80% de identidad con la Cat-L2, se demostr6 que la sustitucién de un dnico
aminodcido en su secuencia podia afectar sustancialmente la estructura de la enzima y

su especificidad por el sustrato (26).

Por otro lado, también se ha reportado diferencias en las secuencias de cinco
aminoacidos de la Cat-L2 de especimenes de F. hepatica de una region geografica en
Turquia (cepa Firat), al ser comparada con una cepa reportada previamente en las
bases de datos (la denominada cepa Dublin). Sin embargo, el analisis de las secuencias
mostré 99% de homologia con la Cat-L2 de F. hepatica reportada en la literatura y

98% de homologia con la “cathepsin L-like protease” de la misma especie de
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trematodo. Los investigadores sugieren que el reconocimiento de diferencias
regionales en Cat-L2 seria importante en la seleccion de antigenos para uso
diagnostico, ya que las diferencias en los cinco aminodcidos afectaban la
inmunogenicidad de las proteinas involucradas (27). Esta hipotesis se basd en un
estudio en el que las modificaciones en tres aminoacidos de un antigeno resulto ser la

principal diferencia al evaluarse su potencial inmunodiagnostico (84).

En base a todo esto, siempre serd necesario considerar las diferencias regionales
cuando se trata de seleccionar una proteina inmunogénica o un fragmento de ADN,
para los estudios vacunales o para implementar los test diagnosticos, como es el caso

de las SAPs de F. hepatica.

En cuanto a las variaciones genotipicas en SAPs, las mas importantes podrian
estar en el tipo de aminoécidos (p.e. 10 o mas diferentes). Al compararse SAPs de F.
gigantica con las de F. hepatica las variaciones en la estructura primaria son notables,
y van de 89,1% a 98% entre SAP2 y SAP1 de ambas especies, respectivamente. Al
comparar solo las de F. hepatica la FnNSAP1 tiene 58.8% de amino&cidos idénticos y
78.4% de similaridad a la FNSAP2 (23). A pesar de ser tan parecidas, todas las SAPs
tienen funciones y comportamientos diferentes; ademas, las variantes de F. gigantica
tienen un patrén de localizacion y expresion diferencial distinto entre ellas y lo mismo
sucede con las de F. hepatica (20-24;54;80;86), sin embargo, no hemos hallado
estudios acerca de las variaciones genéticas que podrian haber entre SAPs del mismo

tipo, como en el caso de las catepsinas, producidas por especimenes provenientes de
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areas geogréficas diferentes. Tampoco se conoce si hay relacion alguna de las SAPs
con la resistencia antihelmintica como si ha ocurrido con la GST (29;62) o las FABP
(2), en cepas que expresen algin mecanismo o nivel de resistencia al TCBZ. Estas
cepas son caracterizadas como susceptibles o resistentes a antihelminticos mediante
pruebas de eficacia in vivo, en modelos animales, siguiendo métodos estandar que han

sido evaluados estadisticamente (88-90).

Por otro lado, aunque hay suficiente evidencia que indica que el blanco del TCBZ
es la tubulina, el mecanismo de resistencia no esta asociado con mutaciones en esta
proteina (91); sin embargo si se ha demostrado que las cepas resistentes metabolizan la
droga (92), o sobre-producen un nimero importante de proteinas parasitarias durante
su exposicion a la droga en comparacion a una cepa susceptible al TCBZ, al parecer, a
fin de proteger al parésito del estrés celular sugiriendo un mecanismo adicional de
respuesta en cepas resistentes (93), en las que pueden estar involucradas las GST,
enzimas antioxidantes como las FABP, o proteinas de respuesta al estrés (2;64), lo cual

estableceria a su vez una relacion metabolismo-resistencia interesante.

Si un fasciolicida interactia con diferentes sistemas dentro del parésito y ejerce
una variedad de efectos (es probable que exista un efecto de arrastre sobre otros
sistemas por lo que es dificil determinar si la accion fasciolicida se debe a un solo
efecto o una combinacion de efectos), es de esperar también que la respuesta del
parasito emplee maltiples mecanismos de defensa (o enzimas, 0 moléculas), frente a la

accion de los farmacos.
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2.5. La biologia molecular y el estudio de la diversidad genética

En las poblaciones parasitarias, la diversidad genética puede expresarse
indirectamente mediante variaciones en caracteres fenotipicos del tipo morfoldgico o
fisiolégico en una misma especie, 0 por la aparicion de cepas o variantes patogénicas
entre los individuos que la conforman. Medir la magnitud y distribucion geogréafica de
esa diversidad es actualmente muy importante, no solo porque ayuda a conocer la
biologia, ecologia y evolucion de los paréasitos, sino también porque permitiria disefiar
estrategias para su control (94;95), como por ejemplo evaluar y seleccionar antigenos
inmundgenos para ensayos vacunales o en el desarrollo de técnicas mas sensibles y

especificas para el diagndstico.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es un método para la amplificacion
in vitro de secuencias definidas del ADN objetivo e implica ciclos automatizados de
desnaturalizacion, hibridacion y extension o sintesis utilizando un equipo conocido
como termociclador. La PCR fue concebida y desarrollada en la década de 1980 por
Kary Mullis (96), habiéndose consolidado como una técnica moderna con alto
potencial para la deteccién de enfermedades infecciosas, incluyendo paréasitos
animales (97). La mayoria de las técnicas moleculares modernas empleadas para
estudios de diversidad se basan también en la tecnologia PCR, la misma que permite
amplificar secuencias especificas de genes (de marcadores moleculares, de proteinas,
de intrones, etc.) incluso si partimos de cantidades muy pequefias de ADN inicial (94)

0 de ADN complementario.
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El nimero de técnicas descritas y basadas en PCR es cada vez mas numerosa; y
los estudios de diversidad parasitaria incluyendo a Fasciola spp. emplean
frecuentemente técnicas moleculares como el RAPD (ADN polimérfico amplificado al
azar) (25), y el RFLP-PCR (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion), aplicados sobre marcadores moleculares como los espaciadores transcritos
internos ITS1 e ITS2 principalmente del ADN ribosomal (98;99), aplicando ademés
diversas enzimas de restriccion. Estas mismas técnicas pueden aplicarse para el
andlisis del ADN mitocondrial y sus enzimas como parte de estudios de diversidad

(100).

La técnica del RAPD se caracteriza esencialmente porque en la reaccion de PCR
se emplea s6lo un cebador y la amplificacion se realiza bajo condiciones de baja
estrictez. Esto resulta en la amplificacion de fragmentos de ADN andénimos que
representan diversas regiones del genoma del individuo en estudio. Los productos de la
amplificacion se separan por tamafio mediante electroforesis en geles de agarosa.
Mediante esta técnica se puede demostrar por ejemplo que un individuo animal puede
ser simultaneamente infectado por méas de un genotipo de Fasciola spp. y se puede

estimar la variacion genética dentro de la especie (101;102).

El RFLP-PCR, en cambio, consiste en amplificar una region de ADN definida con
una pareja de primers especificos. Para el caso de algunos estudios, estos amplifican
las regiones ITS (espaciador transcrito interno) del ADN ribosomal. Se obtiene de esta

manera un sélo producto de amplificacion, el que luego es sometido a digestion con

18



enzimas de restriccion. Estas enzimas cortan el ADN en cualquier region donde se
encuentre una determinada secuencia, la que corresponde al sitio de corte de la misma.
Asi, el fragmento de ADN obtenido es cortado en fragmentos menores segln sean las
veces que esté presente el sitio de corte de la enzima. Los productos de la digestion son
finalmente separados electroforéticamente en geles de agarosa. Esta técnica puede
emplearse para la diferenciacion de especies en areas geogréficas donde dos especies

se superponen o tienen mucha similitud morfoldgica (100;102).

Los estudios experimentales que evaltan la susceptibilidad o la resistencia de las
fasciolas al TCBZ generalmente emplean métodos estandarizadas en modelos
animales, siguiendo las recomendaciones de instituciones internacionales que han
normado al respecto (31), a su vez, en la detecciobn y monitoreo de la resistencia
antihelmintica se emplea la prueba de reduccion del conteo de huevos en heces, con
sus limitaciones, por ejemplo, en la deteccion de resistencia desarrollada en estados
inmaduros (88;90). Frente a esto, el conocimiento de los mecanismos moleculares de
resistencia antihelmintica a través de la biologia molecular es una alternativa
importante; en la literatura se describen antecedentes del empleo de la RFLP-PCR para
comparar los genes que codifican la tubulina, entre cepas susceptibles y cepas
resistentes a benzimidazoles (90). Las bases moleculares de resistencia a la mayoria de

antihelminticos siguen siendo desconocidas.

En ambas metodologias (las antes mencionadas), la diversidad se establece segun

sea que los individuos compartan 0 no los patrones de bandas. En las técnicas que
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generan patrones de bandas de ADN es posible encontrar bandas monomorficas (es
decir invariable en todos los individuos estudiados), o polimdérficas (presentan
variaciones). Este ultimo tipo de bandas son las que finalmente permiten establecer las
diferencias entre los individuos. Sin embargo, las técnicas de secuenciamiento de los
productos amplificados permiten establecer comparaciones especificas de genes o
grupos de genes, con las grandes bases de datos disponibles en el GenBank, a través de

herramientas de acceso libre como las del NCBI.

En Fasciola, las variaciones genéticas han sido usadas para distinguir una especie
de otra, pudiéndose inferir la relacién filogenética entre las especies (100). Sin
embargo, es muy poco lo que se sabe acerca de la variacion genética dentro de F.
hepatica, hecho que es potencialmente importante para el entendimiento de las
interacciones hospedero-parasito, para evaluar la efectividad del tratamiento, para el
desarrollo de métodos diagndsticos y vacunas, y para la interpretacion epidemiolégica
de la fascioliasis. La gendmica funcional es esencial para ello y para la comprension de
los complejos mecanismos a nivel molecular en un organismo o sus células; como
consecuencia tenemos el analisis molecular del transcriptoma, a través de una PCR del
ARN del individuo, a fin de atribuirle funcionalidad a los cambios de expresion
revelados en diferentes individuos (103). Dado que el ARN usualmente es de una sola
hebra y es sensible al calor, es necesario hacer una transcripcion reversa (RT), antes de
iniciar la amplificacion por PCR. La RT-PCR representa el forceps que ofrece la

sensibilidad necesaria para validar los hallazgos a partir de genes individuales (103).
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CAPITULO 11

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Unidad de anélisis, universo y muestra

3.1.1. Unidad de Andlisis

Correspondi¢ a parésitos adultos de F. hepatica procedentes de cuatro diferentes
areas geograficas (una de Cajamarca, Peru); los parasitos de Cajamarca (cepa
Cajamarca, resistente al TCBZ), fueron proporcionados por el Laboratorio de
Inmunologia e Investigacion de la Universidad Nacional de Cajamarca (Per0), y las
cepas de otras areas geograficas han sido proporcionadas por el Departamento de

Ciencias Agricolas de la Universidad La Trobe, de Australia.

3.1.2. Universo y muestra:

La poblacién estuvo delimitada a parasitos adultos de F. hepatica provenientes
de cuatro areas geograficas. La muestra de estudio estuvo conformada por 24
especimenes, 15 de la cepa resistente a TCBZ provenientes de Cajamarca, 3
especimenes susceptibles de la cepa Sunny Corner, 3 resistentes a TCBZ de la cepa
Tallangata y 3 resistentes a TCBZ de la cepa Gireke, provenientes de las regiones del

mismo nombre en Australia.
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3.2. Tipo de Investigacion

Investigacion basica, no experimental, de nivel analitico descriptivo.

3.3. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.3.1. Mantenimiento de los parasitos adultos

Las muestras adecuadamente etiquetadas (parasitos adultos obtenidos del cepario
correspondiente), se han mantenido congeladas a -70 °C en solucién RNAlater®
(Sigma) que protege el ARN del parésito. Las muestras parasitarias provenientes de
Australia fueron transportadas congeladas en viales con RNAlater, y en un contenedor
con hielo seco hasta su llegada al Laboratorio de Inmunologia e Investigacion de la

Universidad Nacional de Cajamarca.

3.3.2. Preparacion previa y extraccion del ARN parasitario

Los parasitos adultos conservados en RNAlater a -70 °C fueron procesados antes
del aislamiento del ARN. EI ARN total de los parasitos fue extraido por el método
clasico con trizol, empleandose 1 mL del reactivo por espécimen de F. hepatica (100

ug de peso aproximadamente), de acuerdo con el protocolo siguiente (104;105).

e Previamente se limpio y desinfect6 la superficie de trabajo (mesas), con alcohol al
70 % y luego con NaOH 1M. Se utilizé siempre puntas libres de ARNasas, asi
como guantes y mascarilla para evitar la contaminacion de las muestras con las

ARNasas presentes en la respiracion.

22



e Todos los materiales a emplearse en la extraccion de ARN (mortero, pilon, pinzas,
espatulas, etc.), fueron previamente lavados con lavavajilla, enjuagados en agua
corriente, luego lavados con alcohol al 70 %, y luego con solucion de NaOH 1 M
para eliminar toda contaminacién por ARNasas. Estos materiales, una vez secos,
fueron enfriados a -70 °C por 30 minutos envueltos en bolsas plasticas de primer
uso. Luego, al sacarlos del congelador, los materiales fueron colocados dentro de
una caja de poliestireno expandido (tecnoport), con hielo picado, en cantidad
suficiente para cubrir la base del mortero y mantenerlo frio.

e Se colocd cada espécimen en un tubo Eppendorf de 1,5 mL, libre de nucleasas
(ARNasas, ADNasas, proteasas), para ser congelado en nitrégeno liquido y luego
descongelado a temperatura ambiente, proceso que se repitié hasta 3 veces (para
facilitar la posterior homogenizacion).

e Con el mortero mantenido en la caja de poliestireno con hielo picado, se coloc6
cada espécimen (uno cada vez), dentro de él, se machac6 con el pilon frio y se
homogenizo hasta que el parasito tomo consistencia pastosa 0 como polvo. El pildn
siempre se mantuvo frio para evitar el chogue térmico sobre el ARN a extraer, por
lo que més de una vez debid ser puesto dentro del hielo picado (dentro de la bolsa
plastica).

e Se agregd 1 mL de trizol dentro del mortero con la muestra, homogenizando el
contenido varias veces con la misma punta y luego se recolecté el macerado
colocandolo en un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 mL, libre de nucleasas.

e Se incubaron las muestras durante 5 min a 30 °C en bafio maria previamente

calentado, para la completa disociacién de los complejos de nucleoproteinas.

23



e Se afiadio 200 pL de cloroformo y se agitd enérgicamente a mano durante 15
segundos y luego se volvio a incubar a 30 °C en bafio maria por 3 minutos mas.

e Se centrifugd a 12 000 rpm durante 15 minutos a temperaturas entre 2 - 8 °C.

e La fase acuosa (la superior, translucida), que contiene el ARN, se paso a otro tubo
Eppendorf de 1,5 ml, libre de nucleasas, teniendo cuidado de no pipetear la
interface (la fase blanca que contiene el ADN) y la fase rosa con las proteinas.

e Se agregd 500 pL de isopropanol e incub0 10 min a temperatura ambiente, el ARN
precipitd formando un pellet semitransparente en el fondo del tubo.

e Se centrifugd nuevamente a 12 000 rpm por 15 minutos entre 2 - 8 °C.

e Se elimind el sobrenadante y se lavd el pellet con 1 mL de etanol absoluto que
previamente fue enfriado a -20 °C, agitando muy bien, este proceso se repitié 2 0 3
veces quitando el etanol sucio cada vez.

e Se centrifugd a 7 500 rpm durante 5 minutos a 4 °C.

e Se secd el pellet en la estufa (a 36 °C de temperatura), dejando el tubo invertido
sobre papel de filtro hasta que no quedaron restos de etanol en el tubo.

e Se re-suspendio el ARN con 50 puL de agua libre de ARNasas y se disolvio el pellet
mediante un vortex de 5 segundos.

e Seincubd a 56 °C por 10 minutos en bafio Maria previamente calentado.

La evaluacion de la calidad del ARN se hizo inmediatamente, cuando no fue asi las

muestras de ARN se guardaron a -70 °C.
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3.3.3. Evaluacién de la calidad del ARN por espectrofotometria
Las muestras de ARN fueron evaluadas mediante espectrofotometria UV a 260
nm y 280 nm; para determinar la concentracion de ARN se midi6 a 260 nm y su

pureza (calidad) fue determinada mediante la relacién de absorbancia 260/280.

Procedimiento:

Se encendid el espectrofotometro y se coloco a 260 nm en modo absorbancia. Se
coloco 1195 pL de agua libre de ARNasas en una cubeta de cuarzo, se agrego 5 uL de
la muestra de &cidos nucleicos y se mezcl6 cuidadosamente. Se lleno otra cubeta solo
con agua libre de ARNasas. Con el espectrofotometro a 260 nm, primero se coloco la
cubeta con agua y se llevo a cero, luego, se colocd la cubeta con los acidos nucleicos y
se hizo la medicion (sin volver a llevar a cero). Después, se hizo lo mismo, siguiendo

los pasos descritos anteriormente, pero con el espectrofotometro en 280 nm.

Evaluacion de la pureza del ARN

Cuando el valor resultante de la relacion 260/280 fue de 2 + 0.1, el ARN se
considero de alta pureza (105), los valores mayores a 1.6 fueron considerados de buena
calidad y a partir de estas muestras se obtuvo el ADN complementario (ADNCc). Las

muestras de ARN obtenidas fueron conservadas a -70 °C.

3.3.4. Disefio de primers con secuencias completas del GenBank

Los primers para la amplificacion correspondientes a las FhSAPs fueron
disefiados a partir de las secuencias completas de nucleotidos disponibles en las bases
de datos del GenBank. Para FnSAP1 el numero de acceso en el GenBank es U58467

(Fasciola hepatica amoebapore-like (FHAP) mRNA, 418 bp linear mRNA) (24), y para
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FhSAP2 el nimero de acceso es AF286903 (Fasciola hepatica amoebapore-
likeproteinmRNA, 384 bp linear mRNA) (80). Se disefiaron tres pares de primers, pero
solo se selecciond un par para FnNSAP1 y uno para FhSAP2, adicionalmente se empled

un par de primers empleado en otro estudio (59).

Para el disefio de primers se emplearon las herramientas bioinformaticas Primer
BLAST (106) del NCBI (National Center for Biotechnology Information), disponible
en la web http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/howto/design-pcr-primers/ y Primer 3
(107), del Whitehead Institute for Biomedical Research, disponible en

http://primer3.ut.ee/. Los primers u oligonucleétidos empleados fueron:

Tabla 1. Denominacién y secuencias de los primers empleados en el estudio

Saposina  Denominacion Secuencia del primer

FhSAP1 FhS1-1 Forward: 5'-CGAACACCCATCCGCAAATC-3'
Reverse: 5'-TGGTTCCTCTGATTCCACGC-3'

FhS1-2 Forward: 5'-GCGTGGAATCAGAGGAACCA-3'

Reverse: 5'-TCAAGTAACCAACAGCGCCA-3'

FhSAP2 FhS2-E Forward: 5'-CAAATAGCTCGCTCTCAGGAT-3'
Reverse: 5'-CAGATTTCCGTTGCGTTGTG-3'

FhS2-2 Forward: 5'-ACTGTCGAGGAGCACATTGG -3'
Reverse: 5'-GCAGATTTCCGTTGCGTTGT-3'
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3.3.5. Obtencion del ADN complementario (ADNc) por RT-PCR

El ADNCc fue sintetizado a partir de 5 ug de ARN de cada una de las muestras
extraidas, de cada uno de los especimenes adultos de F. hepatica considerados en este
estudio. Para ello se emple6 el SuperScript® 111 First-Strand Synthesis System for RT-

PCR (Invitrogen), siguiendo el protocolo siguiente:

e Se mezcld y centrifugd brevemente (spin) cada componente del kit antes de usar.

e Por muestra de ARN, en un tubo Eppendorf de 200 uL se colocé los siguientes
componentes: 1 pL de oligo-dT 50 uM (500 pg/ml), 1 uL de mix ANTPs 10mM, el
volumen requerido de ARN total para una concentracion de 5 ug y el volumen
necesario de agua libre de ARNasas para completar un volumen total de 10 pL.
Todo esto se centrifugd brevemente.

e Las muestras se incubaron en bafio Maria previamente calentado a 65 °C por 5 min
(para romper las estructuras secundarias presentes en el ARN). Luego se colocaron
en hielo hasta agregar la mix de sintesis de ADNCc.

e Para preparar la mix de sintesis se agrego los siguientes reactivos por reaccion
(muestra): 2 puL de buffer RT 10X, 2 uL de DTT 0,1 M, 4 uL de Cl,Mg 25 mM, 1
puL de RNase OUT (40 U/uL) y 1 puL de enzima Superscript III RT (200 U/uL); esto
hizo un volumen de 10 puL que se adicionaron a los otros 10 puL del paso anterior,
teniendo un volumen total de reaccion de 20 puL de cada muestra, se mezcld
suavemente y se colecto luego de una breve centrifugacion.

e Se coloco en el termociclador a 50 - 55 °C por 50 - 60 minutos y luego a 70 — 85 °C
por 5 - 15 min, para terminar la reaccion.

e EI ADNCc sintetizado se preservo a -20 °C hasta su uso.
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3.3.6. Amplificacion del ADNc por PCR

La amplificacion de los fragmentos de ADNc se realiz6 a partir de 2 pL del
producto de la RT-PCR (templado obtenido por retrotranscripcion reversa). Para este
proceso se empled el Novagen® KOD Hot Start DNA Polymerase (Toyobo), siguiendo
el protocolo siguiente:

e EIl ADNCc de cada cepa fue empleado como templado para la amplificacién por PCR
empleando los pares de primers (forward and reverse), previamente disefiados para
cada FhSAP (Tabla 1).

e La amplificacion por muestra (de ADNCc), fue llevada a cabo en tubo Eppendorf de
200 pL donde se coloco los siguientes componentes: 5 ulL de Buffer KOD Hot Start
DNA Polymerase 10X, Sul de dNTPs 2 mM, 3 uL de Cl,Mg 25 mM, 1.5 uL de
cada primer (10 uM), 2 uL de templado, 1 uL de KOD Hot Start DNA Polymerase
(1 U/uL) y 31 pL de agua grado molecular haciendo un volumen final de reaccion
de 50 pL.

e Las condiciones de PCR en el termociclador fueron las siguientes: activacién de la
polimerasa a 95 °C por 2 minutos, con desnaturalizacion inicial por 20 segundos a
95 °C, seguido del annealing por 10 segundos a la temperatura melting (Tm) mas
baja segun el par de primers empleados, y elongacién por 10 segundos a 70 °C. El
namero de ciclos varié entre 35 a 40 ciclos dependiendo del tamafio del fragmento a
amplificar.

e Finalmente las muestras amplificadas fueron conservadas a -20 °C hasta su

secuenciamiento.
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3.3.7. Deteccion de fragmentos amplificados por electroforesis en gel (bandas)

El producto de la PCR fue analizado mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 2 % preparado con Tris Borato EDTA 0.5X (TBE), y tefiido con SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen) (10 uL). Se continud con el protocolo siguiente:

o El gel solidificado se colocé en el sistema de electroforesis y también fue cubierto
con TBE. En el primer pocillo o primera calle, se incorpor6 el marcador de peso
molecular de 100 pb + buffer de siembra, a razéon de 5 uL + 1 pL respectivamente,
luego el control negativo (master mix sin ADN), y luego los amplificados, todos a
razoén de 4 pL + 1 pL de buffer de siembra.

e Se conecto a la fuente de poder, se hizo una corrida inicial por 30 minutos a 80
voltios y luego a 100 voltios por 45-50 minutos mas. Finalizada la corrida, las
bandas se observaron con transiluminacion de luz UV con un Visi-Blue

Transilluminator™ (UVP) y fueron fotografiadas para su posterior analisis.

3.3.8. Secuenciamiento de los productos amplificados y analisis

Los productos de PCR obtenidos fueron evaluados mediante electroforesis en gel
de agarosa, purificados y enviados para su secuenciacion a Macrogen (Korea)
(http://www.macrogen.com). Las muestras se enviaron en las siguientes condiciones:
volumen de 100 pL a concentraciéon de 100 ng/uL en tubos Eppendorf de 200 pL,
rotulados, y acompaiados de los primers correspondientes a un volumen de 100 pL a
concentracion 10 uM. Los amplicones fueron secuenciados en ambas direcciones,
mediante secuenciador automatico de ADN, empleando los mismos oligonocle6tidos

usados en el PCR convencional.
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3.4. Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

3.4.1. Analisis de los fragmentos amplificados

Las bandas de los fragmentos amplificados fueron obtenidas con un equipo foto-
documentador MicroDOC Basic System (Cleaver Scientific Ltd.); luego fueron
medidas por aproximacion al marcador de peso molecular (MPM) mediante la
utilizacion del software GelAnalyzer 2010®, disponible en forma gratuita en
www.gelanalyzer.com. Esto se hizo con la finalidad de comparar las bandas de las

saposinas en todos los especimenes en busca de variaciones macromoleculares.

3.4.2. Analisis de los amplicones

Las secuencias obtenidas en el cromatograma fueron editadas con el programa
FynchTV 1.4.0 (de Geospiza Inc., Washigton, USA), disponible online en
www.geospiza.com/finchtv.html y alineadas preliminarmente con el software BioEdit
de Tom Hall, disponible en http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html. La
busqueda de datos para la comparacion de las secuencias de consenso se realizé con el
programa FASTA en la base de datos del GenBank, luego fueron alineadas mediante el
Software BLAST para nucledtidos, disponible en forma gratuita en
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, y finalmente analizadas y comparadas con el
programa Clustal-MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform),
disponible en http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/ mediante el cual se realizé un
alineamiento multiple y se obtuvo los codigos para el arbol filogenético final

construido con TreeView (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html.).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Empleando los pares de primers denominados FhS1-1 y FhS2-2 (Tabla 1, del
capitulo anterior), se obtuvo como producto de la amplificacién del ADNc fragmentos
de aproximadamente 100 pb (pares de bases) y de 141 bp (Figuras 1 y 2), los cuales
pertenecen a las secuencias de FhSAP1l y FhSAP2, respectivamente. Ambas
secuencias de proteinas también son conocidas como proteinas tipo saposinas

(Saposin-like protein) o proteinas tipo amoebaporas (Amoebapore-like protein).

El inicio y final de los fragmentos estuvo ubicado entre las posiciones 154 y 293
de las secuencias completas de las saposinas, cuyos numeros de acceso en el GenBank
son: U58467 para FhSAPL (F. hepatica amoebapore-like (FHAP) mRNA, 418 bp
linear mRNA) (24), y AF286903 para FhSAP2 (F. hepatica amoebapore-like protein
mRNA, 384 bp linear mRNA) (80). Mediante el analisis visual de los fragmentos, con
el programa GelAnalyzer, pudimos confirmar que amplificamos las moléculas
correspondientes a las saposinas del estudio, y no se evidencié diferencias ni el peso
molecular ni en el tamafio de las secuencias amplificadas, aun cuando los especimenes
provenian de diferente origen geografico y han sido probados de presentar distinta

sensibilidad al TCBZ (Figura 3). En este punto, es importante indicar que, midiendo el
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peso molecular no es posible establecer la variacion molecular de las proteinas
estudiadas en las distintas cepas de F. hepatica, por lo que el siguiente paso fue hacer
el secuenciamiento de los fragmentos amplificados, cuyos resultados si permiten hacer

las comparaciones correspondientes.

sunny Caxl Cax2 Gireke Tallangatta C2

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando bandas de aproximadamente
100 pb correspondientes a la FhSAP1 en cepas de F. hepatica de diferente origen
geografico, susceptibles y resistentes al TCBZ.

MPM: marcador de peso molecular (50 pb DNA ladder), C1: control positivo de 150 pb (FRGADPH),
Sunny: cepa australiana “Sunny Corner” susceptible al TCBZ, Cax1: cepa “Cajamarca” resistente al

TCBZ, Cax2: cepa de Cajamarca de sensibilidad desconocida al TCBZ, Gireke: cepa australiana
resistente al TCBZ, Tallangatta: cepa australiana resistente al TCBZ, C2: control positivo de 100 pb.
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Caxl Sunny Cax2 Gireke Tallangatta C1

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando las bandas de 141 pb
correspondientes a la FhSAP2 en cepas de F. hepatica de diferente origen geogréfico,

susceptibles y resistentes al TCBZ.

Cax1: cepa “Cajamarca” resistente al TCBZ, Sunny; cepa australiana “Sunny Corner” susceptible al
TCBZ, Cax2: cepa de Cajamarca de sensibilidad desconocida al TCBZ, Gireke: cepa australiana
resistente al TCBZ, Tallangatta: cepa australiana resistente al TCBZ, C1: control positivo de 150 pb
(FhGADPH), MPM: marcador de peso molecular (50 pb DNA ladder).
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Cax Sunny Gireke Gireke Tillangatta Tallangatta

150 pb
100 pb

FhSAP2
FhSAP1

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% mostrando las bandas de FhSAP1 y
FhSAP2 juntas, en cepas de F. hepatica de diferente origen geografico, susceptibles y

resistentes al TCBZ.

C: control positivo de 150 bp (FRGADPH), Cax: cepa “Cajamarca” resistente al TCBZ, Sunny; cepa
australiana “Sunny Corner” susceptible al TCBZ, Gireke: cepa australiana resistente al TCBZ,
Tallangatta: cepa australiana resistente al TCBZ, MPM: marcador de peso molecular (50 pb DNA
ladder).
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Durante el analisis preliminar de las secuencias nucleotidicas siempre es necesario
eliminar el ruido del cromatograma (background), antes de obtener las secuencias de
consenso correspondientes, lo cual fue realizado empleando los editores de secuencias
0 programas como FinchTV, Chromas-Lite y/o BioEdit, (Figuras 4 y 5). Al analizar
los cromatogramas, se ve una alta homologia o identidad en la secuencia de
nucleétidos de las cepas comparadas, a excepcion de la secuencia de FNSAP2 para la
cepa resistente australiana “Gireke”, donde es notoria una diferencia al inicio de la
secuencia (Figura 5), manifestada fundamentalmente por la presencia de un triplete
GGG que no se observa en las otras secuencias. De manera preliminar, estos datos nos
indican que no hay variabilidad molecular significativa en la expresion de estas
proteinas, y dicho de otro modo, la expresion de las proteinas tipo saposinas en F.

hepatica podrian no estar relacionados con los fenémenos de resistencia al TCBZ.

Respecto a la secuencia FhNSAP2 de la cepa “Cajamarca” resistente al TCBZ,
editada, consensuada y sometida a un alineamiento local en BLAST para nucle6tidos,
los resultados devueltos evidencian, como era esperado, alineamientos significativos
con las bases de datos del GenBank para tres moléculas de tres trematodos distintos: F.
hepatica, Schistosoma mansoni y F. gigantica, con homologias (identidad) de 100%
con los dos primeros y de 93% con F. gigantica (Figura 6). La identidad con S.
mansoni solo confirma lo que sugieren algunos estudios en cuanto a la existencia de
genes ancestrales conservados en la filogenia de ambas especies (proteinas
homologas), lo cual explica ademas la existencia de epitopos en SAPs de reaccion

cruzada entre estos parasitos (85).
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Figura 5. Cromatogramas de la FhSAP2 en cepas de F. hepatica de diferente origen geografico, susceptibles y resistentes al TCBZ.
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Alineamiento local

RID 0GBMWDEY016 (Expires on 09-29 01:59 am)

Query ID Icl|Query_156227 Database Name nr
Description Icl|Query_212591 Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.32+ P Citation

Query Length 113

Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

& Graphic Summary

Distribution of 3 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments |

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 >=200
Query |
| 1 1 | I 1
1 20 40 60 80 100
() Descriptions
| producing significar
Select: All None Selected:0
1t Alignments o
Description LESHUER T Ident  Accession
score score cover value
cl mansoni saposin-ike protein (SAP) mRNA, complete cds 196 196 93% De-d7 100% FJ3022621
Easciola hepatica amoebapore-like protein mRNA, complete cds 196 196 93% De-d7 100% AF286903.1
Fasciola gigantica SAP-2 (SAP-2) mRNA, complete cds 158 158 93% 2e-35 93% AY8702551

Fasciola hepatica amoebapore-like protein mRNA, complete cds

GenBank: AF286903.1

GenBank FASTA
Link To This Page | Feedback

1 |20 |30 |60 |80 [10o 120 140 150 |1P 200 220 240 260 280 [+ 320 |340 [360 384
AF286903.1: 184..304 (121bp)~ | Find: > <3 E> - | + ATe }QTooIsv I #Cunﬂgure r::\‘ ? -
198 |2e8 218 228 230 |248 258 26a |27a 2za 298 308
Sequence ®

HATACTTGTGCAAARTAGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAGGAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTGCCGTTTAATCA

‘I'Th‘I'GAACACGTTTTATCGhGCGAGAGTCCTACG‘I'ACGTAACTThAACAAGTTGTCCTTCAGCThATATAAThGCTAGTGCA‘I‘C'I‘AGTTG‘I'GT‘I'GCGTTGCCTTTAGACGGCAAATT&C—&
®

Genes

AAA TAC TTG TGC AAA ATA GCT CGC TCT CAG GAT GCA TGC ATT GAA TTT GTT CAA CAG GAA GIC GAT TAT ATT ATC GAT CAC GTA GAT CAA CAC AAC GCA ACG GAA ATC TGC CGT TTA ATC A
k¥ Lk I A R 5 O O A C© I E F U @ » E W D ¥ I I 0D H VY 0 g H N A T E I C E L I

BLAST Results for: Alineamiente local #
Query I5E227
CTTGTGCAAAATAGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAGGAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACARCGCAACGGAAATCTGE)

Figura 6. Alineamiento local BLAST de la secuencia de FhSAP2 de la cepa resistente

“Cajamarca” con la coleccion de nucle6tidos del GenBank.



Adicionalmente, en la figura 6 (recuadro inferior), se evidencia que no existe
diferencias en la conformacion de los aminoacidos al compararse la FhSAP2 de la
cepa “Cajamarca” con la secuencia de la proteina reportada por Espino & Hillyer (80),
con lo cual, méas alla de que podemos remarcar que las SAPs de F. hepatica no
servirian como marcadores de resistencia al TCBZ, su potencial como antigeno para el
desarrollo de kits diagndsticos y para ensayos vacunales se ve favorecido, ya que este
tipo de proteinas no sdlo estan entre los antigenos mas facilmente detectados en sangre
(79;108), sino que ademas contiene una misma conformacion de epitopos en diferentes

regiones geograficas.

Durante los alineamientos por pares, de las secuencias de FnSAP1, enfrentando la
cepa resistente “Cajamarca” con las demas del estudio, provenientes de Australia, se
ha evidenciado diferencias nucleotidicas puntuales en un solo nucle6tido, en este caso
la cepa “Cajamarca” expresa una citosina (C), en lugar de las adeninas (A), que
aparecen en todas las cepas de Australia, bajo un 97% de cobertura e identidad de 98%
(Figura 7); sin embargo, en el alineamiento multiple con una cobertura menor (de
hasta 78,8%) la identidad de las secuencias lleg6 al 100% (Figura 8). Al parecer, estas
pequefias diferencias en la conformacion de las secuencias no serian significativas para
la expresién de la molécula en ninguno de los casos, ni por diferencias regionales ni
por diferencias segun la sensibilidad al TCBZ de los especimenes estudiados. De
acuerdo con algunas investigaciones, se requieren diferencias significativas en la
conformacién de los aminoacidos para que estas tengan un impacto importante en la

expresion de las enzimas del proteoma de F. hepatica (26;29).
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B\IGTTGﬁTTGTTﬁﬁG TCGATC ACGCAACGGAARATCGA
CCAACTAARACAATTC AGCTAG T6CGTTGECCTTTAGCT
[AST Results for: Cax-3unny(E)

fuary 176459
66 TTGATTG&TTAMGEGAGTCG6ATTATATTATCGATCACGTAGATCAANLCACAACECGCAACGEGALRATCY

Sequence [ %
B\IGTTGﬁTTGTTﬁCG TCGATC ACGCARCGGAAATCTA
CCAACTAACAATGC AGCTAG TG6C6TTG6CC
BLAST Results for: Cax-Gireke(E) |x

(uery 154223
6 6 TTGATT6TTAMIGGAGT CGATTATATTIAT CGATCACGETAGATCAACACAACGCARNCGGARNNTC)

BLAST Reaults for: Cax-Tallangatta

Huery 14815
66T TGATTGTTANMGGAGT CGATTATATTATCGAT CACGTAGATCARCACARCGCAACGGAAATCY

Score de 61 b, Valor e: 2e-31, 98% de identidad, 0% de gaps, 1 mismath y cobertura de 97%

Figura 7. Alineamiento por pares en BLAST nucleotide, de la secuencia de FhSAP1 de la cepa resistente “Cajamarca” (Cax) con cada una

de las cepas australianas (Sunny Corner, Gireke y Tallangatta).
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‘3 NCB] tome PubMed GenBank BLAST Sequence Viewer 3.9.2 T
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Query 7534: cepa Cajamarca, 53 bases alineadas, 98,1% de identidad, 1 gaps (242), 78,8% de cobertura, 6e-2*
Query 7535: cepa Sunny Corner, 51 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 77,7% de cobertura, 4e-”
Query 7536: cepa Gireke, 50 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 75,8 de cobertura, 2e-%

Query 7537: cepa Tallangatta, 50 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 75,8 de cobertura, 2e-H
|
gi|9502277|gb|AF286903.1| Fasciola hepatica amoebapore-like protein mRNA, complete cds
Sequence ID: [cl|Query_7539 Length: 384 Number of Matches: 1

Range 1: 239 to 291 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
91.6 bits(49) Ge-24 52/53(98%) 1/53(1%) Plus/Plus

Query 13 AGG-AGTCOATTATATTATCOATCACGTAGATCAACACAACGCAACGOARATC B4

Sbjct 239 AGGAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATC 291

Figura 8. Alineamiento multiple en BLAST nucleotide, de la secuencia de FhSAP1 de la
cepa resistente “Cajamarca” con cada una de las cepas australianas (Sunny Corner,

Gireke y Tallangatta).
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Al comparar las secuencias de la proteina FhSAP2, se aprecid algo similar. En
este caso una guanina (G), en la cepa australiana “Gireke” reemplaza a una Adenina
(A), en las demas cepas, incluyendo la cepa “Cajamarca”. El porcentaje de identidad
alcanzo el 100 % en los otros pares comparados con cobertura de hasta 99 % (Figura
9), lo cual minimiza también la variacion nucleotidica, ya que en el alineamiento
maltiple la homologia fue de 100 % con una cobertura maxima de 93,8 % en todos los
casos (Figura 10). Es importante resaltar esta homologia de 100 %, sobre todo porque
la FhRSAP2 es una molécula muy promisoria, con la que mas se estd investigando la

obtencién de vacunas, tipo recombinantes y tipo ADN (20;22;54).

squence 1
!TGGTATCTTGTGCAAAATAGCTCGCTCTClGGlTGCATGCATTGAATTTGTTCAACAGGAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTG
CACCATAGAACACGTTTTATCGAGCGAGAGTCCTACGTACGTAACTTAAACAAGTTGTCCTTCAGCTAATATAATAGCTAGTGCATCTAGTTGTETTGCOTTGCCTTTAGAC

LAST Results for: Cax-Sunny

{uery B35AL
B TGGTATCTTGTGCARAATAGCTCOCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAGGARGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACARCGCARCGGARATCTG

equence
TTGGTATCTTGTGCANAATAGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGANTTTGTTCAACAGGAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCARCACAACGCAACGGARATCTGC
CACCATAGAACACGTTTTATCGAGCGAGAGTCCTACGTACGTAACTTAAACAAGTTGTCCTTCAGCTAATATAATAGCTAGTGCATCTAGTTGTGTTGCGTTGCCTTTAGAC&

BLAST Results for: Can-Gireke

(uery 212589
TGGMATCTTGTGCAARATAGCTCECTCTCAGGATGCATGCATTGARTTTGTTCARCAGGAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGRARATCTEE

EqIence i
TTGGTATCTTGTGCARANTAGCTCGCTCTCAGGATGCATGEATTGAATTTGTTCAACAGGANGTCOATTATATTATCGATCACGTAGATCANCACAACGCAACGGANATCTGO
[

]

CACCATAGRACACGTTTTATCOAGCGAGAGTCCTACOTACGTAACTTAANCARGTTGTCCTTCAGCTAATATARTAGCTAGTGCATCTAGTTGTGTTGCGTTGCCTTTAGAC

25T Results for: Cax-Tallangata

2=

Query 13041
B TGGTATCTTGTGCAAAATAGCTCOCTCTCAGGATGCATGCATTGARTTTGTTCARCAGGAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCARCACAACGCARCGGARRTCTGL

Score de 112-113 bp, Valor e: 1e-57, 99,1-100% de identidad, 0% de gaps, 1 mitsmach y cobertura de 99%

Figura 9. Alineamiento por pares en BLAST nucleotide, de la secuencia de FhRSAP2 de la
cepa resistente “Cajamarca” (Cax) con cada una de las cepas australianas (Sunny

Corner, Gireke y Tallangatta).
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‘3 NCB[ Home PubMed GenBank BLAST Sequence Viewer 3.9.2 ‘T

0i9502277|gb|AF286903.1| Fasciola hepatica amoebapore-like protein mRNA, complete cds
cl|Query_6929
Link To This Page | Feedback

\ 0P (M @0 D €0 [0 E |3 (W (W (20 @M1 (S0 & [T ||3F|au R e s e T T .

) Query_6929: 184.303 (120bp] - | Find vl @ - | + RToosw | L¥conigwe & 7+
|tea |20 [t |2z [zaa |2aa |25 |6 |7 |2a [zoa |0

Sequence ®

?AATACTTGTGCAAAATAGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAGGAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTGCCGTTTAATC

TTTATGAACACGTTTTATCGAGCGAGAGTCCTACGTACGTAACTTAAACAAGTTGTCCTTCAGCTAATATAATAGCTAGTGCATCTAGTTGTGTTGCGTTGCCTTTAGACGGCAAATTA%

BLAST Results for: 4 sequences (lcl|Query 212581 ) %

Query £324
CTTGTGCAAAATAGCTCGCTCTCAGRATGCATGCATTGARTTTGTTCARCAGGARGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACARCGCAACGGARATCTGEY

Query B925
CTTGTGCAARATAGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCARCAGGARGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGARATCTGE)

Query 6326
CTTGTGCAARATAGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCARCAGGARGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGARATCTGE)

Query 6927

CTTGTGCARARATAGCTCOCTCTCAGGATGCATGCATTGARTTTGTTCARCAGGARGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCARCACARCGCAACGGARATCTGC)

Alineamiento Multiple BLAST de Secuencias FASTA Editadas (113 b) Secuencia Acceso GENBANK N° AF286903
Query 6924: cepa Cajamarca, 106 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 93,8% de cobertura, 2e->

Query 6925: cepa Sunny-Corner, 106 bases alineadas, 100% de identidad, O gaps, 93,8% de cobertura, 2e-
Query 6926: cepa Gireke, 106 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 93,8% de cobertura, 2e->
Query 6927: cepa Tallangatta, 106 bases alineadas, 100% de identidad, 0 gaps, 93,8% de cobertura, 2e-

gi| 9502277 |gb|AF286903.1| Fasciola hepatica amoebapore-like protein mRNA, complete cds
Sequence ID: |cl|Query 6929 Length: 384 Number of Matches: 1

Range 1: 189 to 294 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
196 bits(10a) 2e-55 106/106(100%) 0/106(0%) Plus/Plus

Query & CTTGTECAARATAGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAGGARAGTCGA 67

, LEELEEEYERE e e e ER e e e ey Ee et e e et e ER e e ee e iy
Sbjct 189 CTTGTGCAMAATAGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAGGAAGTCGA 248

Query 68  TTATATTATCOATCACGTAGATCAACACAACGCAACOOAAATCTGC 113

Sbjct 249 TTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGARATCTGC 294

Figura 10. Alineamiento multiple en BLAST nucleotide, de la secuencia de FhSAP2 de la
cepa resistente “Cajamarca” con cada una de las cepas australianas (Sunny Corner,

Gireke y Tallangatta).
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En general, ante la falta de variacion genética significativa en la secuencia de
nucledtidos codificantes para proteinas FNSAP2 en las cepas de estudio, comparadas
ademés con la secuencia reportada en el GenBank (80), podemos asumir que los
avances en el desarrollo de técnicas diagndsticas y en los estudios de inmunizacion
empleando éstas mismas moléculas podrian, en su momento, ser aplicadas en nuestra
region. Por el contrario, si se hubieran hallado diferencias en las secuencias de
aminoacidos, como las reportadas en la proteina Cat-L2 de cepas de F. hepatica
también tomadas de areas geograficas distintas (26;27), necesariamente se tendria que
evaluar en cada zona geografica la utilidad de la proteina FnNSAP2 como herramienta
diagndstica, y se tendrian que implementar protocolos de prueba para ensayos

vacunales con FRSAP2 obtenidas de cepas oriundas de cada region geografica.

En los estudios mencionados se discute las implicancias que las diferencias
nucleotidicas y su expresion de aminoacidos tienen sobre lo avanzado en
inmunoprofilaxis y el diagnéstico, empleando antigenos como las Cat-L. En este
sentido, los avances en el empleo de FhSAPs y sus moléculas recombinantes, como
alternativas para el diagnostico masivo y control de la enfermedad en animales y su
prevencion en humanos se ven fortalecidos con nuestros hallazgos, ya que empleados
como antigenos para producir kits diagndsticos pueden ser Gtiles en cualquier lugar del
mundo. Debido a que la inmunogenicidad de estas proteinas ya ha sido demostrada en
diversos estudios (20;22;54), su empleo como vacuna para el control de la enfermedad
en el ganado, en diferentes regiones geogréaficas, también se veria respaldada por la

nula o escasa variacion antigénica de las moléculas, hallada en este trabajo.
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Es importante sefialar que, entre otras limitaciones, en este estudio so6lo se
evaluaron algunas fracciones de las secuencias completas de las proteinas FRSAPs, por
lo que seria sustancial completar las secuencias de ambos extremos y alinearlas
nuevamente para establecer completamente la homologia de ambas saposinas. De
encontrarse, en un nuevo alineamiento, diferencias que no hemos hallado en esta
investigacion, estas tendrian que ser significativas en el nimero y en el tipo de
nucleétidos y/o aminoécidos para afectar la inmunogenicidad del antigeno involucrado
(74). Por otro lado, la ausencia de variaciones genéticas en estas proteinas, entre
individuos de diferente sensibilidad al TCBZ, ayuda poco a entender los mecanismos
del fenotipo resistente y su relacion con los PES o las rutas metabdlicas involucradas
(93), y mas bien sirven solo para reconocer que tales transiciones se deben a la

variacion alélica normal en los genes que las codifican.

Frente a los hallazgos hasta ahora indicados, también se optd por alinear las
secuencias sin edicién en el Software BioEdit (Tablas 2 y 3) y en forma mdltiple en el
Clustal-MAFFT (Figuras 11 y 12). Los resultados confirman el alto nivel de identidad
entre las secuencias de las diferentes cepas estudiadas, aunque muestran también
algunas diferencias al inicio de las secuencias comparadas; sin embargo, de acuerdo
con los calculos estadisticos de los programas empleados, valores e por debajo de 10
son mas que suficientes para afirmar que tales diferencias no son significativas, o para

asegurar la alta homologia entre las secuencias.

45



Tabla 2. Alineamiento de secuencias de nucledtidos, de la FhSAP1, de las cepas del

estudio comparada con la secuencia FASTA de amoebapore-like de F. hepatica

(disponible en el GenBank, con N° de acceso AF286903.1) en el programa BioEdit.

Cepa/Origen de secuencia SECUENCIA DE ACIDO NUCLEICO/PRODUCTO DE SECUENCIACION

Amoebapore-like F. hepatica TTTGTTCAACAGGAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTG
FhSAP-1-CaxR GGTTGATTGTT.GIAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCIA
FhSAP-1-Sunny.AusxS GGTTGATTGTTACGEBAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTE
FhSAP-1-Gireke.AusxR GGTTGATTGTTACGIAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTA
FhSAP-1-Tallangatta.AusxRa GGTTGATTGTTACGEBAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTA
FhSAP-1-Tallangatta_AusxRb GGTTGATTGTTACGIAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTA

Tabla 3. Alineamiento de secuencias de nucleétidos, de la FhSAP2, de las cepas del

estudio comparada con la secuencia FASTA de amoebapore-like de F. hepatica

(disponible en el GenBank, con N° de acceso AF286903.1) en el programa BioEdit.

CepafOrigen de
secuentia

FhEAP-2-Caih

FhEAP-2-Sunmy Ausd
FREAR-2-Gireke Ausih

FhEAP-2-Tallangatt Ausifia
FhEAP-2-Tallanaatta Auswfb

SECUENCIA DEACIDO NUCLEICO/PRODUCTO DE SECUENCIACION

AmachaRa it . fepotee TGMITJL CTTOT GCAARATAGCTCGC TCTCA FRATGCATRC ATTCARTT TR TTCAR CAGGAARTT GATTA TATTATCCATCACET AGATC BACACAAC GCAACRGAAATCT 6

GTGGTITFGT B A A TGO GC TCTCR OATCCAT R ATTCAATT TG TTCAR CACGAARTC GATTA TATTATCCATCACCTACATC AACACAAC GCAAC RO RATCT AT
BTG G GCARAATAGCTCGC TCTCAGRATGCATGC ATTGAATTT G TTC A4 CAGGAAGTC GATTATATTATCRAT CACCTAGATC ARCA CAAC GLAACGRAATCTRC
CTGGIiGT GC AL ATAGCTCACTCTCA FOATGCATRCATTRAATTTGTTCAR CACCAARTC GATTATATTATCCATCACET AGATC AACACAAC GLAAC GO AATCT 60
GTGETHMRTTST G AAAATAGCTCRC T TCAGGATG CATGC ATTCANTTTG TT AR CAGGAARTE GATTATATTATOGAT CACGT AGKTC RACACAACGCAAC GRARRTTG]
GTGGT.]TGT GCAAATAGCTCGETCTCR GGATCCATRC ATTCAATTTG TTCAR CACGRARTC GATTA TATTATCCATCACCT AGATC AACACAAC GLAACGLAATCT A
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CLUSTAL format alignment by MAFFT FFT-NS-i (v7.215)

Amoepore-like Fh GTGAAATACTTGTGCAAAATAGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAG

Cajamarca (Per) ~  ======eececccccccecececeecececccccecccecece—e—oa- GTTGATTGTTAA
Sunny Corner (Austra) =========eececececcececccecccccccccccecccceeee——=- GTTGATTGTTAC
Gireke (Australia) =~  =======--cee-ccccceccccccccceccccccccceccceee———- GTTGATTGTTAC
Tallangatta (Australia) === === === @ e m e e e e e GTTGATTGTTAC

Amoepore-like Fh GAAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTGCCGTTTA

Cajamarca (Peru) GGAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCGA------~

Sunny Corner (Austra)  GGAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTG-------

Gireke (Australia) GGAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTA------~

Tallangatta (Australia)  GGAGTCGATTATATTATCGATCACGTAGATCAACACAACGCAACGGAAATCTA-------
Cepas

Cladograma Clustal MAFFT Matriz de Porcentaje de Identidad

Amoepore-like Fh 100.20 84.85 87.88 86.36 86.36
Cajamarca (Peru) 84.85 100.00 95.45 96.97 96.97

Sunny Corner (Austra) 87.88 95.45 100.00 98.48 98.48
4‘—: Gireke (Australia) 86.36 96.97 98.48 100.00 100.00
86.36 96.97 98.48 100.00 100.00

Tallangatta (Australia)

Figura 11. Alineamiento multiple con CLUSTAL-MAFFT de las cepas en estudio

para FhSAPL.
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Amoebapore-like F.h.  CTOARAATACTTCTGCALLAT AL CTC"T"C-C GATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAG

Cajamarca (Peru) =====-= ATCTTGTGCAAAAT AGCTCGCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAG
Sunny Corner (Austral) =====~ A CTT"GC—«.—»L..-'-C:TLGCT'-C;C"EA-GCATGC-TT&,--’TTF-,.Cn"-.-l'-d
Gireke (Australia) ~  =====- ATCTTGT GCAALATAGCTCOCTCTCAGGATGCATGCATTGAATTTGTTCAACAG
Tallangatta (Australia) — =====~ ATCTTGTGCAAMATAGCTCOLTCTCAGGATG CATGC-TT&.-—'TT"’"'" C--o

-~

Amoebapore-like F.h. GRAGTCCATTATATTATCGATCACGTAGAT CAACACAACCCAACCCARATCTRLLGTTTA

Cajamarca (Peru) G OT AT TATATTATCGATCACOTACAT CAACACAACCCAACCCAAATCTEL -~~~ -~
Sunny Corner (Austral) GRAGTCGATTATATTATCGATCACGTACAT CAACACAAICCANCCCARATCTEC -~~~ -~
Gireke (Australia) CAAGTCCATTATATTATCGATCACGTAGAT CAACACAACCAACCCARATCTGC -~ -~~~

Tallangatta (Australia) GRAGTCGATTATATTATCGAT CACGTAGAT CAACACAACCCAACOCARATCTEC -~~~ -~

................................................................

Cladograma Clustal MFFT Matriz de Porcentaje de identidad

Cepas

Amoebapore-like F.h. 185,86 96,46 96,46 96,46 95.58

Cajamarca (Peru) 96,46 100.80 106,80 198,80 98,23
Sunny Corner (Austral) 96.46 160.80 106,00 1006.00 98.23
Gireke (Australia) 96.46 100.00 100.00 198.88 93.23

i 95.58 98.23 98.23 93.23 1loe.oe

Tallangatta (Australia) 98.23

Figura 12. Alineamiento maltiple con CLUSTAL-MAFFT de las cepas en estudio para

FhSAP2.

Finalmente, en la figura 13, empleando las pequefias variaciones de las secuencias
de nucleétidos no editadas de la FASAP2, se ha establecido la relacion filogenética de
parentesco entre las cepas de estudio (de manera correcta, esta relacién deberia
establecerse mediante estudios de variacién genética en marcadores moleculares
intraespecie). La figura muestra un mayor acercamiento filogenético entre las cepas
“Gireke” de Australia y la cepa correspondiente a la de la secuencia reportada por
Espino y cols. (80); estas a su vez, estarian mejor relacionadas con la cepa resistente
“Cajamarca”. Sin embargo, las cepas “Sunny Corner” (susceptible al TCBZ) y
“Tallangatta™ (resistente al TCBZ), que aparecen en ramas separadas, tendrian un
menor grado de parentesco con la cepa “Cajamarca” 0 quiza una historia evolutiva

distinta.
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I Cepa Sunny Corner

- Cepa Tallangata

Cepa Cajamarca

AF 286903*

Cepa Gireke

Figura 13. Arbol filogenético comparativo de las FnNSAP2 para las cepas del estudio,

empleando el software TreeView [*AF 286903 (80): Amoebapore-like 2 protein].
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. Este estudio concluye que, entre los fragmentos de ADN secuenciados,
correspondientes a las saposinas FnSAP1 y FhSAP2 y provenientes de ARNm de las
cepas Cajamarca (resistente) y las de Australia Sunny Corner (susceptible), Gireke
(resistente) y Tallangata (resistente), no hubo variacion nucleotidica significativa.

2. Consecuentemente, también se concluye que no hay variabilidad significativa en
la expresion de los aminoécidos, correspondientes a las mismas fracciones de
proteinas, en las cepas Cajamarca (resistente) y las de Australia Sunny Corner

(susceptible), Gireke (resistente) y Tallangata (resistente).

5.2. Recomendaciones

1. Realizar estudios con un mayor numero de especimenes adultos de F. hepatica,
asi como con especimenes en sus formas juveniles.

2. Aplicar la tecnologia de la PCR cuantitativa para evaluar la expresion
diferencial de las SAPs, en especimenes adultos y juveniles de F. hepatica.

3. Hacer estudios con oligonucleodtidos que abarquen mayor longitud de la

secuencia de nucleotidos para ambas enzimas (FhNSAP1 y FhSAP2).
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