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RESUMEN

La fascioliasis causada por el trematodo Fasciola hepatica es una infeccion
parasitaria zoondtica importante de la ganaderia en muchos paises. Por ello
y dada la importancia de la fascioliasis animal y humana en Cajamarca se
planted realizar el estudio sobre el perfil proteico de las proteinas de intestino
de Fasciola hepatica, mediante el método de Electroforesis 2D Bidimensional.
Los trabajos de investigacion se desarrollaron en el Laboratorio de
Bioinformatica y Biologia molecular de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia, Lima. La muestra de proteina de intestino de Fasciola hepatica se
corrid en una primera dimension en tiras de Poliacrilamida Immobiline™
DryStrip gels de 7cm, pH 3-10 NL, mediante Isoelectroenfoque (IEF), se
realizoé una segunda dimension SDS-PAGE, en gel de Poliacrilamida al 15%.
Para visualizar los “spots” se empled la tincidn Coomassie Brilliant Blue; la
imagen del gel fue analizada con el software GelAnalyzer 2010®. Como
resultado del analisis del gel 2D de intestino de Fasciola hepatica se
identificaron 84 spots con diferentes pesos moleculares, enfocadas en
distintos puntos isoeléctricos (pl) en un rango de 6-9.8. Este estudio de
caracterizacion proteica de intestino de Fasciola hepatica, es necesario como
linea base para futuros trabajos de investigacion, asi mismo como
herramientas de diagnostico y nuevas alternativas para tratamientos
especificos contra este parasito.

Palabras clave: Electroforesis 2D, proteinas de Intestino Fasciola hepatica,
bovinos, Cajamarca.



ABSTRACT

Fascioliasis caused by the fluke Fasciola hepatica is an important zoonotic
parasitic infection of livestock in many countries. Therefore, given the
importance of animal and human fascioliasis in Cajamarca, it was proposed to
perform the study on the protein profile of Fasciola hepatica intestine proteins,
by means of the Bidimensional 2D Electrophoresis method. The research
works were developed in the Bioinformatics and Molecular Biology Laboratory
of the Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima. The Fasciola hepatica
intestine protein sample was run in a first dimension in strips of Polyacrylamide
Immobiline ™ DryStrip gels of 7cm, pH 3-10 NL, by means of Isoelectric
focusing (IEF), a second dimension SDS-PAGE was performed, in gel 15%
polyacrylamide. To visualize the spots, the Coomassie Brilliant Blue stain was
used; the image of the gel was analyzed with the GelAnalyzer 2010® software.
As a result of the 2D gel analysis of Fasciola hepatica intestine, 84 spots with
different molecular weights were identified, focused on different isoelectric
points (pl) in a range of 6-9.8. This study of protein characterization of Fasciola
hepatica intestine is necessary as a baseline for future research work, as well
as diagnostic tools and new alternatives for specific treatments against this
parasite.

Key words: 2D electrophoresis, proteins of the intestine Fasciola hepatica,
bovine, Cajamarca.



LISTA DE ABREVIACIONES

E/S : producto de excrecion y secrecion de Fasciola hepatica
CatL : Catepsinal

kDa : kilodaltons

IEF : Isoelectroenfoque

mA : miliamperios

mM : milimolar

mg : miligramo

ml  : mililitro

NEJ :juveniles recién excitados

NL : Nolineal

PBS : fosfato buffer salino

PM : peso molecular

pl : punto isoeléctrico

rpm : revoluciones por minuto

SDS : sulfato dodecil sédico

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis

Strip IPG: tiras de Poliacrilamida Immobiline Gels™
Spots: manchas de proteina

1] : microlitro

2-DE : electroforesis Bidimensional
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La fascioliasis es una enfermedad hepatica que se caracteriza por la inflamacion
del higado y de los conductos biliares, frecuentemente de caracter cronico,
acompanado de trastornos nutritivos; que afecta al hombre y a numerosos
mamiferos, tanto domésticos como silvestres entre ellos bovinos, ovinos,
caprinos, camelidos, equinos, cerdos, conejos (Manga, 1999). La infeccién por
Fasciola hepatica es considerada en el Perd como una enfermedad parasitaria

emergente en la salud publica (Marcos et al., 2007).

En el Perd, las mas altas prevalencias de fascioliasis son en la sierra,
principalmente en los valles andinos de Cajamarca, Junin, Cusco y Arequipa
(Marcos et al., 2005; Espinoza et al., 2005). En la provincia de Cajamarca una
de las cuencas lecheras mas importantes del Peru, la fascioliasis constituye un
problema importante, se han realizado estudios que demuestran una alta

prevalencia de fascioliasis bovina; 80,8 % (Rojas, 2009).

Las pérdidas econdmicas producidas por la fascioliasis tienen influencia directa
en la economia, debido a la reduccidn de la produccion de leche, carne,
decomisos de o6rganos en el camal ademas de costos asociados en su

tratamiento antihelmintico (Cordero et al., 2002).

Actualmente en la region Cajamarca se ha determinado mediante diversos
estudios que el parasito muestra resistencia antihelmintica a farmacos utilizados
en su control (Ortiz et al., 2013), por lo que es necesario encontrar nuevas
alternativas de lucha frente a este parasito, el desarrollo de una vacuna es una

estrategia que podria controlar eficazmente el problema de la fascioliasis



(Mulcahy et al., 1998; Dalton et al., 2003; Kennedy et al., 2006), sin embargo \\: .

no es posible desarrollarla ya que se encuentra en una etapa experimental
(Quiroz, 2011) y debido a vacios de conocimiento sobre las caracteristicas de
las proteinas de Fasciola hepatica ya que estas son biomoléculas que participan

en muchas funciones vitales del parasito (Fernandez et al., 2012).

Se han identificado proteinas de Fasciola hepatica involucradas en diferentes
procesos biolégicos, muchos de los cuales representan hallazgos originales para
este organismo, asi mismo son importantes para la supervivencia del parasito
dentro del huésped y son candidatas a objetivos terapéuticos (Di Maggio et al.,
2016).

Es asi que los estudios en proteémica han desarrollado avances progresivos; sin
embargo en el Peru no se han realizado estudios de caracterizacion de las
proteinas de intestino de Fasciola hepatica; por ello y dada la importancia de la
fascioliasis animal y humana en la regiéon Cajamarca se planted realizar la
caracterizacion del perfil proteico de intestino de Fasciola hepatica, mediante el
metodo de Electroforesis 2D Bidimensional, con la finalidad de obtener nuevas
herramientas de diagndstico y alternativas para tratamientos especificos; este

estudio sera necesario como linea base para futuros trabajos de investigacion.

OBJETIVOS

1.1. Objetivo general.

Determinar el perfil proteico de las proteinas de intestino de Fasciola

hepatica mediante el método de Electroforesis 2D Bidimensional.
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MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes tedricos de la investigacion
En las ultimas décadas muchos estudios realizados se centran en la
identificacion de las moléculas del parasito Fasciola hepatica como
objetivos potenciales para nuevos tratamientos especificos y/o
herramientas de diagndstico, asi como nuevas dianas de vacunas para la
helmintiasis (Hotez et al., 2008).

El trabajo de Dalton y Heffernan (1989), Yamasaki et al., (1989), Smith et
al., (1993) y Wijffels et al., (1994) demostraron que las cisteinas proteasas
secretadas liberadas por Fasciola hepatica adulta son predominantemente

de masa molecular aparente de 27-28 kDa.

Jefferies et al., (2001) realizaron un analisis proteémico de los productos
excretores y secretores (E/S) de Fasciola hepatica adulta, utilizando la
técnica de electroforesis en gel bidimensional 2-DE, encontraron 60

proteinas prominentes de las cuales identificaron 29 proteinas.

Robinson et al., (2009) en un estudio que combina datos transcriptémicos
y protedmicos, se predijeron 160 proteinas secretadas; sin embargo, solo
se encontraron 22 proteinas en trematodos adultos y se detectaron 29
proteinas en secreciones de juveniles recién excitados (NEJ) de Fasciola

hepatica usando un enfoque proteémico 2-DE.

En 2011, un estudio sobre el acetilcolina de Fasciola hepatica adulta

identifico 63 proteinas (Wilson et al., 2011), mientras que en un articulo



publicado en el 2015 los autores identificaron 69 proteinas en vesicul

extracelulares de Fasciola hepatica (Cwiklinski et al., 2015).

Los avances en proteémica han facilitado |la caracterizacion detallada de
las moléculas de helmintos, este enfoque ha revelado que los helmintos
secretan una amplia gama de proteinas; ademas, producen moléculas no

proteicas (Robinson et al., 2013).

Di Maggio et al., (2016) proporcionaron un analisis protedmico en
profundidad de la composicion de proteinas en las etapas de vida de
Fasciola hepatica dentro del mamifero, esta caracterizacion representa el
mayor numero de proteinas identificadas hasta la fecha para el
endoparasito. Identificaron en total 689 proteinas; 575 proteinas solubles
somaticas NEJ de Fasciola hepatica, 90 proteinas en los productos
excrecion y secrecion (E/S) de NEJ y 202 proteinas en productos E/S de
Fasciola hepatica adulta. Este estudio revel6 la presencia de proteinas

involucradas en diferentes procesos biolégicos.

Estudios de investigacion han caracterizado las proteinas secretadas por
el parasito Fasciola hepatica, asi como los productos de
secrecion/excrecion (FhESP) (Ortiz et al., 2000), Catepsina L1 (FhCL1)
(Dalton et al., 2003; O'Neill et al., 2001), Glutatién S Transferasa (GST)
(Sexton et al., 1994; Dowling et al., 2010), Peroxirredoxin (FhPrx) (Donnelly
et al., 2005; Mendes et al., 2010).

Por electroforesis bidimensional se demostré que la Catepsina L (CatlL)
tiene naturaleza heterogénea, sin embargo, se han caracterizado dos
formas importantes: CatL1 y CatL2 (Smith et al., 1993; Dowd et al., 1994).
Estas dos enzimas tienen distintas caracteristicas fisicoquimicas (tamafo

molecular, pH éptimo) y especificidad de sustrato (Dowd et al., 1994).



2.2 Fascioliasis

2.3

Enfermedad parasitaria que se debe a la presencia y accion del trematodo
Fasciola hepatica en el parénquima y conductos biliares de bovinos, ovinos,
caprinos, cerdos, equinos, conejos, venados, otros animales silvestres y del
hombre (Quiroz, 2011). Es una inflamacion del higado y de los conductos
biliares, frecuentemente de proceso cronico que produce trastornos
nutritivos (Manga, 1999).

Etiologia

Fasciola hepatica, es un helminto hermafrodita de cuerpo ancho y aplanado

dorso ventralmente (Manga, 1999).

2.4 Taxonomia

Clasificaciéon taxondmica, segun (Soulsby, 1987).
*  Phylum: Platyhelminthes,
* Clase: Trematoda,
* Sub clase: Digenea,
* Familia: Fasciolidae,
* Género: Fasciola,

* Especie: hepatica.

2.5 Caracteristicas Morfolégicas.

El parasito adulto tiene un cuerpo aplanado dorso ventralmente de forma
foliacea y ancha anteriormente, formando un cono posterior, mide de 18 a
50 por 4 a 14 mm (Quiroz, 2011); el tegumento esta cubierto por numerosas
espinas dirigidas hacia atras (Urquhart et al., 2001); posee una ventosa
oral en el extremo superior y otra ventral a la altura de los hombros; el tubo
digestivo se bifurca a poca distancia de la ventosa oral (Quiroz, 2011); los
dos testiculos ocupan la parte media corporal y el ovario al igual que utero
estan localizados anteriormente a los testiculos (Manga, 1999). El tracto
alimentario se puede dividir en dos regiones distintas: el intestino anterior,
que comprende la boca, la faringe y el eséfago, y posterior los ciegos
intestinales cuyos diverticulos laterales son altamente ramificados en la
fasciola adulta (Dalton, 1999).




2.6 Morfologia del Intestino de Fasciola hepatica

La importancia sobre la morfologia del intestino de Fasciola hepatica esta
confinada a los ciegos, el revestimiento epitelial de los ciegos consiste en
una sola capa continua de células de un tipo basico; las células en la fase
secretora se caracterizan por la presencia de muchas vesiculas secretoras
densas, complejos de Golgi abundantes y activos, una red extensa de
cisternas de Reticulo endoplasmatico granular (GER) y numerosas
mitocondrias, caracteristicas tipicas de una célula secretora activa; los
principales intestinos, ciegos muestran algunos signos de actividad
secretora y autofagica, pero su funcion principal parece estar asociada con
el movimiento del material hacia adelante y hacia atras dentro del lumen de
los ciegos principales y sus diverticulos (Robinson y Threadgold, 1975). La
actividad secretora en las células intestinales del parasito adulto se ha
estudiado mediante autorradiografia de pulso-persecucion que implica
aminoacidos tritiados (tirosina, metionina, leucina y fenilamina) (Hanna,
1975). Las enzimas proteoliticas capaces de escindir hemoglobina e
inmunoglobulinas han sido aisladas y parcialmente caracterizadas de
productos excretores/secretores (E/S) (Dalton y Heffernan, 1989, Rege et
al., 1989). El parasito también posee enzimas proteinasas capaces de
escindir sustratos de tripsina y quimotripsina a pH alcalino; la especificidad
del sustrato de las enzimas indica papeles en la nutricion (en la digestion
de los glébulos rojos ingeridos) y en la evasion inmune (al evitar la union
mediada por anticuerpos de las células efectoras inmunes) (Hadju et al,,
1979). Fasciola hepatica produce diferentes enzimas en diferentes etapas
de desarrollo y esto puede estar asociado con cambios en el ambiente y la
dieta durante la migracion del trematodo y puede vincularse con los
cambios morfologicos en el intestino que acompafian el desarrollo que se

han descrito anteriormente (Dalton, 1999).

2.7 Ciclo de vida
El ciclo de vida de Fasciola hepatica consta de cinco fases: el paso de los
huevos del huésped al entorno exterior y su posterior desarrollo; eclosion

de miracidios, su busqueda y penetracion del huésped intermedio,



&

generalmente Lymnaea truncatula (caracol); desarrollo y multiplicacion d
los parasitos dentro del caracol; aparicion de las cercarias en los caracoles
y su enquistamiento; ingestion de metacercarias infecciosas por los

huéspedes finales y desarrollo a gusanos adultos (Dalton, 1999).

Los huevos de Fasciola hepatica pasan del conducto biliar al duodeno y
posteriormente son liberados en las heces, los huevos necesitan de varios
factores fisicoquimicos para su desarrollo completo, especialmente la
temperatura y la humedad (Thomas, 1883). El tiempo de desarrollo y
nacimiento del miracidio dependen en gran parte de la temperatura, a 26°C
eclosionan en 9 dias, la accion fototropica pasiva de la mancha ocular atrae
al miracidio hacia la superficie del agua, nada activamente hasta que llega

a un caracol del género Lymnaea (Quiroz, 2011).

Los miracidios pierden los cilios cuando penetran en el molusco y se
transforman en esporocistos jovenes, estos constituyen el primer estado
larvario de Fasciola hepatica dentro del hospedador intermediario y se
encuentran en la region periesofagica del caracol; a los 15 dias ya existe
una generacion de redias (segundo estadio larvario intramolusco), se
alimentan de los tejidos del hepatopancreas del caracol; las redias dan
lugar a las cercarias, este proceso se lleva a cabo generalmente de 8—10

semanas (Manga, 1999).

Las cercarias se enquistan en la hierba, el enquistamiento también puede
tener lugar en la superficie del agua (Wright, 1927). La cola se separa del
cuerpo y libera la capa externa del quiste, esta fase se denomina
metacercaria, es la forma infectante para los hospedadores definitivos que
ingresa por via oral y en el intestino se desenquista y se transforma en
forma juvenil, atraviesa el intestino, pasa a la cavidad peritoneal, migra
hasta el higado, luego se aloja en los canaliculos biliares madura
sexualmente y aproximadamente dos semanas después de la fecundacion

comienza a oviponer (Vignau et al., 2005).
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2.8 Proteinas de Fasciola hepatica

Fasciola hepatica, depende de la actividad proteolitica para muchas de sus
actividades funcionales fundamentales en el huésped, incluida la
penetracion de tejidos, la migracién, la alimentacion y la evasion inmune
(Dalton et al., 2013). La comprensién de las proteasas y otras proteinas
secretadas por Fasciola hepatica ha mejorado enormemente por la
disponibilidad de datos del proteoma (Jefferies et al., 2001; Morphew et al.,
2007). Se han descrito varios tipos de proteasas en Fasciola hepatica, que
se utilizan en la degradacioén proteica para proporcionar sustratos con fines

biosintéticos (Carmona et al., 1993).

a) Glutation S-Transferasa (GST)

Las glutation S-transferasa, comprenden una familia de isoenzimas
implicadas en la destoxificacion celular de una amplia gama de sustratos
quimicos; las GSTs citosdlicas de células de mamifero son enzimas
dimeras funcionales compuestas de subunidades idénticas o no idénticas
de 24-29 kDa; seis clases de GSTs citosdlicas se han caracterizado (alfa,
mu, pi, theta, sigma y kappa) (Meyer et al.,, 1991; Pemble et al., 1996).
Las GSTs son muy abundantes y estan presentes en todos los parasitos
helminticos caracterizados hasta la fecha (Brophy et al., 1990). Tales
altos niveles de GST infieren un papel importante para estas enzimas en
la homeostasis y supervivencia del helminto y esto puede estar
relacionado con el "tegumento desnudo" de los parasitos helmintos y su
posible exposicibn a una amplia gama de xenobidticos (Brophy y
Pritchard, 1994).

b) Catepsina L (FhCL)
Estas enzimas se almacenan como zimogenos inactivos (proenzimas)
dentro de las vesiculas secretoras de las células epiteliales
gastrodérmicas y posteriormente se secretan en la luz del intestino del
parasito en grandes cantidades, antes de ser liberadas externamente en
los tejidos del huésped (Dalton y Heffernan, 1989; Collins et al., 2004).
Fasciola hepatica contiene una gran cantidad de enzimas proteoliticas, en

particular en el material excretor-secretor (E/S), que se puede recoger



d)

facilmente del parasito adulto in vitro, esto fue demostrado por primer. & .

vez por Thorsell y Bjorkman (1965); los primeros experimentos
demostraron que la actividad proteolitica en el material E/S era de la
familia de cisteina proteasa (Chapman y Mitchell, 1982). Las cisteinas
proteasas comprenden una gran familia con varias clases; la catepsina L
y la Catepsina B, en particular se han estudiado en relaciéon con la
invasion del parasito, la alimentacion, la evasion inmune y el potencial de
vacuna (Knox, 1994). En Fasciola hepatica, se ha propuesto que las
proteasas de catepsina L desempefian varias funciones funcionales,
incluida la promocién de la penetracion tisular (Howell, 1966; Beresain et
al., 1997), adquisicion de nutrientes. (Halton, 1967; Dowd et al., 1994) y
la produccién de huevos (Dalton et al., 1996; Spithill y Morrison, 1997).

Inhibidor de Serina Proteinasa de tipo Kunitz (KTM)

Se ha aislado un inhibidor de serina proteinasa de tipo Kunitz (Fh-KTM)
de 6751 Da que pertenece a la familia del inhibidor de tripsina pancreatica
bovina (Kunitz) de Fasciola hepatica (Bozas et al., 1995). Los estudios de
inmunofluorescencia e inmunoglobulinas en Fasciola hepatica adulta
revelaron que Fh-KTM es una molécula abundante localizada en la
superficie luminal del intestino y todo el tegumento externo; la abundancia
de Fh-KTM vy el patréon de localizacion intestinal y tegumental sugirieron
que esta molécula podria usarse como objetivo de vacuna ya que las
moléculas asociadas al intestino se han usado con éxito como vacunas
contra otros parasitos chupadores de sangre como Boophilus microplus y
Haemonchus contortus (Willadsen et al., 1995; Munn, 1997).

Peroxirredoxina (FhPrx)

Los helmintos utilizan una matriz de antioxidantes para la proteccion
contra el estrés oxidativo (McGonigle y Dalton, 1995). Los analisis
inmunocitoquimicos han revelado que Peroxirredoxina de Fasciola
hepatica (FhPrx) esta localizado en el epitelio intestinal de este parasito
(Robinson et al., 2013) y los estudios protedmicos han demostrado que,
a pesar de carecer de un péptido senal N-terminal predicho, Fasciola

hepatica secreta Peroxirredoxina FhPrx (Robinson et al., 2009).



2.9 La Protedmica

2.10

La protedmica, se define como la disciplina que detalla idealmente el
proteoma, analizando los niveles y la estructura de todas las proteinas
presentes, incluyendo sus modificaciones pos traduccionales que tienen
lugar en la vida de una célula o tejido (Honore" y @stergaard, 2003). El
término “proteoma” fue acunado en la década de 1990 para describir el
conjunto de proteinas de una celula, tejido u organismo (Graves y
Haystead, 2002; Gil, 2003). Las proteinas tienen una gran importancia,
desempefian varias funciones en el organismo y actuan como enzimas,
anticuerpos, hormonas, componentes estructurales, indicadores celulares

y varias otras funciones (Silva e Silva et al., 2007).

Las diferentes técnicas de la protedbmica han sido utiles para la
comparacion de proteomas y subproteomas (secretoma, proteinas de
superficie, etc.) en microorganismos con el objetivo de encontrar proteinas
altamente inmunogénicas, factores de virulencia, proteinas responsables
de la produccion de solventes o de la degradaciéon de celulosa, asi como
proteinas responsables de la interacciéon hospedero patdégeno; también
para la caracterizacion de especies y la comparacion de diferentes cepas y
lineas clonales; asi mismo se ha utilizado para el estudio de los
mecanismos de accion de diferentes farmacos y la comparacion de
proteinas involucradas en diferentes rutas metabdlicas (Sali et al., 2003).
La proteédmica representa, por los motivos expuestos, una de las formas
mas eficientes de investigar las funciones y los procesos metabdlicos de
las proteinas producidas por las células y para el estudio funcional de los
genes de organismos complejos (Silva e Silva et al., 2007; Rocha et al.,
2005).

Electroforesis de Proteinas

La electroforesis es un método de separaciéon de proteinas que se basa en
la movilidad de las biomoléculas en una fase liquida sometida a un campo
eléctrico; las moléculas que posean carga negativa migraran hacia el polo
positivo de un aparato electroforético y viceversa (Smithies, 1955). La

electroforesis de proteinas se utiliza para la purificacion de proteinas o
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determinacién de la pureza, para determinar el tamano, punto isoeléctricoy
(pl), y la actividad enzimatica, o para proporcionar datos sobre la regulacion
de la expresion de proteinas (Dunn, 1993). La separacion de las
macromoléculas se lleva a cabo aplicando una capa delgada de una
muestra a una matriz porosa; la poliacrilamida es la matriz mas comun para
separar proteinas y proteinas pequefnas; durante la electroforesis, la
movilidad depende de la carga, forma y tamafno de las moléculas, esta
influenciado por el tipo, la concentracion y el pH del tampén, asi mismo por
la temperatura y la intensidad del campo; esta técnica se usa
principalmente para el analisis y la purificacion de moléculas grandes, como
proteinas y acidos nucleicos (Westermeier, 2002). Los campos principales
de la aplicacién de la electroforesis son la investigaciéon bioldgica y
bioquimica, la quimica de proteinas, la farmacologia, la medicina forense,
las investigaciones clinicas y la ciencia veterinaria, asi como la biologia

molecular (Westermeier et al., 2008).
2.11 Electroforesis 2DE: Isoelectroenfoque (IEF) y SDS-PAGE

En 1975 O'Farrell y otros investigadores demostraron que las proteinas
podian separarse utilizando dos dimensiones, la primera, por
isoelectroenfoque (IEF) de acuerdo con el punto isoeléctrico (Pl) y la
segunda segun su masa molecular por electroforesis en geles de
poliacrilamida (O’Farrell, 1975). Esta metodologia tiene un poder de
resolucion superior al de muchas otras utilizadas para el analisis de
mezclas de proteinas extraidas de muestras complejas (tejidos, sangre,
cultivos de microorganismos, cultivos de linea celular, etc.) y permite la
visualizacion de miles de proteinas al mismo tiempo. El mayor problema de
esta metodologia era la reproducibilidad, debida principalmente a los
gradientes de anfolitos utilizados para el IEF, estos inconvenientes se
solucionaron con la aparicion de los gradientes de pH inmovilizados en
poliacrilamida IPG del inglés immobilized pH gradients (Bjellqvist et al.,
1982). Estas moléculas conocidas comercialmente como immobilines
permiten preparar gradientes de pH desde 2,5 hasta 12, asi se pueden
tener rangos amplios (3-10) en los que se corre una muestra dada (Gorg et

al., 1999). La reproducibilidad, la facilidad de hacer comparaciones entre



muestras y la posibilidad de separar proteinas punto por punto en un g
micro preparativo, ha situado la metodologia de separacion de proteinas en
geles de dos dimensiones (2D-PAGE) entre una de las mas usadas e
importantes técnicas para estudios en proteémica, enfocados a resolver
preguntas bioldgicas (Rabilloud, 2002). Existen diferentes aproximaciones
para obtener geles de proteinas de dos dimensiones; en resumen, la
técnica consiste en utilizar tiras de geles equilibrados con gradientes
inmovilizados de pH en el rango deseado para hacer el IEF, las cuales se
rehidratan e impregnan con la muestra, ésta ultima disuelta en un buffer
conteniendo urea, un detergente no iénico, un agente reductor y anfolitos
(O'Farrell, 1975; Rabilloud, 1996; Gorg et al., 2000). El IEF debe realizarse
comenzando con un voltaje bajo e incrementandolo hasta alcanzar un
estado estacionario en el que la separacion y localizacion de las proteinas
sea constante, después del IEF las tiras con la muestra deben equilibrarse
en un buffer que contenga SDS, un agente reductor y un agente alquilante,
urea y glicerol para que la transferencia al segundo gel (SDS-PAGE) sea
completa y el corrido sea homogéneo; la electroforesis vertical de la
segunda dimension debe realizarse con un voltaje constante que permita
la transferencia de las proteinas, generalmente 100 a 300 voltios. Las
proteinas pueden ser visualizadas con diferentes métodos de tincion
(Coomassie, Coomassie coloidal, tincién de plata) o realizando deteccion
por fluorescencia (DIGE) (Gorg et al., 2000).



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizaciéon

El trabajo de campo se realiz6 recolectando los parasitos Fasciola hepatica
en el Camal Municipal de Cajamarca. La obtencién de los intestinos de F.
hepatica se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto
Nacional de Innovacion Agraria (INIA) - EEA Banos del Inca, Cajamarca.

La Electroforesis 2D Bidimensional de las proteinas del intestino de
Fasciola hepatica se realiz6 en el Laboratorio de Bioinformatica y Biologia

molecular de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima.

La ciudad de Cajamarca presenta las siguientes caracteristicas geograficas

y meteorolégicas (*).

Altitud : 2536 msnm
Latitud sur 27010

Longitud Oeste . 78°30°

Clima : Templado seco.
Temperatura media anual (*) =182 %0
Precipitacion pluvial anual (*) : 767.8 mm
Humedad relativa media anual (*) 1 62.66 %
Presion barométrica (*) : 740.5 milibares.

(*) Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia SENAHMI, Cajamarca. 2017.



3.2. Materiales

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Material biolégico:

» Las muestras de estudio, en esta investigacion fueron Fasciola
hepatica adultas que se recolectaron de higados de bovinos

infectados beneficiados en el Camal Municipal de Cajamarca.
Material de campo:

+ Mandil

» Botas

+ Guantes

+ Mango y hoja de bisturi
+ Pinzas

* Recipientes estériles

» Camara fotografica

« Termo
Materiales de laboratorio

* Placas Petri estériles

* Microtubos 1.5 ml.

* Microtubos de 200 pl.

* Tubos Falcom de 15ml y 50ml

» Mortero

» Cubeta para hielo

» Hielo picado

+ [Espatula

«  Termometro

« Tips (puntas) 1000ul, 100pl, 10ul y 2pl.
* Recipiente para descartar Tips

« Guantes de Nitrilo

» Recipientes para pesar

« Frascos de vidrio de distintos volumenes.
« Marcadores para rotular

» Picetas



* Probetas de vidrio graduadas

« Vasos de precipitado /Erlenmeyer
» Gradillas para microtubos.

« Gradillas para tubos Falcom

+ Peines para electroforesis

« Papel filtro

« Papel aluminio

« Lamina extensible de parafina

+ Recipiente para colorear el gel.
3.2.4. Equipos de laboratorio:

« Estereomicroscopio

« Espectrofotometro

» Centrifuga refrigerada

* Micropipetas automaticas

« Agitador magneético

« Equipo de Isoelectroenfoque (IEF)

« Camara para Hidratacion de tiras IPG
« Camara de electroforesis vertical y accesorios.
+ Fuente de poder

« Bafo Maria

* Horno Microondas

« Vortex

* pH metro

+ Balanza analitica

» Destilador

* Incubadora

« Cabina de Flujo Laminar

+ Refrigeradora

+ Nanodrop
3.2.4. Reactivos

* Cloruro de sodio (NaCl)
» Hidréxido de sodio (NaOH)



Fosfato buffer salino (PBS)

Nitrogeno liquido

Kit de Extraccion de proteinas (BugBuster® Protein Extraction
Reagent)

Tiras de Poliacrilamida Immobiline™ DryStrip gels de 7cm, pH 3-
10 NL.

IPG Buffer pH 3-10 NL

Solucién de rehidratacion DeStreak™ Rehydration Solution.
Aceite mineral Dry Strip Cover Fluid
Tris-HCI

Trizma Base

Dodecilsulfato de Sodio (SDS)

Persulfato de amonio (APS)

Glicina

Glicerol

Azul de Bromofenol

Dithiothreitol (DTT)

lodoacetamida

B-mercaptoethanol

Sulfato de Amonio

Acrilamida

Bisacrilamida

Agarosa

Urea

TEMED (N,N,N’,N’ tetrametiletilenodiamina)
Marcador de Peso molecular

Agua Milli-Q

Metanol

Acido acético

Coomassie Brilliant Blue

Ac. Clorhidrico (HCL)

Etanol Absoluto

Alcohol 70%

H20 destilada



3.3. Metodologia:

3.3.1. Trabajo de campo (camal)

¢ Se procedio a examinar los higados de los bovinos para localizar la
presencia de fasciolas adultas; los parasitos fueron extraidos y
colocados en frascos con cloruro de sodio al 0,9% a 37°C,
seguidamente se transportaron en un termo al Laboratorio de
Biotecnologia y Sanidad del Instituto Nacional de Innovacion Agraria

(INIA) en la E.E.A Banos del Inca - Cajamarca.
3.3.2. Trabajo de laboratorio

a) Obtencion de los intestinos de Fasciola hepatica.

- Los parasitos adultos se lavaron varias veces con cloruro de sodio
al 0,9% a una temperatura de 37°C hasta eliminar el contenido
intestinal. (Anexo 6, Fotografia 1).

- Colocar los parasitos en placas petri graduadas y con la ayuda del
estereomicroscopio diseccionar los intestinos de Fasciola hepatica.
(Anexo 6, Fotografia 2). Se obtuvieron un total de 20 intestinos.

- Conservar los intestinos en microtubos de 1,5 ml, rotular y
almacenar en congelacion a una temperatura de — 20°C, hasta su
procesamiento. Se utilizaron 20 intestinos para elaborar un pool de
muestra, esta cantidad es necesaria para obtener la concentraciéon
de proteina requerida 20 mg/ml para realizar la electroforesis
bidimensional.

b) Fragmentacion y homogenizacion de intestino de Fasciola
hepatica con nitrégeno liquido.

- Colocar un microtubo con los 20 intestinos de Fasciola hepatica en
una cubeta con hielo.

- Introducir las muestras en nitrégeno liquido a -195°C por unos 20
segundos, (repetir este paso 3 veces).

- Colocar las muestras en el mortero y homogenizar hasta que los
intestinos tomen consistencia de pasta. (Anexo 6, Fotografia 3).

- Recolectar la pasta y colocar en microtubos nuevos de 1,5 ml.



(BugBuster® Protein Extraction Reagent).

- Agregar 1500 pl de PBS (Fosfato buffer salino) al microtubo con la
pasta de intestinos.

- Homogenizar en el vortex hasta disgregar la muestra.

- Centrifugar en microtubos de 1,5 ml a 14,000 g durante 10 min a
4°C.

- Decantar y dejar secar el pellet a temperatura ambiente,
eliminando la mayor cantidad de liquido.

- Suspender el sedimento con el reactivo BugBuster® a temperatura
ambiente por pipeteado o agitacion suave durante 20 minutos,
usando 300 pl de BugBuster® para 500 ml de muestra. (Anexo 6,
Fotografia 4).

- Incubar la suspension en una plataforma agitadora en ajuste lento
durante 10-20 minutos a temperatura ambiente.

- Eliminar los residuos celulares insolubles por centrifugacion a
16,000 x g durante 20 minutos a4 ° C.

- Almacenar la proteina a -20°C.

d) Cuantificacion de concentracion de proteina de muestras de
intestino de Fasciola hepatica mediante método de Bradford
(NanoDrop™ 2000).

- La muestra se cuantificd en el NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher
Scientific). (Anexo 6, Fotografia 5).

- Programar el Nanodrop para la cuantificacion de proteina.

- Levantar el brazo de muestreo y pipetear 1ul de la muestra de
intestino de Fasciola hepatica en el pedestal de medicién inferior.

- Bajar el brazo de muestreo e iniciar una medicion espectral
utilizando el software en la PC.

- Cuando se completa la medicidn, levantar el brazo de muestreo y
limpiar la muestra de los pedestales superior e inferior con una

toalla de laboratorio.



e) Electroforesis 2d Bidimensional

¢ Rehidratacion de las tiras Immobiline DryStrip

- Anadir el IPG Buffer pH 3-10 NL (Bio-rad) a la solucién de
rehidratacion DeStreak ™ (Bio-rad).

- Resuspender la proteina de intestino de Fasciola hepatica con el
buffer de rehidratacion (Tabla 1).

- Pipetear la solucién de rehidratacion en el carril de la camara de
rehidratacion IPG Box™ (GE Healtheare). Distribuir la solucion
uniformemente.

- Retirar con unas pinzas la cinta protectora de la tira de
poliacrilamida Immobiline™ DryStrip gels (IPG Strip) de 7 cm, pH
3-10 NL (Bio-rad). Colocar en el carril con el gel hacia abajo en
contacto con la solucion de rehidratacion.

- Evitar que queden atrapadas burbujas de aire debajo de la tira.

- Sellarlas tiras con 3 ml de aceite mineral DryStrip Cover Fluid (Bio-
rad).

- Cerrar la camara de rehidratacion e incubar por 12 horas a

temperatura ambiente. (Anexo 6, Fotografia 6).

Tabla 1. Volumen de la solucidon de rehidratacion.

Rehidratacién de tiras Immobiline Volumen
DryStrip (7cm) (ul)
Solucion de Rehidratacion DeStreak™ 103,75
IPG Buffer pH 3-10 1,25
Muestra de proteina 20
\Volumen final por tira 125 ul

Fuente: Lab. Biologia Molecular UPCH. (2015).
¢ Primera Dimension: Isoelectroenfoque (IEF).
- Colocar la tira Immobiline DryStrip rehidratada en la bandeja del
equipo de Isoelectroenfoque PROTEAM IEF CELL® (Bio-rad), en

direccion del polo positivo al negativo. (Anexo 6, Fotografia 7).



Sellar la tira con 2 ml de aceite mineral DryStrip Cover Fluid.
Encender y programar el tiempo y los voltajes de corrida en el
Sistema de Isoelectroenfoque (IEF) (Anexo 01).

Transcurrido el tiempo de la Primera Dimension retirar las tiras y

equilibrarlas para la Segunda Dimension.

Equilibrio de las tiras Immobiline DryStrip

Preparar el buffer de equilibrio (SDS Equilibration buffer solution)
(Tabla 2).

El volumen de buffer por tira es de 10 ml.

Dividir el volumen del buffer de equilibrio en partes iguales 5 ml,
en cada tubo Falcom. (Anexo 6, Fotografia 8).

Agregar al primer tubo 50 mg de DTT por 5 ml de solucion de
equilibrio.

Agregar al segundo tubo 125 mg de lodoacetamida por 5 ml de
solucién de equilibrio.

Insertar la tira Immobiline DryStrip en el primer tubo. Tapar y sellar
con papel parafilm durante 15 minutos.

Transcurrido el tiempo insertar la tira Immobiline DryStrip en el
segundo tubo. Tapar y sellar durante 15 minutos.

Conservar la tira en un tubo Falcom.

Tabla 2. Buffer de equilibrio para tiras Immobiline DryStrip

SDS Equilibration buffer EoncentiaciEnifingl
solution

Tris-Hcl pH 8.8 75 Mm

Urea 6 M

Glicerol 29.3% (w/v)
SDS 2%
Bromofenol blue 0.002% (wi/v)
IAgua MilliQ completar hasta 200 ml

Fuente: Lab. Biologia Molecular UPCH. (2015).




Segunda Dimension (SDS-PAGE)

Preparacion del gel de resolucion:

Limpiar y armar las placas del equipo de electroforesis vertical Mini
Protean® System (Bio-rad).

Realizar |la preparacion del gel de resolucion a una concentracion
de 15%, mezclar de manera uniforme los componentes en el orden
gue se indica en la Tabla 3.

Pipetear el volumen de la solucion de resolucién entre las placas
de vidrio de la camara de electroforesis.

Anadir 100 ul de butanol sobre la solucién de resolucion para evitar
el ingreso de moléeculas de oxigeno que retarden la polimerizacion.
Dejar polimerizar a temperatura ambiente por 15 a 30 minutos.
Una vez formado el gel eliminar la capa de butanol y lavar |la parte
superior del gel varias veces con agua destilada hasta eliminar
completamente los restos de acrilamida no polimerizada y el

butanol.

Tabla 3. Componentes del gel de resolucion.

Gel de Resolucion 15% Volumen (ml)
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 2.5
Tampon: Tris-HCI 1.5M pH 8.8 1.3
Agua Mili Q 1.1
SDS 10% 0.05
Persulfato de amonio (APS) 10% 0.05
TEMED 0.002
Volumen Total 5ml

Fuente: Lab. Biologia Molecular UPCH. (2015).
Preparacion del gel Stacking o gel de Concentracion

Preparar el gel de concentracion con los componentes de la Tabla
4. Agitar uniformemente evitando la formacién de burbujas.
Asegurar que el TEMED y el APS se distribuyan en todo el

volumen de la solucién.



Pipetear la solucién de concentracion entre las placas de

camara de electroforesis, sobre el gel de resolucion ya ==
polimerizado.

Colocar entre ambas placas el peine adecuado para formar los
pocillos para la tira Immobiline DryStrip y el marcador de peso
molecular.

Dejar polimerizar la poliacrilamida de la solucion de concentracion

por 15 a 30 minutos a temperatura ambiente.

Una vez formado el gel, retirar el peine cuidadosamente y lavar los

pocillos con agua destilada.

Tabla 4. Componentes del Gel Stacking o Gel de concentracion.

Gel de Concentracion 5% Volumen (ml)
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 0.17
Tris-HCI 1M pH 6.8 0.13
Agua Mili Q 0.68
SDS 10% 0.01
Persulfato de amonio APS 10% 0.01
TEMED 0.001
Volumen Total 1ml

Fuente: Lab. Biologia Molecular UPCH. (2015).

Electroforesis SDS-PAGE

Colocar la tira Immobiline DryStrip equilibrada en el pocillo del gel,
acoplar la tira al gel de concentracion evitando los espacios entre
ambos geles (Anexo 6, Fotografia 9).

Colocar la tira en sentido horizontal del catodo (-) al anodo (+).
Aplicar el marcador de peso molecular CSL-BBL Prestained
Protein Ladder en el pocillo del gel de concentracion.

Cubrir la tira y el marcador de peso molecular con Agarosa Sealing
Solution (Anexo 02), previamente calentar la soluciéon en el

microondas hasta que la agarosa este completamente disuelta.



Tapar la cuba y asegurarse que los pocillos del gel esten

totalmente cubiertos por el buffer.

Conectar los electrodos uno positivo y otro negativo (rojo y negro)
a la fuente de poder.

Encender la fuente de poder, programar el voltaje y amperaje
correspondiente.

Realizar la electroforesis a 5 mA por 30 minutos para el gel de
concentracion y a 25 mA por 1 hora y 30 minutos
aproximadamente para el gel de resolucion, hasta que el frente de
corrida haya llegado a la parte inferior.

Desmontar el equipo al finalizar la electroforesis, remover el
sistema que contiene el gel de poliacrilamida.

Separar el gel de las placas de vidrio, hidratar con agua destilada.

Conservar el gel en un recipiente con agua Mili Q.

f) Coloracion y visualizacion de las proteinas

Colocar 100 ml de solucion colorante Coomassie Brilliant Blue G-
250 (Anexo 04) en un recipiente de plastico. Cierre el contenedor
herméticamente.

Colocar 250 ml de solucion decolorante (Anexo 05) en otro
recipiente de plastico. Cierre el contenedor herméticamente.
Precalentar el contenido de ambos recipientes a 55 ° C en el bafo
de agua caliente.

Agregar el gel (1,5 mm de espesor) a la solucién de tincién e
incubar durante 5 min. (Anexo 6, Fotografia 10).

Enjuagar el gel con agua destilada.

Transferir el gel tenido al recipiente que contiene la solucion
decolorante mantenida a 55 ° C por 45 minutos.

Transferir el gel a un recipiente que contenga agua ultrapura y
desteriir el gel durante 10-30 minutos a temperatura ambiente con
agitacion suave.

Conservar el gel en agua Milli Q hasta ser analizado.
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3.4. Analisis estadistico

€ VY

Se realiz6 un analisis de tablas de promedios y desviacién estandar de los
pesos moleculares obtenidos.



CAPITULO IV

RESULTADOS

Figura 1. Gel de Electroforesis SDS-PAGE de intestino de Fasciola hepatica.
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Electroforesis SDS-PAGE, gel de poliacrilamida al 15%. Las proteinas fueron
extraidas con el kit BugBuster® Protein Extraction Reagent. Tincién con
Coomassie Brilliant Blue. Se aplico 5 ul de marcador CSL-BBL Prestained
Protein Ladder. Los pesos moleculares de las bandas son entre 12, 15, 17, 20,
27, 37 y 48 kDa.

M: Marcador de proteina.

C1-C11: Muestras de Intestino de Fasciola hepatica. Se aplicé 10 ul.

Lectura de Espectrofotémetro Método de Bradford: 1.018 ug/ml



Fasciola hepatica, el cual revelo proteinas de diferentes pesos moleculares y

puntos isoeléctricos en un rango de 6-9.8
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Perfil proteémico del proteoma de intestino de Fasciola hepatica. El gel 2D
muestra las manchas de proteinas caracterizadas por Electroforesis 2D
Bidimensional. Las proteinas se visualizaron mediante tincién con Coomassie
Brilliant Blue. El gel 2D se analizé con el software GelAnalyzer. El eje X es la
escala del punto isoeléctrico (pl). El eje Y es la escala de peso molecular en
kiloDaltons. Las proteinas se enfocaron utilizando un rango de pH no lineal de 3
a 10 como primera dimensién y una electroforesis en gel de poliacrilamida al
15% (SDS-PAGE) como segunda dimensién.



software GelAnalyzer 2010°.
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Figura 3. Analisis del Gel de electroforesis 2D con el programa GelAnalyzer
2010®. La muestra corresponde a un conjunto de 20 intestinos de Fasciola
hepatica. Estas proteinas se separaron en una primera dimension:
Isoelectroenfoque (IEF) y una segunda dimensién (SDS-PAGE). Se identificaron
84 spots de proteinas de intestinos de Fasciola hepatica en un rango de pH de

6-9.8. Se utilizé el marcador de proteina Presicion Plus Protein Standars.

Carril 1: Marcador de peso molecular.

Carril 2-8: Muestra de intestino de Fasciola hepatica.



Tabla 1. Resultados de Electroforesis 2D Bidimensional de las proteinas

intestino de Fasciola hepatica. Los carriles y spots se indican con numeros

correlativos. Se detalla los diferentes pesos moleculares (PM) identificados.

Carril N° de Spot PM Carril N° de Spot PM
2 il 27 5 2 90
2 2 13 5 3 73
2 3 11 5 4 55
2 4 10 5 5 50
2 5| 9 5 6 30
2 6 8 5 7 28
2 7 i 5 8 26
2 8 5 5 9 20
2 9 3 5 10 16
3 1 28 5 11 14
3 2 27 5 12 11
3 3 26 5 13 8
3 4 23 5 14 7
3 5 20 5 15 4
3 6 19 5 16 3
3 7 18 6 1 120
3 8 14 6 2 85
3 9 15 6 3 75
3 10 14 6 4 73
3 11 12 6 5 48
3 12 11 6 6 44
3 13 9 6 7 37
3 14 8 6 8 35
3 15 7 6 9 27
3 16 5 6 10 17
3 17 3 6 11 16
3 18 2 6 12 14
4 1 28 6 13 11
4 2 27 6 14 10
4 3 26 6 15 7
4 4 15 6 16 3
4 5 18 7 1 220
4 6 17 7 2 53
4 7 16 7 3 45
4 8 14 7 4 27
4 9 12 7 5 16
4 10 aldl 7 6 8
4 11 8 7 7 7
4 12 7 8 1 18
4 13 5 8 2 14
4 14 3 8 3 12
5 1 150 8 4 7



CAPITULO V

DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se utilizdé para la caracterizacion de
proteinas de intestino de Fasciola hepatica la técnica de separacion de proteinas
mediante Electroforesis 2D; la cual permite desarrollar estudios de los mapas de
proteinas de diferentes especimenes (ltagaki et al., 2003; Goswami et al., 2009),
siendo un complemento adecuado a las técnicas de inmunodiagnostico y
vacunas las cuales tienen problemas asociados con la descripcién de nuevas

moléculas entre ellas proteasas (Gasser y col. 2004).

Por ello se ha desarrollado el presente estudio de caracterizacion de proteinas
de intestino de Fasciola hepatica mediante Electroforesis 2D bidimensional
obteniendo 84 spots de proteinas los cuales fueron expresados en un rango de

puntos isoeléctricos (pl) de 6-9.8.

En una investigacion reciente, se identificaron de 29 a 60 manchas de proteinas
de los producto de excrecion y secrecion (E/S) de Fasciola hepatica mediante 2-
DE, incluidas; Catepsina L-proteasa, catepsina L1 secretada, catepsina L tipo
proteinasa, Proteina antioxidante especifica del tiol, superdxido dismutasa
(SOD), tiorredoxina peroxidasa (TPx), glutation S-transferasa (GST), proteina de
unién a acidos grasos (FABP), actina, enzima glucolitica enolasa y glicer-
aldehido-3-fosfato deshidrogenasa; todas estas enzimas pueden desempenar
un papel en la migracion, desintoxicacion, escape del sistema inmunoldgico y
supervivencia de la Fasciola hepatica en el cuerpo del huésped (Gourbal et al.,
2008).

En este estudio, la mancha de proteina con un peso molecular de 32 kDa en

comparacion con estudios pasados similares puede relacionarse con la proteina



en los lisosomas de las células epiteliales intestinales y se secreta en granulos

secretores. Las enzimas digestivas tienen un papel critico en la descomposicién
de las proteinas extracelulares del huésped. La mancha proteica con peso
molecular de 30 kDa, puede estar relacionada con |la Catepsina L tipo proteinasa
(Faridi et al., 2014).

Asi mismo, en los resultados del presente trabajo de investigacion los spots de
27 kDa se asemejan a los pesos moleculares de 27,5 kDa de las proteasas
catepsina L1 y L2, obtenido de productos de excrecion/secrecion de Fasciola
hepatica (Smith et al., 1993), siendo las dos proteasas importantes expresadas
in vitro de formas adultas, estas se encuentran en un rango de 27 kDa como
catepsina L1y con 29 kDa como catepsina L2. Otros estudios realizados también
concuerdan con los resultados de este trabajo habiendo encontrado proteinas
predominantes en formas adultas estas son enzimas cisteino proteasas
homdlogas a la CatL lisosomal de mamifero (Heussler y Dobbelaere, 1994).
Estas enzimas tienen distintas caracteristicas fisicoquimicas (tamafo molecular,

pH éptimo) y especificidad de sustrato (Dowd et al., 1994).

En nuestro estudio también se detectaron proteinas con un peso molecular de
28 kDa, lo cual se puede comparar con estudios realizados en productos de
excrecion-secrecion de Fasciola hepatica (FhES) y somatico donde también se
identificaron proteinas de 28 kDa (Ortiz, 1997). La actividad de la proteinasa
catepsina se ha detectado dentro de una fraccion de 28 kDa aislada a partir de
productos E/S de Fasciola hepatica adulta y se sabe que las catepsinas L1y L2
de Fasciola hepatica son componentes principales de los productos de excrecion
y secrecion (E/S) (Dalton et al., 1996). Por lo tanto, es probable que la molécula
de 28 kDa en productos E/S reconocidos por anticuerpos de bovinos

naturalmente infectados sean proteinasas de catepsina (Ortiz, 1997).

Existe un grupo reducido de spots con pesos moleculares entre 2 a 220 kDa, no
menos importantes, los pesos moleculares de estas proteinas, también fueron
identificados en un grupo de proteinas de 60-66 kDa en productos de E/S, y en
productos de superficie de Fasciola hepatica, se analizaron mediante

Isoelectroenfoque y ELISA. Estos resultados confirman hallazgos previos en los



que se identificaron proteinas inmunogénicas dentro de los rangos de 64-69 y 1 \ -

kDa de peso molecular en los productos somaticos de parasitos adultos (ltagaki
et al., 1995).

En esta investigacion se realizd Electroforesis SDS-PAGE de intestino de
Fasciola hepatica en geles de poliacrilamida al 15% (Fig. 1), nuestro analisis
identifico bandas entre 12, 15, 17, 27, 37 y 48 kDa. Rivera Marrero et al., (1988)
estudiaron el patron electroforetico SDS-PAGE del producto de excrecion y
secrecién (E/S) de Fasciola hepatica y encontraron fracciones de 25 a 48 kDa,
de 12 a 14 kDa y de 150 a 160 kDa. Sampaio Silva et al., (1996) identificaron 11
bandas de péptidos en Fasciola hepatica, con pesos moleculares entre 12.4 y
116 kDa. Otros estudios empleando SDS-PAGE en condicion de reduccion, de
los extractos somaticos y de E/S de Fasciola hepatica, demostraron una gran
cantidad de bandas de 20, 25 y 30 kDa, las que luego de la electrotransferencia
se determind que varias fracciones antigénicas eran promisorias para el
inmunodiagnostico de la etapa prepatente y patente de la fasciolosis (Gorman et
al., 1994).



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Habiendo analizado los resultados del presente estudio se concluye lo siguiente:

o En el analisis del gel 2D de proteinas de intestino de Fasciola hepatica, se
obtuvo 84 spots de proteinas con diferentes pesos moleculares, enfocadas

en distintos puntos isoeléctricos (pl) en un rango de 6-9.8.
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ANEXOS

Anexo 1. Programacion de voltajes en Sistema de Isoelectroenfoque PROTEAM

IEF CELL®
PASOS VOLTAIE TIEMPO
Paso 1 300 1153107
Paso 2: Gradiente 1000 0:30
Paso 3: Gradiente 5000 i g
Paso 4: 5000 0:30

Anexo 2. Reactivos para la preparacién de Agarosa Sealing solution.

Agarosa Sealing solution

Tris Base 25 mM
Glicine 192 mM
SDS 0,1%
Agarosa 0,5%
Azul Bromophenol 0,002% (w/v)
Volumen final 100 ml




Anexo 3. Buffer de corrida para electroforesis 2DE Tris-glycine 10x.

Tris-glycine 10x

Tris Base 1200 g
Glicine 576 g

SDS 20% 200 ml
Agua destilada hasta 400 mi

Anexo 4. Solucioén colorante Coomassie Brilliant Blue G-250.

Solucion Colorante

Coomassie Brilliant

250 mg
Blue G-250
Metanol 60 ml
Acido acético 7,5 ml
Agua destilada hasta 100 ml

Anexo 5. Solucién decolorante.

Solucion decolorante

Metanol 50 ml
Acido acético mi
Agua destilada hasta 50 ml




Anexo 6. Fotografias del proceso que se siguié para la metodologia de la:

tesis.

Fotografia 1. Fasciola hepatica en el estereomicroscopio.

V

Fotografia 2. Diseccion del intestino de Fasciola hepatica.



Fotografia 3. Fragmentacion de intestino de Fasciola hepatica

con nitrégeno liquido.

Fotograffa 4. Extraccién de proteina con el kit BUGBUSTER” PROTEIN

EXTRACTION REAGENT.
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LightCycier Nano 051032017 250pm. 15321

# | Sample D Date Protein. Conc. | Unit | A280 | 260/280 | Sample Type
F. hepatica |06/09/2017 15,321 mg/ml {15,321 1,31 |1 Abs = 1mg/ml
2 | F. hepatica |06/09/2017 28,592 mg/ml [ 28,592 | 1,34 |1 Abs = 1mg/ml

Fotografia 5. Lectura de la concentracion de proteina de intestino de Fasciola hepatica en el
NanoDrop. La muestra contiene un total de 20 intestinos.
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Fotografia 6. Cdmara de Rehidratacidn con las tiras Immobiline™ DryStrip gels

(IPG Strip) de 7 cm, pH 3-10 NL.




Fotografia 7. Primera Dimensidn: Isoelectroenfoque. Las proteinas se separan segun sus
puntos Isoeléctricos.

Fotografia 9. Segunda Dimension: Electroforesis SDS-PAGE. La tira IPG STRIP se acopla en el gel
de concentracion y se sella con solucién de Agarosa.



Fotografia 10. Coloracion y decoloracion del Gel 2D. Se empled tincidon con Coomassie Brilliant
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Anexo 7. Andlisis estadistico de los pesos moleculares de las proteina

intestino de Fasciola hepatica.

Cuadro 1. Resultados de la evaluacion estadistica de los pesos

moleculares obtenidos.

Estadisticos
Peso Molecular
N Valido 84
Perdidos 0
Media 26,1429

Desviacion estandar | 33,64454
Varianza 1131.955




Cuadro 2. Frecuencia de los pesos moleculares analizados.

Peso Molecular

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido 2,00 1 1,2 1,2 1,2
3.00 5 6,0 6.0 7.1
4,00 1 1,2 1,2 8,3
5.00 3 3.6 3.6 119
7.00 7 83 8.3 20,2
8.00 5 6,0 6.0 26,2
9.00 2 24 24 28,6
10,00 2 24 24 310
11,00 5 6,0 6.0 36.9
12,00 3 3.6 3.6 40.5
13,00 1 1.2 1.2 M7
14,00 6 71 71 488
15,00 2 24 2.4 51.2
16,00 4 4.8 4.8 56,0
17,00 2 24 24 58,3
18,00 3 3,6 3.6 61,9
19,00 1 1,2 12 63,1
20,00 2 24 24 65.5
23,00 1 12 12 66,7
26,00 3 3.6 3.6 70,2
27,00 5 6.0 6.0 76,2
28,00 3 3.6 3.6 79.8
30,00 1 1.2 1.2 81.0
35,00 1 1.2 1.2 82,1
38,00 1 1,2 12 833
44,00 1 1,2 12 84,5
45,00 1 1,2 12 85,7
48,00 1 1,2 12 86,9
50,00 1 1,2 12 88,1
53,00 1 1,2 12 89,3
55,00 1 1,2 12 90,5
73,00 2 24 24 92,9
75,00 1 12 12 94,0
85,00 1 12 12 95,2
90,00 1 12 12 96,4
120,00 1 12 12 97.6
150,00 1 12 12 98,8
220,00 1 12 12 100,0

Total 84 100,0 100,0
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Grafico 1. Frecuencia de los pesos moleculares de las proteinas de intestino ag

Fasciola hepatica.
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