DE VENEZUELA

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOLOGIA

|dentificacion De Glicoproteinas en
Diferentes Estadios del Ciclo de Vida de

Schistosoma mansoni.

TRABAJO ESPECIAL DE GRADO

Presentado ante la llustre Universidad Central
de Venezuela, por la bachiller Elianny Madeline
Lopez Pacheco como requisito parcial para optar
al titulo de Licenciado en Biologia

Tutor: Dra. Maria Lorena Marquez

CARACAS, VENEZUELA
OCTUBRE - 2013




ACTA

Quienes suscribimos, miembros del jurado evaluador designado por el
Consejo de la Escuela de Biologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Central de Venezuela para examinar el T rabajo Especial de
Grado de la Br. Elianny Madeline Lopez Pacheco, C.I . 17.775.536, titulado
“Identificacion de glicoproteinas en diferentes est adios del ciclo de vida de
Schistosoma mansoni ”, para optar al titulo de Licenciada en Biologia,

considerando que dicho trabajo cumple con los requi sitos exigidos en los

reglamentos respectivos lo consideramos.

Para dar fe de ello se levanta la presente acta en  Caracas, a los 24 dias del
mes de Octubre de 2013. Dejando constar que la Dra. M2 Lorena Marquez

actué como coordinador del jurado examinador.

Dra. Valentina Salas Dr. Gilberto Payares

Jurado Jurado

Dra. M2 Lorena Marquez

Tutora.



Dedicatoria.

A mis padres, por brindarme su apoyo

de manera incondicional

y estar alli en los momentos mas importantes.

A mi hijo, la alegria de mi vida

Quien me da la fuerza necesaria para continuar

y ser mas cada dia, con su inocencia

me inspira a continuar luchando por lo que quiero.

A mi compafero, complemento de mi ser.



AGRADECIMIENTOS.

A Dios en primer lugar, por bendecir mi vida de tantas maneras.

A mis padres (Mariela y Elio) por todo el amor y sacrificio que han realizado para
gue alcanzara este preciado logro y por depositar su entera confianza en cada reto
gue se me ha presentado en la vida, sin dudar ni un solo momento en mi

inteligencia y capacidad. jjjEste logro es de y para ustedes!!!

A mi hermano por su apoyo incondicional y sus ganas de ser mejor, espero que

cumplas todos los retos que te propongas.

A mi hijo que gracias a su sonrisa, amor y compafiia me llena de energias para

continuar con los retos de la vida.

A mi vida Kendall por darme su amor y compartir conmigo todos los dias, por
guerer que nos superemos cada dia mas como personas y como familia. Para ti va

dedicado este logro que se que compartiremos juntos toda la vida.

A mis suegros por ser mis otros padres, por estar alli incondicionalmente y por
brindarme todo su apoyo cuando lo necesitaba y a mis cufiados por brindarme su

apoyo.

A mis “brujas”, que me acompafiaron durante mi carrera y en los momentos mas

felices, dificiles, tristes y que con sus locuras y reuniones me alegran la vida.

A todos mis comparieros de clases, de laboratorios, de juegos de voleibol ya que

ellos aprendi muchas cosas.

A los profesores que acompanaba para almorzar en el laboratorio, con sus

cuentos y chistes he aprendido y reido bastante.



A mis companferos del laboratorio de Cultivo vegetal por acompafarme durante
este proceso.

A mi bella Lourdes Suérez y al profesor José “Cheo” Hernandez Rosas por ser mis

consejeros en la carrera. Gracias por brindarme su ayuda.

Finalmente y no menos importante a mis tutores: a mi tutora legal, la profe Lorena
por confiar en mi y brindarme su apoyo y ensefiarme muchas cosas mas alla de lo
académico. A mi considerado “tutor” el Prof. Gilberto Payares por ensefiarme
tantas cosas, tenerme paciencia y explicarme detalladamente un pedacito de todo
lo que sabe. Muchisimas gracias profesores sin su apoyo este logro hubiera sido
imposible. jjLos quiero mucho!!

A la ilustre Universidad Central de Venezuela, por brindarme una educacion de
excelencia tanto en lo académico como en lo humano, por ser parte de mi vida y

llenarme de momentos inolvidables.



Resumen

La esquistosomosis o bilharziosis, es una enfermedad parasitaria cronica que en
el ser humano es provocada por siete especies de trematodos del género
Schistosoma. Se estima que aproximadamente 300 millones de personas en el
mundo estan infectadas y 650 millones estan en riesgo de infeccion. La
esquistosomosis en Venezuela presenta una distribucion focal de
aproximadamente 15.000 km2, que abarca los estados Aragua, Carabobo,
Guarico, Miranda y Vargas, con una prevalencia del 25 % aproximadamente, y la
especie que se encuentra en el pais es S. mansoni. (Alarcon de Noya y col, 2002;

Alarcon de Noya y col, 2006).

El ciclo de vida de S. mansoni es muy complejo, presenta formas larvarias,
formas intermedias y adultos que tienen distinta morfologia, y viven en diferentes
ambientes. Esas diferencias de estadio durante su ciclo de vida estan
directamente relacionadas con la composicién bioquimica de cada estadio (Ruppel
y Cioli, 1977). Asi, en cada estadio los carbohidratos de superficie o secretados, al
parecer juegan un papel muy importante en la interaccion parasito-hospedador,
ademas, se sabe que estos componentes son muy inmunogénicos, por lo que se
pueden usar para diagnéstico o como blancos para eliminar el parasito (Dunne
1990). En base a esto y debido a que no se ha evaluado en todos los estadios, el
objetivo de esta investigacion fue identificar las glicoproteinas presentes en los
extractos solubles de los diferentes estadios del ciclo de vida de S. mansoni, estos
son: huevo, miracidio, esporoquiste de cultivo, cercaria, esquistosomulos de
cultivo y vermes adultos. Para ello se emplearon tres técnicas, las coloraciones
PAS y azul Alcian las cuales identifican carbohidratos en general y carbohidratos
tipo glicosaminoglicanos respectivamente. Asi mismo, se identificaron los residuos
de carbohidratos presentes mediante el uso de lectinas. Los resultados de este
trabajo indican que los extractos solubles de huevo y adulto son los que presentan

mayor numero de proteinas, en ellos se pueden identificar entre ocho y diez
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polipéptidos respectivamente de peso molecular entre 15y 140 kDa. En relacion a
los extractos de los otros estadios son pocos los polipéptidos que se observan
siendo el de 34 kDa uno de los mas evidentes en todos los estadios. Al evaluar
con PAS, solo se evidencian glicoproteinas en el extracto soluble de huevo los
cuales tienen pesos moleculares entre 56 y 80 kDa, en los otros estadios no se
observd ninguna glicoproteina. Asi mismo con el azul Alcian evidenciamos dos
glicoproteina una en huevo y otra en adulto, ambas con pesos moleculares
mayores a 200 kDa tipicos de las mucinas. Mediante el uso de lectinas se
determiné la presencia de glicoproteinas con residuos de o-D-manosa y/o a-
metilpiranosido en el extracto soluble de huevos con pesos moleculares 130 y 94
kDa y en el extracto soluble de adulto cinco polipéptidos con pesos moleculares
entre 84 y 140 kDa. Asi mismo se evidencié la presencia de residuos de N-
acetilgalactosamina en una glicoproteina de 140 kDa de estos extractos. No
obstante en los extractos solubles de los otros estadios no se demostré la
presencia de glicoproteinas, aunque esto puede deberse a la baja presencia de
polipéptidos observada en los mismos y la posibilidad de que la mayoria de las

glicoproteinas se encuentran en el extracto insoluble lo cual queda por evaluarse.
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1. INTRODUCCION

La esquistosomosis o bilharziosis, es una enfermedad parasitaria crénica que en
el ser humano es provocada por siete especies de trematodos del género
Schistosoma (Tabla ). Generalmente la infeccidn afecta al higado, intestino o vias
urinarias dependiendo de la especie. Los esquistosomas son parasitos que
habitan en el torrente sanguineo de los vertebrados y se caracterizan por ser

gusanos planos, dioicos y digenéticos.

Se estima que aproximadamente 300 millones de personas estan infectadas y
650 millones estan en riesgo de infeccion ya que viven en areas endémicas. De
las personas infectadas mas de 230 millones necesitan tratamiento cada afio y
segun reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el nimero de
personas tratadas contra la esquistosomosis aumentd de 12,4 millones en 2006 a
33,5 millones en 2010, por lo que todavia sigue siendo una causa significativa de
morbilidad y mortalidad. La OMS considera a la esquistosomosis como la
segunda enfermedad en importancia socio-economica en todo el mundo y la
tercera enfermedad parasitaria de importancia en salud publica. (WHO, 2012;
Martinez, E. y Bastidas, G. , 2012). Actualmente se producen cientos de miles de
muertes anuales, aproximadamente 150.000 muertes/afio por fallo renal
atribuibles a S. haematobium y unas 130.000 muertes anuales debidas a

hipertension portal por S. mansoni. (A.M.S.E., 2013)



En Venezuela las areas endémicas se distribuyen en aquellas zonas donde se
encuentran los embalses, rios y otras cuencas de agua dulce, y es donde se
encuentra el hospedador intermediario del Schistosoma mansoni, Biomphalaria
glabrata, un caracol planorbideo el cual es necesario para cumplir parte del ciclo
de vida del parasito hasta alcanzar el estadio infectante para los humanos. Este
hospedador no es el Unico pero si el mas importante y el que se encuentra en el

territorio nacional. (Gonzalez, A., y col, 2010).

1.1 Epidemiologia

La esquistosomosis es prevalente en las regiones tropicales y subtropicales,
especialmente en las comunidades pobres sin acceso a agua potable ni
saneamiento adecuado. Se estima que al menos un 90% de las personas que

necesitan tratamiento contra la esquistosomosis viven en Africa.

La esquistosomosis afecta especialmente a las poblaciones agricolas y
piscatorias. También estdn en riesgo las mujeres que realizan sus tareas
domeésticas, como el lavado de la ropa en aguas infestadas. La falta de higiene y
las actividades ludicas hacen que los nifios sean especialmente vulnerables a la
infeccion. (A.M.S.E., 2013). Hay dos formas principales de la esquistosomosis
(intestinal y urogenital), causada por cinco de las siete especies de gusanos.

(Tabla 2).



Tabla 1. Clasificacién Taxondmica de Schistosoma.

Phylum | Platyhelminthes

Clase Trematoda (Rudolphi, 1808)

Subcla | Digenea (Carus, 1863)

Orden Strigeatida (Larue, 1926)

Familia | Schistosomatidae (Poche, 1907)

Género | Schistosoma (Weinland, 1858)

Especie |S. haematobium, S. mansoni , S.japonicum, S. mekongi, S.

malayensis, S. matthei y S. intercalatum

Tomado de ITIS Report Page: Schistosoma mansoni , 2012

La enfermedad es endémica en 77 paises, de los cuales en 52 existe mayor
riesgo. De las personas infectadas mundialmente, el 85% pertenece a Africa
subsahariana. (Figura 1). Hay cinco especies de Schistosoma con una tendencia a
presentarse en patrones geograficos restringidos. S. mansoni es mas frecuente
en ciertas zonas tropicales y subtropicales de Africa subsahariana, Medio Oriente,
América del Sur y el Caribe. En Africa del Norte, Africa Subsahariana, Medio
Oriente y la India se distribuye S. haematobium. Mientras que S. japonicum se
encuentra solo en Asia. S. intercalatum estd presente en Africa central y
occidental, mientras que S. mekongi se limita a Laos y Camboya. EI mayor
namero de casos de esquistosomosis ocurre en Egipto, Yemen y Argelia. (Tamer

y Gamal, 2013).



Tabla 2. Especies de parasitos y distribucion geogr a&fica de la

esquistosomosis

Especies Distribucion geogréfica
Schistosoma Africa, Medio Oriente, el Caribe,
mansoni Brasil, Suriname, Venezuela.
Schistosoma China, Filipinas, Indonesia

Esquistosomosis japonicum

intestinal Schistosoma Varios distritos de Cambodia y la
mekongi Republica Democratica Popular Lao
Schistosoma Zonas de pluvisilva de Africa central
intercalatum

Esquistosomosis Schistosoma Africa, Medio Oriente

urogenital haematobium

Tomado de WHO, 2012.

Venezuela por estar ubicada en una zona tropical presenta todas Ilas
caracteristicas climéticas, socioecondémicas y culturales para el desarrollo de las
parasitosis. Siendo principalmente las zonas costefias, cuyo clima favorece las
condiciones ecoldgicas para el desarrollo de los agentes etiolégicos como la
esquistosomosis; por lo que en Venezuela la esquistosomosis presenta una
distribucién focal de aproximadamente 15.000 km? que abarca los estados

Aragua, Carabobo, Guarico, Miranda y Vargas, con una prevalencia




aproximadamente del 25 % siendo la especie que se encuentra en el pais S.

mansoni. (Alarcén de Noya y col, 2002; 2006).

Caribbean Sen

Tomado de A.M.S.E., 2013
Figura 1. Distribucion mundial de la esquistosomos is

En Venezuela la aplicacion de molusquicidas y el suministro de praziquantel
(antihelmintico) a personas infectadas han disminuido la intensidad de la infeccion
por S. mansoni, por lo que el area endémica del pais pas6 a ser un area de baja
transmision. Esta condicion ha convertido a la esquistosomosis en una parasitosis
desantendida por los programas de control, lo que ha traido como consecuencia el
repoblamiento de cuerpos de agua por parte de su hospedador intermediario
Biomphalaria glabrata (Alarcon de Noya, 2007) y a la adaptacion de éste a zonas

situadas fuera del area endémica tradicional en estados como Monagas (Caripe),



Cojedes (Tinaquillo), Lara (Valle Anzoategui) y Portuguesa. (Alarcon de Noya, y

col. 1999).

Es una enfermedad en aumento progresivo por multiples factores muy
relacionados con la pobreza y la falta de sistemas de saneamiento y de agua
potable. Cabe destacar que, en muchos casos, el aumento en la incidencia de la
enfermedad se asocia a proyectos de desarrollo de recursos hidricos, como
presas y proyectos de irrigacion, ya que éstos aumentan la exposicion de
individuos susceptibles a aguas contaminadas. Asi mismo, los movimientos
poblacionales, con aumento de poblacién en entornos periurbanos y la necesidad
de acceso al agua y la energia, producen cambios ambientales que incrementan
las zonas con riesgo de exposicion. Por el contrario, en Sudamérica y el Caribe la
prevalencia y la morbilidad de la esquistosomosis en los paises tradicionalmente
endémicos estan disminuyendo, precisamente por la mejora en las condiciones

sanitarias y la calidad del agua en muchas regiones. (A.M.S.E., 2013)

1.2 Biologia y ciclo evolutivo del parasito

El ciclo de vida del parasito es un ciclo indirecto el cual requiere de dos
hospedadores, un vertebrado y un invertebrado (molusco). Como se menciono
anteriormente, en las diferentes especies de Schistosoma que infectan al hombre
el ciclo de vida es muy parecido, difiriendo en sus hospedadores intermediarios y
en la ubicacién final de los gusanos adultos en el sistema circulatorio del
vertebrado. Debido a que en Venezuela la Unica especie que infecta al hombre

es S. mansoni y su hospedador intermediario es Biomphalaria glabrata,



describiremos en detalle su ciclo de vida. En los hospedadores el parasito se

desarrolla y presentan diferentes morfologias. (Figuera, 1997).

Los vermes adultos, son gusanos de color blanco o grisaceo, de 7-20 mm de
largo, aplanados dorsoventralmente, caracterizados, por un marcado dimorfismo
sexual. Cuenta con dos ventosas (oral y ventral), un tegumento complejo, un tracto
digestivo ciego y érganos reproductores. El cuerpo del macho presenta un canal

ginecoforo donde se aloja la hembra mas larga y delgada para su copulacion.

Una vez que el macho y la hembra se aparean en el sistema portal intrahepatico
del hospedador definitivo (mamifero), la hembra apareada es transportada por el
macho hasta los vasos capilares de las venas mesentéricas en donde producen
aproximadamente 300 huevos diarios los cuales miden de 114-175 pm de
longitud por 45-73 um de ancho, son alargados de forma ovoidal y presenta un
espolon lateral caracteristico de la especie. Estos huevos pueden ser llevados con
la corriente sanguinea hacia el higado o quedarse en el intestino y ser liberados
con las heces. Los huevos liberados que entran en contacto con el agua y bajo
condiciones ambientales de luz, temperatura y salinidad, eclosionan, liberando
una larva ciliada llamada miracidio de 180 pm de longitud por 62 um de ancho y
de forma ovalada. El miracidio una vez que encuentra al hospedador intermediario
(caracol) penetra rapidamente los tejidos blandos transformandose en
esporocisto madre o primario, estadio de forma sacular que contiene en su
interior células germinativas capaces de originar 200-400 esporocistos hijos, los
cuales abandonan el esporocisto primario y se dirigen hacia el hepatopancreas del
caracol. Mediante multiplicacion asexual, estos esporocistos originan numerosas
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larvas de cola bifurcada denominadas cercarias, entre 4 y 6 semanas después
de la infeccion del caracol, y al estar éste bajo estimulos favorables de luz y
temperatura lo abandonan. Posteriormente las cercarias nadan hasta encontrar el
hospedador definitivo (mamifero), penetran la piel y se transforma en
esquistosomulos, los cuales migran a través de la sangre hacia los pulmones,
corazon, e higado y maduran sexualmente en la vena porta, convirtiendose en
adultos machos y hembras para comenzar el ciclo nuevamente. El ciclo en el
hospedador definitivo puede durar entre 5-7 semanas. (Cesari y Alarcon de Noya,

1987; Gryseels y col, 2006).

1.1 Patologia y sintomatologia en la esquistosomosi s

El parasitismo por Schistosoma mansoni produce en el hombre Ia
esquistosomosis mansoni, esquistosomosis intestinal de Manson o Bilharziosis. La
patologia de ésta va a depender principalmente de la etapa de desarrollo en que

se encuentren los parasitos en el organismo. (Pereira y Pérez, 2004).

La patogenia de la esquistosomiosis por S. mansoni pueden deberse a tres
estadios del parasito. La cercaria a su paso por la piel del hospedador puede
originar procesos inflamatorios de alergia local a causa de la hipersensibilidad que
pueden producir dermatitis cercariana 0 exantema papuliforme, pruriginoso,
llamado “la comezén del nadador”. Aunque esta dermatitis es mas frecuente tras
la infeccién por esquistosomas de aves. (Rojas-Marcos y col, 2009; Marcial-Rojas,

1971).



Los vermes adultos dentro de los vasos del sistema porta en el intestino o dentro
del higado, cuando mueren son arrastrados hasta los vasos intrahepaticos
produciendo obstruccion o reacciones inflamatorias en sus paredes y sus
productos de excrecion causan sensibilizacion y lesiones inflamatorias difusas en
organos como: intestino, higado, bazo, pulmén y otros. Los huevos constituyen el
agente patogénico mas importante, inducen a su alrededor una reaccidn
inflamatoria llamada “granuloma” (inmunidad mediada por células dependientes de
linfocitos) que luego es sustituida por tejido fibroso cicatricial. Esta respuesta
inmunoldgica protege a los hepatocitos contra la accidn de los productos del
miracidio, a medida que aumenta la fibrosis el flujo sanguineo disminuye en el sitio
de obstruccion (espacio periportal) conduciendo a la hipertension portal con su
clasica patologia de hepatoesplenomegalia, ascitis y red venosa colateral.

(Marcial-Rojas, 1971; Elbaz, T y Esmat, G., 2013)

Todos estos procesos patogénicos estan influenciados por la intensidad de la
infeccidbn o carga parasitaria, las reinfestaciones y el estado inmunologico del

hospedador.

En general se distinguen varias formas patoldgicas como la aguda o toxémica,
cronica leve, cronica grave y cardiopulmonar, donde las mas frecuente es la forma

cronica leve y grave.
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Figura 2. Ciclo de vida de Schistosoma mansoni



La forma crénica leve es caracterizada por granulomas con células epitelioides y
gigantocitos, infiltrado con células linfoides con tendencia a fibrosis o cicatrices,
que ocurren fundamentalmente en el higado. Mientras que la forma crénica grave
ocurre en la forma hepatoesplénica, ademas de las lesiones de fibrosis hepaticas
se agrega la esplenomegalia, véarices esofagicas e hiperplasia en el bazo.

(Marcial-Rojas, 1971; Elbaz, T y Esmat, G., 2013)

En relacion a la sintomatologia se distinguen varios periodos clinicos en
correlacion con las formas anatomopatologicas. En las zonas endémicas de
Venezuela, la mayoria de los pacientes permanecen en los periodos
asintomaticos, intestinal o hepato-intestinal. El periodo intestinal (asintomatico)
se caracteriza por diarrea con o sin disenteria, dolor abdominal, dolor a la
palpacion cecal, higado y bazo no palpables, leucocitos normales o ligeramente
aumentados, eosinofilia y reaccion intradérmica positiva. En el periodo hepato-
intestinal se presentan manifestaciones cutdneas tipo urticaria, fiebre, fendbmenos
pulmonares (tos seca y persistente) y alergias, puede haber diarrea e hipotension,
esplenomegalia moderada, ausencia de huevos en heces, eosinofilia y

leucocitosis acentuada. (Marcial-Rojas, 1971; Elbaz, T y Esmat, G., 2013)

1.2 Diagndéstico

Los esquistosomas no presentan, por lo general, sintomas caracteristicos que
sirvan para diferenciarlas de otros procesos infecciosos o parasitarios. Por lo
tanto, la valoracién del cuadro clinico no pasa de tener un valor orientativo. El

diagndstico de la esquistosomosis se realiza habitualmente mediante técnicas
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coprolégicas, identificando los huevos del parasito en muestras de heces. El

recuento de los huevos es indicativo del nivel de infeccion. (Ramajo, 2008)

Las técnicas seroldgicas han sido ampliamente utilizadas para el diagnostico de la
esquistosomosis humana, habiéndose desarrollado diferentes pruebas para la
deteccion tanto de anticuerpos como de antigenos circulantes. Para la deteccion
de anticuerpos frente a la infeccién se han utilizado diversos métodos, como la
inmunofluorescencia, la hemaglutinacion indirecta, la fijacion del complemento vy el
ELISA (enzyme-linked immunsorbent assay), la reaccién circumoval (PPCO) y la
cercario reaccion de Vogel, éstos con buenos resultados en general, aunque la

sensibilidad depende en cada caso del antigeno utilizado. (Ramajo, 2008)

1.3 Tratamiento

El control y tratamiento en Venezuela se basa en la quimioterapia selectiva o
individual con praziquantel (Alarcon de Noya y col, 2006), una droga que es
efectiva contra todas las especies de Schistosoma. (Aguilar y col, 1999). Sin
embargo frente algunas resistencias contra este farmaco se han realizado
ensayos con oxidiazol y Furoxan, que demuestra una elevada efectividad

esquistosomicida frente a varias especies. (Ramajo, 2008)

1.4 Glicoproteinas

Las proteinas estan formadas por cadenas muy largas de aminoacidos, que
adquieren una forma determinada en el espacio, lo cual determina su funcién. Los

carbohidratos son una de las cuatro clases principales de biomoléculas junto con

12



proteinas, acidos nucleicos y lipidos. Son aldehidos y cetonas con multiples
grupos hidroxilos. Los carbohidratos pueden ser monosacéridos, disacaridos,
oligosacéridos o polisacaridos dependiendo del nimero de sacaridos que los
forman y pueden estar enlazados a muchas proteinas y lipidos, donde ejercen
funciones clave en las interacciones entre las células y otros elementos del

entorno celular.

Las glicoproteinas son un gran numero de proteinas que contienen cadenas de
azucares ligadas a ellas, gque aumentan su estabilidad, determinan su forma en el
espacio, facilitan su interaccion con otras proteinas y también la diferenciacion y
desarrollo de las células. Estas cadenas de azucares se llaman glicanos (Ramajo,
2008). Muchas glicoproteinas son componentes de las membranas celulares,
donde ejercen una serie de funciones en procesos tales como la adhesion celular.
Otras se forman por la union del carbohidrato a proteinas solubles, ademas las
glicoproteinas contienen multiples y variados residuos unidos por diferentes tipos
de enlaces glicosidicos. Las diversas estructuras de los carbohidratos expuestas
en las superficies celulares resultan muy adecuadas como puntos de interaccion
entre las células y su entorno. (Mark y col, 2008). Algunas glicoproteinas juegan
un papel muy importante en los procesos de regulacion del crecimiento celular y

de la apoptosis. (Gabius H. , 2001)

En las células, las glicoproteinas y los glicolipidos estan generalmente asociados
a membranas pero también los hay citoplasmaticos. Pueden ser solubles y estar

libres en los fluidos tisulares. Asi mismo se encuentran glicosaminoglicanos, los
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cuales son polisacéridos lineales formados por disacaridos que se repiten, tienen
una gran capacidad de retener agua de modo que semejan a la mucina en
solucion (moco), de ahi que forman parte importante de la estructura de la matriz

extracelular. (Brooks y col, 1997)

Los glicanos se pueden unir a las proteinas por enlaces N- (al grupo amida del
aminoacido asparagina) o por enlaces O- (al grupo hidroxilo de serina o treonina).
Esto es, que un glicano con enlace N- se unen, generalmente a través de la N-
acetilglucosamina, o a veces a través de la N-acetilgalactosamina, al grupo amino
de la cadena lateral de un residuo de asparigina. Los glicanos con enlace O-
suelen unirse mediante un enlace glucosidico O- entre la N-acetilgalactosamina y

el grupo hidroxilo de un residuo de treonina o serina. (Mathews y col, 2006)

Algunos residuos de carbohidratos actian como sefiales de reconocimiento,
mediante proteinas que se unen a ellos de manera especifica. Una clase de
proteinas de este tipo son las inmunoglobulinas, otro grupo muy distinto de

proteinas que se unen a sacaridos son las lectinas.

Las lectinas se identificaron por primera vez en los tejidos vegetales, donde
desempefian funciones defensivas y de adhesion. Por definicion, las lectinas son
glicoproteinas naturales que se enlazan selectiva y reversiblemente a residuos de
carbohidratos. (Diaz y col, 1999; Brooks y col, 1997). Sin embargo la definicién
gue hoy se acepta del término lectina es la propuesta por Goldstein y col, (1960)
citado por Brooks y col (1997), en la cual establece que: “una lectina es una

proteina de origen no-inmunolégico, que enlaza carbohidratos aglutinando células
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y/o precipitando glicoconjugados”. Esta caracteristica se ha utilizado por muchos
afilos como armas valiosas, en el campo de la genética, la biomedicina y la
inmunologia, ya que su utilidad esta basada en la propiedad que tienen de
combinarse con varios tipos de glicoconjugados presentes en las superficies

celulares y fluidos corporales.(Diaz y col, 1999)

Las lectinas se nombran de acuerdo a la fuente originaria, sea con su nombre
vulgar o comun, es decir, por las abreviaturas simples del nombre latino de la

especie originaria, sea planta o animal. (Ver tabla 3).

La especificidad nominal de una lectina esta generalmente expresada en términos
del azucar que mejor inhibe o bloguea su efecto de aglutinacion o precipitacion. El
sitio combinante de una lectina es generalmente mas complejo que la unién a un
monosacéarido. Se piensa que generalmente se incluyen al menos tres
monosacaridos terminales y subterminales en una cadena oligosacarida en una
particular organizacion espacial y a veces el sitio de reconocimiento de la lectina
involucra la parte del lipido o de la proteina al que el oligosacéarido esta unido
covalentemente. Ademas también participan en el enlace con el carbohidrato
interacciones hidrofobicas y electroestaticas que si bien no estan en el enlace con
el carbohidrato juega un papel importante en el enlazamiento de la lectina a las

estructuras tisulares. (Brooks y col, 1997)
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Tabla 3. Lectinas empleadas para identificar carbohidratos en ~ S. mansoni

LECTINA ABREV. PRINCIPALES ESPECIFICIDADES DE
CARBOHIDRATOS
(A PARTIR DEL CATALOGO)

Canavalia ensiformis Con A . a-metil manopiranosido y a -D-Manosa :

Triticum vulgare Suc- WGA Manosa B(1,4)glucosamina B(1,4)glucosamina; N cetilglucosamina
Artocarpus integrifolia AIA a-D-Galactosa;

Glycine max SBA N-acetilgalactosamina

Solanum tuberosum STA Oligosacaridos que contienen glucosamina unida en sitios f(1,4)
Limax flavus LFA Acido N-acetilneuraminico

Sambucus nigra SNA Galactosamina; Galactosa y Lactosa;

Phytolacca americana PWA Oligomeros de glucosamina unidos en B(1,4), N-acetillactosamina
Maackia amurensis MAL-II Oligosacaridos con residuos terminales de 4cido sialico
Licopersicon esculentum LEA Oligomeros de glucosamina

Arachis hypogaea PNA Lactosa; B-D-Galactosa,

Ulex europaeus UEA-I « -L-Fucosa

Ulex europaeus UEA-II Oligomeros de glucosamina unida en B(1,4)
Griffonia simplicifolia GSI-B4 a-Galactosa

Griffonia simplicifolia GSI N-acetilglucosamina
Dolichos biflorus DBA N-acetilgalactosamina

Pisum sativum PSA Metyl - manopiranosido y D- Manosa

Helix pomatia HPA o~ Galactosamina

Phaseolus vulgaris PHA-E Galactosa B(1,4 )glucosamina a (1,2) manosa

Phaseolus vulgaris PHA-L Galactosa [3(1,4 )glucosamina a (1,2) manosa

Datura stramonium DSA Chitobiosa u oligomeros p(1,4) de N-acetilglucosamina
Sophora japonica SJA Galactosamina y galactosa.

Tomado de Marquez, 2004.

El uso de las lectinas ha permitido el desarrollo de técnicas como la cromatografia
de afinidad para la purificacion de glicoproteinas. Ejemplo de ellas es la
purificacion de 1gG utilizando una columna de Con A-sepharosa, de igual manera
se han purificado enzimas glicosiladas y hasta las propias lectinas. Las
interacciones de estas proteinas en las células pueden ser inhibidas en muchos
casos por azucares, lo que ha provisto a los cientificos de utiles marcadores en
técnicas histoquimicas y en la microscopia electronica para estudiar la estructura y
funcién de la membrana plasmatica. Generalmente se utilizan lectinas conjugadas
con marcadores como la biotina o la peroxidasa. Ademas se han utilizado las

lectinas para estudiar cambios estructurales en los glicoconjugados presentes en
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las superficies celulares y en ocasiones de esta forma detectar cambios
morfoloégicos ocurridos para analizar la distribucion subcelular de los epitopes y
terminales glicoproteicos asi como también las alteraciones en la expresion de

moléculas presentes en la superficie celular. (Diaz y col, 1999).

1.5 Antecedentes

La glicobiologia aplicada a los esquistosomas aborda el estudio de la estructura,
patrones de expresion y funciones de los glicanos de estos organismos. (Ramajo,

2008)

Los esquistosomas, a pesar de estar ubicados en el torrente sanguineo y estar
expuestos a un amplio rango de respuestas inmunolégicas sobreviven durante
largo tiempo. Estos no s6lo han evolucionado para prosperar en un ambiente
hostil, sino que también han “negociado” ambientes muy diferentes durante sus

estadios de vida libre y vida parasitaria. (Dunne, 1990)

Como se mencion0 anteriormente el ciclo de vida de S. mansoni consiste en un
namero de diferentes larvas, formas intermedias y adultas que tienen distintas
morfologias, que viven en diferentes ambientes y expresan diferentes funciones.
Tal diversidad se puede relacionar a tener un equivalente en la composiciéon

bioquimica de las diversas formas. (Ruppel y Cioli, 1977).

Se han utilizado técnicas inmunoldgicas, bioquimicas y el uso de lectinas para
comparar la composicion de las diferentes etapas de desarrollo de S. mansoni.

(Iskratsch y col, 2009). Los cambios producidos en el parasito al pasar de un
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estadio de vida libre a vida parasitaria involucran tanto la morfologia y topografia
de la superfice del parasito, como la expresion y distribucién de sus carbohidratos
(McLaren, 1980). En cada estadio del ciclo de vida de este parasito los
carbohidratos de superficie o los secretados, parecen jugar un papel muy
importante en la interaccion parasito-hospedador. (Dunne 1990). De acuerdo a
esto, se han realizado investigaciones tanto de las proteinas como de las
glicoproteinas de los distintos estadios de S. mansoni, con el fin de entender la
biologia del parasito, su adaptacion a diferentes ambientes asi como su relacion

con la respuesta del sistema inmunoldgico del hospedador.

Se han aislado vy caracterizado glicoproteinas presentes en la superficie del
adulto (Pujol y Cesari, 1993). Por ejemplo, Bennett y Seed (1977) y Hayunga y col.
(1983) lograron aislar dos glicoproteinas de alto peso molecular del tegumento
(150 y 50 kDa), mediante cromatografia de afinidad con Concavalina-A acoplada a
una columna de sepharosa, Payares y col. (1984) purificaron la fosfatasa alcalina
presente en la membrana tegumental de los adultos de S. mansoni, dicha enzima
consiste en un polipéptido glicosilado de Mr 65000 en condiciones reductoras y en
condiciones nativas presenta un Mr 130000, encontrandose esta enzima en los

diferentes estadios de su ciclo de vida.

Uno de los cambios de mayor trascendencia en el ciclo de vida del parasito lo
sufre la cercaria al penetrar al hospedador vertebrado. En efecto, la cercaria de
vida libre, pasa a una forma de vida parasitaria, el esquistosomulo. Durante esta

transicion el parasito sufre cambios adaptativos asociados a la expresion génica
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diferencial (Marquez, 2004), estos cambios incluyen alteraciones topograficas,
morfoldgicas, bioquimicas y antigénicas. (McLaren, 1980; Payares y col. 1985), e
involucra un complejo grupo de cambios metabdlicos y fisiologicos, que incluye un
cambio a una respiracion anaeroébica, la pérdida del glicocélix de la cercaria y la

reconstruccion completa de la membrana tegumental. (Marquez, 2004)

En un estudio comparativo, Murrel y col, (1978) analizaron los azUcares presentes
en la membrana superficial del tegumento de cercarias, esquistosémulo de pulmén
y de higado, observando la presencia de algunos residuos en todos los estadios
evaluados, y algunas entre ellos. Igualmente Simpson y col (1983) mediante el uso
de lectinas encontraron residuos de glucosa/manosa (Con-A), N-ac-glucosamina
(WGA) y galactosa (RCA, PNA) en la superficie de esquistosdémulos recien
transformados, en esquistosomulos de pulmén y vermes adultos; residuos de
fucosa (FBP) en la superficie de esquistosomulos recien transformados y &cido
sialico (SBA, PNA) en la superficie de esquistosomulos de pulmén y vermes
adultos. También demostraron que en el esquistosomulo, la cantidad de
carbohidratos expuestos sobre su superficie y detectados disminuye entre las dos

horas y los cinco dias siguientes a la penetracion por la piel.

Linder y Huldt (1982), estudiardn la distribucion de los carbohidratos usando varias
lectinas, sobre varias secciones del adulto, tales como el tegumento, el intestino,
la superficie externa y los huevos, encontrando residuos de D-manosa (Con-A),
D-galactosa (RCA/ PNA) y N-acetil-D-glucosamina (WGA ) en la superficie externa

y el tegumento del verme; residuos de N-acetil-D-glucosamina y D-galactosa en el
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intestino y residuos de D-galactosa, N-acetil-D-glucosamina en huevos, asimismo
encontraron ausencia de residuos de fucosa en todas las secciones estudiadas.
Por otro lado Marquez, (2004) realizé un estudio en cortes de parafina de gusanos
adultos y juveniles, en el cual igualmente observo reaccion a Con-A en diferentes
zonas del tegumento del parasito juvenil (gusano de 21 dias) y del adulto, ademas
encontrd0 residuos de N-ac-galactosamina, glucosamina f((1,4) L-fucosa vy
galactosa ((1,4) glucosamina a (1,2) manosa, en la membrana externa del adulto;
residuos de a-metilmanopiranosido, a-manosa tanto en adultos como en juveniles

y abundantes residuos de acido sialico en el verme juvenil.

Simpson y Mc Laren (1982) demostraron una desventaja del uso de las lectinas,
éstas no soélo se unen a oligosacaridos expuestos en la membrana tegumental del
parasito sino que también pueden inducir diferentes grados de dafio en el
tegumento que solo son detectables a nivel de microscopia electronica y pueden
conducir a una falsa interpretacion de los datos, estos autores indicaron las
diferencias fundamentales de la membrana externa del tegumento entre el adulto y
el esquistosébmulo, en términos de estructura, funcién y suceptibilidad al dafio

inducido por ligandos a lectinas.

Como ya hemos mencionado los carbohidratos pueden unirse a las glicoproteinas
por enlaces O-glicosidicos 6 N-glicosidicos. En ese aspecto Nyame y col. (2000)
realizaron el primer estudio sistematico de las estructuras N- y O- enlazados de
oligosacéridos derivados de glicoproteinas del verme adulto y del esquistosomulo,

monstrando que oligosacaridos tipo alta manosa y complejos tienen estructuras
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similares a los oligoacéridos encontrados en células mamiferos, también
encontraron ausencia de acido sialico, presencia de p-galactosa y altas cantidades
de fucosa. De igual manera Jang-Lee y col. (2007) analizaron las estructuras de
los N- y O-glicanos de las secreciones de huevos y cercarias, observando
diferencias en la estructura de la region central (nacleo) del glicano, mostrando
nacleos xilosilados y difucosilados respectivamente. Adicionalmente demostraron
gue las estructuras basicas de los N-glicanos en secreciones de cercarias
consistian predominantemente en una secuencia Gal 123 (Gal f1-> 6) GalNac,
mientras que en secreciones de los huevos, predominaban en mucina tipo 1 (Gal

1->3 GalNAc) y tipo 2 (Gal1l->3(GIuNAcB—->6)GalNAc.

Hooke y Deelder, (2001) demostraron la presencia de N-glicanos en
esquistosomulos de 48 horas similares a los de los gusanos adultos, e indicaron la
presencia de glicoproteinas tipo oligpmanosa en huevos de S. mansoni y de

S.japonicum, similares a los encontrados en los vermes adultos.

Con relaciobn a otros estadios del parasito se ha encontrado que la Con-A
reacciona en huevos y miracidos (Marquez, 2004) y se ha demostrado que los
residuos de galactosa, glucosa, manosa, N-ac-galactosamina y N-ac-glucosamina
estan presentes en una posicion terminal en los miracidios y en las cercarias.

(Yoshino y col, 1977; Linder, 1985).

En S. mansoni ocurren cambios en la composicion de lipidos, oligosacéridos,
proteinas y glicoproteinas, durante la transformacion de un estadio de vida a otro,

asi como también en el mismo estadio (Simpson y Smither, 1980). Payares y
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Simpson (1985) sefialaron que a las 48 horas se produjo un cambio en el patrén
de expresidon glicoproteica entre la cercaria y el esquistosémulo y también se
producen cambios durante la maduracion del esquistosomulo. Simpson y col,
(1983) sugieren que los cambios en la composicion de oligosacaridos expuestos
en el esquistosoma, pueden reflejar alteraciones en la antigenicidad, asi como del
desarrollo de la capacidad de resistencia al ataque inmunolégico. En este sentido,
Payares y Simpson (1985) sugieren que solo algunas glicoproteinas pueden ser

antigénicas.

La superficie del esquistosomulo y del adulto, esta cubierta por numerosas
proteinas, la mayoria de las cuales juega un papel importante en la sobrevivencia
del parasito en el hospedador. Payares y col. (1985) identificaron las
glicoproteinas de 32-38 kDa en la superficie de esquistosémulos, éstas fueron
reemplazadas progresivamente por una glicoproteina antigénica de 32 kDa en los
vermes adultos, estos cambios moleculares en las glicoproteinas de 38-32 kDa
sugieren que son componentes del glicocalix que envuelve a la cercaria y se ha
demostrado que la presencia del glicocalix va disminuyendo a medida que se
transforma en esquistosémulos. (Kusel, 1970; Snary y col. 1980), sin embargo la
composicion proteica y sintesis de proteinas en la superficie de la membrana de la

cercaria no es muy diferente a la de los esquistosémulos in vitro (Kusel, 1972).

En cuanto a la cercaria esta puede ser altamente antigénica (Caulfield y col,
1988), su glicocalix esta compuesto por alrededor de un 87% de glicoproteinas

(Dunne, 1990; Caulfield y col, 1988). Pero muchas de estas proteinas pueden

22



estar relacionadas a polipéptidos producidos activamente por los embriones antes
de abandonar a su hospedador y no estan presentes durante todo el ciclo de vida,
como demostré Atkinson y Atkinson (1981) donde muchos polipéptidos
sintetizados por la cercarias difieren de los sintetizados por adultos, tanto machos
como hembras, y los sintetizados por la cercaria justo antes de salir del caracol
son considerablemente diferentes a los sintetizados 3 dias antes como las de 35,
53 y 58 kDa. Se han estudiado muchas glicoproteinas inmunogénicas presentes
en el glicocalix de la cercaria (Dalton y col, 1987), como las encontradas por

Solérzano, (2011) cuyos pesos moleculares son 65, 97y 108 kDa.

En general, el estudio de los componentes moleculares en los diferentes estadios
del ciclo de vida de S. mansoni ha tenido una orientacion inmunoldgica, buscando
caracterizarlos antigénicamente y conocer su importancia diagnostica, inmuno-
profilactica y patoldgica. Durante la evolucion del parasito ocurren cambios en los
componentes estructurales, ya mencionados anteriormente, ejemplo de ello son
proteinas de excrecion-secrecion que inducen en el hospedador una respuesta

inmunoldgica, entre ellas la inmunidad concomitante. (Simpson y Smither, 1980).

Durante la infeccion muchos huevos liberados son atrapados en el tejido. Algunos
estudios demuestran que los huevos de S. mansoni contienen muchas proteinas
y glicoproteinas antigénicas que son secretados (Lustigman y col, 1985; Dunne y
col, 1986), dichas glicoproteinas son los llamados antigenos solubles de huevos
(SEA) y son los que inducen a una respuesta inmunolégica como la

hipersensibilidad, produccion de anticuerpos y formacidon de granulomas.
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Hamburger y col (1982) purificaron una glicoproteina de 70 kDa mediante
cromatografia de afinidad en lectinas, para utilizarla con fines diagnéstico, de
igual manera Boctor y col. (1982) obtuvieron cuatro antigenos similares al

glucdgeno aislados de extractos crudos de huevos de S. mansoni.

Meevissen y col, (2012) encontraron que la respuesta del sistema inmunologico es
mediada entre los glicanos presentes en las glicoproteinas de los huevos de S.
mansoni y los receptores tipo C de las células dendriticas y otras células del
sistema inmunoldogico, en un estudio reciente se evidencid que dos glicoproteinas
altamente inmunogénicas, Kappa-5 e IPSE/al las cuales interactian con las
células dendriticas principalmente a través de receptores de manosa y glicanos

fucosilados.

Otras glicoproteinas antigénicas son las presentes en el intestino del adulto,
Cummings y Nyame (1996) identificaron las glicoproteinas mas representativas e
importantes que juegan un papel inmunogénico, estas fueron las denominadas
proteinas circulantes derivados del intestino del adulto, ahora conocidos como
antigeno circulante anddico (CAA) y antigeno circulante catédico (CCA). Estas
fueron estudiadas anteriormente por Nash (1978) sugiriendo que eran
polisacéaridos de alto peso molecular compuesto principalmente por residuos de N-
acetilgalactosamina y acido D-glucurénico, y posteriormente por Planchart e
Incani (2007) evidenciando que el “vomito” del adulto es un potencial antigeno,
observando la presencia de dos dobletes altamente inmunogénicos, de 31/32 y

38/40 kDa. Norden y Strand (1985) estudiaron las glicoproteinas antigénicas que
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se presentan durante el curso de la infeccidén en ratones y humanos encontrando
glicoproteinas antigenicas de 55, 52 y 35 kDa y glicoproteinas presentes durante

la infeccion entre 12 y 400 kDa. .

La caracterizacion de moléculas presentes en la superficie del adulto y las
reacciones que participan en su metabolismo es un paso esencial en la
comprension de la relacidbn hospedador-parasito y los propios mecanismos de
control homeostatico del gusano. Para ello se han estudiado enzimas implicadas
en el metabolismo y en la biosintesis de glicoproteinas del tegumento del adulto.
(Rumjanek y Smithers, 1978; Simpson y col, 1981). Ademas se han encontrado
una serie de proteinas integrales de membrana en la superficie del parasito que
han sido consideradas como candidatos a vacunas, entre ellas tenemos las
proteinas denominas Sm22, Sm23, Sm24, Sm25, Sm74, y enzimas que pueden
inhibir la captacion de glucosa como la SmTPH y SmSL (Dunne y col 1997,
Wright y col, 1990; Zhou y col, 1990; Ali y col, 1991, Pearce y col, 1991; Karcz y
col 1988, Suri y col 1997; Attallah y col, 1999; El-Ansary, 2003; Loukas y col 2007
Nyame y col, 2000; Rao y col, 2003). Sin embargo por la caracteristica del parasito
de presentar mimetismo molecular, ha sido muy dificil conseguir una vacuna

eficaz.

Poco se ha estudiado la relacion del parasito con el hospedador intermediario, no
obstante es muy importante, porque en esta parte de su ciclo de vida, se podria
impedir el desarrollo del paréasito. Las glicoproteinas en estos estadios pueden ser

importantes en la regulacion de la interaccion del parasito con el molusco. Se han
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identificado glicoproteinas y epitopes de carbohidratos sobre el tegumento de los
esporocistos los cuales se han descrito como constituyentes extremadamente
inmunogénicos, (Dunne, 1990). En este sentido Zelck y Becker (1990) mediante el
uso de lectinas, evaluaron receptores en esporocistos madre y esporocistos hijos
observando diferencias en las reacciones con distintas lectinas (Con-A, LCA, PSA,
DBA, SBA, HPA, PNA) evidenciando diferencias en la expresion de
glicoconjugados. Uchikawa, y Loker (1991) caracterizaron la transformacion in
vitro de esporocistos de Schistosoma mansoni y de Echistosoma paraensei,
donde de once lectinas usadas ocho fueron reconocida en S. mansoni. Se ha
demostrado que el parasito utiliza glicoproteinas de la hemolinfa del molusco para
evadir las posibles respuestas inmunoldgicas, por lo que hay una relacion entre los
glicoconjugados del parésito y del molusco, dependiendo de la composiciéon de
glicoproteinas de ambos, el caracol puede ser suceptible o resistente. (Martins-

souzay col, 2011; Yoshino y col, 2012; Yoshino y col, 2013; Lehr, 2010)

Es bien sabido que los glicanos presentes en los esquistosomas desempefian
funciones importantes en la biologia del parasito asi como en la interaccion
parasito-hospedador, especialmente en la induccion y modulacion de la respuesta
inmunitaria y en la inmunopatologia de la esquistosomosis, es por esto que la
glicobiologia de los esquistosomas se ha convertido en un &area de creciente
interés, y en los ultimos afios han proliferado los estudios acerca de los glicanos y
glicoconjugados de estos patdégenos. Los glicanos de especies como S. mansoni
y S. japonicum han sido objeto de numerosos estudios como ya hemos visto y

actualmente se dispone de abundante informacion acerca de su composicion y
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estructura. Las funciones biolégicas y la estructura de otros glicanos son, sin
embargo, mucho menos conocidas. El conocimiento de dichas moléculas son
importantes no soélo para comprender la biologia de la relacibn parasito-
hospedador, sino también porque puede facilitar la identificacion de antigenos
parasitarios para vacunas, asi como la identificacion de antigenos de interés
diagndstico o de nuevas dianas para farmacos, dichas moléculas son las
expresadas en la superficie de su tegumento y las excretadas y/o secretadas
durante sus procesos vitales. (Hokke y col, 2007a, 2007b ; Hokke vy

Yazdanbakhsh, 2005; Jang-Lee y col, 2007; Wilson y col, 2004)

Hasta la fecha, la mayor parte de las investigaciones sobre la glicobiologia de S.
mansoni se han llevado a cabo con extractos completos (tegumento) de distintas
fases evolutivas del parasito, ocasionalmente con secreciones de adultos,
cercarias y huevos. En conjunto, dichas investigaciones se han centrado
principalmente en averiguar la composicién y estructura de los glicanos, asi como
sus patrones de expresion en funcion del sexo, fase evolutiva y tejidos del
parasito, utilizando para estos propositos, la espectrometria de masas y los
meétodos histoquimicos basados en el uso de lectinas y anticuerpos monoclonales
anti-carbohidratos como sondas especificas. (Hokke y Deelder, 2001; Hokke y col,

2007a)

Aunque estos estudios han proporcionado abundante informacion en relacién con
la composicidon y estructura de sus glicanos, el conocimiento del glicoma y del

glicoproteoma de S. mansoni aun dista mucho de estar completo. En este sentido
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conviene sefalar que: la informacién es escasa o falta por completo para algunas
fases evolutivas, salvo excepciones, se desconoce la identidad de los glicanos
presentes en las glicoproteinas, y para la mayoria de los glicanos se desconoce su
funcion concreta, porque a diferencia de lo que ocurre con las proteinas,
actualmente el simple conocimiento de su secuencia no ofrece ninguna pista

acerca de su funcion o papel bioldgico. (Hokke y col, 2007a)

La comprension de la glicobiologia de los esquistosomas requiere conocer no solo
la estructura de los glicanos, sino también el momento y el lugar en que son
expresados, es decir, en qué glicoproteinas o glicolipidos, en qué tejido, si son de
superficie o de secrecion o si son expresados por una Unica fase evolutiva o por
varias de ellas, ademas de que en la literatura se reporta principalmente la
composicion de los denominados antigenos solubles en huevos y en adultos se
propone identificar aquellas glicoproteinas que se encuentran en los extractos
solubles de todas las fases evolutivas de Schistosoma mansoni (miracidio,
esporoquiste, cercaria, esquistosomulo, huevos y adultos), con el fin de
comprender la glicobiologia de S. mansoni y observar las diferencias entre los
distintos estadios, estas glicoproteinas podrian ser utilizadas tanto para uso

diagnostico o como blanco para nuevos farmacos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Identificar las glicoproteinas en diferentes estadios del ciclo de vida de

Schistosoma mansoni.

2.2 Objetivos especificos

1. Mantener el ciclo de vida de Schistosoma mansoni
2. Obtener los distintos estadios del ciclo de vida de Schistosoma mansoni
3. Obtener extractos solubles de los distintos estadios del ciclo de vida de

Schistosoma mansoni

4. ldentificar el patron de glicoproteinas de los distintos estadios del ciclo de

vida del parasito.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biologico

En este trabajo se utilizé el parasito Schistosoma mansoni de la cepa Puerto Rico
(PR), la cual fue mantenida rutinariamente en el laboratorio de Inmunologia y
Quimioterapia del Instituto de Biologia Experimental (IBE), Facultad de Ciencias,

U.C.V.

Para el mantenimiento del ciclo biolégico del parasito se utilizaron caracoles
albinos de la cepa Puerto Rico (Biomphalaria glabrata), Hamsters (Mesocricetus
auratus) y ratones (Mus musculus), los cuales fueron gentilmente suministrados
por el Dr. Gilberto Payares, jefe del Bioterio del Instituto de Biologia Experimental

(IBE), Facultad de Ciencias, U.C.V.

3.2 Mantenimiento del ciclo biolégico de  Schistosoma mansoni

3.2.1 Infeccion de caracoles (hospedador invertebra  do)

Caracoles sanos con un tamafio aproximado de 0.5-1 cm de didmetro, fueron
infectados individualmente con aproximadamente 5 miracidios c/u. Caracoles y
miracidios fueron dejados en contacto durante al menos seis horas, luego de lo
cual los caracoles se traspasaron a un recipiente con agua declorada y se
mantuvieron en la oscuridad a 28° C por 30 dias. (Cesari y Alarcon de Noya,

1987)
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3.2.2 Infeccién de hamsters y/o ratones (hospedador definitivo) por Método

del anillo

Hamsters jovenes previamente anestesiados por via intraperitoneal con
pentobarbital sodico (inyeccion 1mL/ 100 gr del peso del animal) se infectaron con
aproximadamente 800-1000 cercarias, mediante la técnica del anillo descrita por

Smithers y Terry (1965).

3.3 Obtencion de los diferentes estadios del parasi  to

3.3.1 Huevos

Hamsters infectados con aproximadamente 800-1000 cercarias, fueron
sacrificados 45-60 dias post-infeccién. El higado fue extraido, cortado y licuado
por 30 segundos en solucion salina hipertonica (NaCl al 1,7%). El homogeneizado
fue pasado por varios tamices de porosidad decreciente (420, 177, 144 y 44 um de
diametro) y fue lavado exhaustivamente con la misma solucion. Seguidamente la
suspension de huevos se recogié del tamiz de menor poro y fueron utilizados para
obtener miracidios o lavados y almacenados en tampodn fosfato salino (PBS) pH

7,4 a -20 °C hasta su posterior uso. (Cesari y Alarcén de Noya, 1987)

3.3.2 Miracidios

Los huevos obtenidos (seccion 3.3.1) fueron lavados con agua declorada y
colocados bajo una ldmpara de 100 W por 30-45 minutos para inducir la eclosion

de los huevos y la salida de los miracidios, los cuales fueron concentrados
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empleando una membrana millipore de 8 um y almacenados en PBS a -20 °C

hasta su posterior uso. (Cesari y Alarcon de Noya, 1987)

3.3.3 Obtencioén de cercarias

Caracoles con al menos 30 dias de infeccion se colocaron en agua declorada y
fueron estimulados con luz solar o luz artificial (100W), durante una hora para
inducir la salida de las cercarias, estas fueron colectadas y utilizadas para
infectar hdmster o ratones 6 empleadas para la obtencion de esquistosémulos
mecanicos 6 concentradas por centrifugacion a 2446 g en frio y luego
almacenadas en PBS a -20°C para su posterior uso. (Cesari y Alarcén de Noya,

1987)

3.3.4 Gusanos adultos

Hamster y/o ratones con 45 dias post-infeccion fueron sacrificados con una
sobredosis de solucidon anestésica. Los gusanos fueron obtenidos mediante la
técnica de perfusion descrita por Smithers y Terry (1965). Estos gusanos fueron

lavados en PBS y almacenados a -20 °C para su posterior uso.

3.3.5 Esquistosémulos mecéanicos

Para la obtencién de los esquistosdémulos mecénicos se utilizo la técnica descrita
por Ramalho-Pinto y col. (1974) con ciertas modificaciones. Las cercarias
(apartado 3.3.3) fueron lavadas por centrifugacion en frio (869 g/10 min) con agua
declorada estéril suplementada con penicilina y estreptomicina (100Ul/ml y 100

pg/ml respectivamente). El sedimento fue resuspendido en 1 ml de agua
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declorada estéril con antibidticos/antimicéticos y sometidas a 50 pases sucesivos
a través de una aguja de 21x 1 %2 " en frio. La separacion de los cuerpos de las
colas fue verificada por observacion en un microscopio estereoscopico. Una vez
separados los cuerpos de las colas se le agregé 2 ml de medio esencial minimo
de Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y una
mezcla de antibioticos/antimicéticos, dejados en reposo por 4 minutos en frio para
la sedimentacibn de los cuerpos, posteriormente se elimind parte del
sobrenadante donde se ubicaban las colas. Una vez obtenido los cuerpos libres de
colas, éstas fueron centrifugadas a 435 g/5 min., se eliminé el sobrenadante y se
resuspendieron los cuerpos en 2 ml de DMEM suplementado y fueron incubados
a 37 °C durante toda la noche. Una vez transformados los esquistosémulos fueron

lavados y concentrados en PBS y almacenados a -20 °C para su posterior uso.

3.3.6 Esporocistos “in vitro”

Para la obtencién de esporocistos, los huevos (ver apartado 3.3.1) fueron lavados
con agua declorada estéril suplementada con antibiéticos/antimicéticos, vy
colocados bajo luz artificial en campana de flujo laminar para estimular la salida de
miracidios. Estos fueron concentrados utilizando una membrana de filtro Millipore
de 8 pum, lavados e incubados con medio RPMI 1640 suplementado con SFB al
20% SFB y penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 pg/ml y anfotericina B 25
pg/ml por 30 minutos. Se retird el medio y los miracidios fueron mantenidos en
medio de Chernin (Chernin, 1963) suplementado con SFB al 20% y una solucion
de antibidtico/antimicético a 28 °C y 5% CO, durante tres dias segun la
metodologia descrita por Barrios y col. (2001).
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Una vez obtenido los esporoquistes transformados fueron lavados y concentrados

en PBS y almacenados a -20 °C para su posterior uso.

3.4 Obtencion de los extractos solubles de los dist intos estadios del

parasito.

Los diferentes estadios del parasito que fueron previamente almacenados en PBS
pH 7,4 a -20°C, fueron descongelados y homogenizados en PBS pH 7,4 mas 5
mM EDTA y 2 mM PMSF. La homogeneizacion se llevo a cabo en frio y
dependiendo del estadio del parasito se realizaron entre 100 y 400 pases con un
homogeneizador de teflon. El homogenato fue centrifugado a 15000 g a 4°C por
diez minutos. El sobrenadante considerado como extracto soluble, fue

almacenado a -20°C para su posterior uso.

3.5 Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas presentes en los extractos solubles de cada
estadio, fue determinada mediante el método de Lowry y col, (1951) utilizando una

curva de calibracion realizada con seroalbumina de bovino (SBA).

Las proteinas muy diluidas fueron precipitadas con &cido tricloroacético (TCA),
para ello, se les agregd TCA al 20%, se incubaron en frio por 30 minutos, se
centrifugd a 15000 g a 4 °C/15 minutos, el sobrenadante fue eliminado y se le
afladié 300 pl de acetona fria, se centrifugd por 5 minutos a 15000 g, el
sobrenadante fue descartado y el sedimento resuspendido en PBS mas EDTA (5

mM) y PMSF (2 mM).
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3.6 Analisis electroforético en geles de poliacril amida (SDS-

PAGE)

Se resuspendieron entre 20-40 pg de muestra en tampon de la muestra, luego
hervidas durante tres minutos y analizadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% p/v segun la técnica descrita por Laemmli, (1970). El tiempo

de corrida fue de 1 hora y media a voltaje constante (160 V).

3.6.1 Identificacion de proteinas

Una vez terminada la corrida electroforética, el gel fue coloreado con azul de
Coomassie y luego decolorado con una solucién de metanol 50% y acido acético
al 10% para observar el patron de proteinas. El gel fue escaneado en un Scanner

marca HP.

3.6.2 Identificacion de glicoproteinas

3.6.2.1 Coloraciéon con Acido periodico de Schiff (PAS)

Finalizada la corrida electroforética los geles fueron teflidos con &cido periodico
de Schiff, segun la técnica descrita por Packer y col. (2002). Para esto los geles
fueron fijados en etanol 50% por 30 minutos, luego lavados con agua destilada
por 10 minutos e incubados en una solucién acido periodico al 1% en acido
aceético al 3% durante 30 minutos, lavados con agua destilada 6 veces por 5
minutos cada lavado. Incubados en una solucion Metabisulfito de sodio al 0,1% en
10 mM de HCI por 10 minutos dos veces, se incubd en el Reactivo de Schiff

durante una hora en oscuridad, posteriormente en solucion de Metabisulfito de
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sodio al 0,1% en 10 mM de HCI por una hora en oscuridad, luego lavados con
una solucion metanol al 0,5% en 10 mM de HCI hasta el dia siguiente y finalmente

fue decolorado con acido acético al 7,5% y fotografiado.

3.6.2.2 Coloracion con Azul Alcian

Los geles fueron fijados en TCA al 12,5% durante treinta minutos, lavados con
agua destilada e incubados en solucién de &cido periodico al 1 % en acido acético
al 3% por 1 hora, lavados con agua destilada (cuatro veces) e incubados durante
treinta minutos en solucién de Metabisulfito de sodio al 1%, lavados con agua
destilada toda la noche y posteriormente incubados durante cuatro horas en una
solucién de Azul Alcian al 0,5% preparado en acido acético al 3%. Finalmente se
decoloraron con acido acético al 75% vy se tomaron los registros

correspondientes. (Agraves, 2009)

3.6.3 Identificacion de glicoproteinas en los extra  ctos solubles mediante el

uso de lectinas.

Las lectinas que se emplearon para la localizacibn de carbohidratos en los
extractos solubles de Schistosoma mansoni  fueron: Con A (Canavalia
ensiformes) especifico para a-metilmanopiranosido y a-D-Manosa; PHA-E
(Phaseolus vulgaris) especifica para GalactosaB(1,4)Glucosaminaa(l,2)Manosa,;
DBA (Dolichos biflorus) especifico para N-acetilgalactosamina y UEA-I (Ulex

europaeus) especifica para fucosa, todas conjugadas a peroxidasa.
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3.6.3.1 Transferencia electroforética

Para identificar las glicoproteinas presentes en los extractos solubles de los
distintos estadios del parasito. Las muestras fueron sometidas a electroforesis en
geles de poliacrilamida (seccion 3.6.1) y luego las proteinas transferidas a papel
de nitrocelulosa siguiendo la técnica descrita por Towbin y col. (1979). El tiempo

de transferencia fue de 1 hora y a voltaje constante (100V).

3.6.3.2 Reconocimiento de glicoproteinas por lectin  as

Para el reconocimiento de glicoproteinas por lectinas se siguié el procedimiento
descrito por Marquez, (2004) con ciertas modificaciones. El papel de nitrocelulosa
con las proteinas ya transferidas fue incubado durante una hora en una solucién
de bloqueo (TBS pH 7,6 — cationes - Tween 20 al 0,1% en leche descremada 5%)
para bloquear los sitios reactivos libres. Lavados con (TBS + cationes) tres veces
e incubadas con cada una de las lectinas. Se empleo una concentracion de 5
pg/ml para todas las lectinas excepto UEA-I que fue diluida (1/100). Estas fueron
diluidas en TBS+ cationes. Posteriormente fueron lavados con solucion de lavado
y finalmente revelados con diaminobencidina (0,5 mg/ml) lavados con PBS y

fotografiados.
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4. RESULTADOS

En la realizaciébn de este trabajo de investigacion se emplearon los extractos
solubles de distintos estadios del ciclo de vida de S. mansoni (ver tabla 4) de los
cuales dos estadios fueron obtenidos in vitro, estos son los esquistosomulos y los
esporoquistes.

Tabla 4. Concentracion de proteinas en los extracto s solubles de los
distintos estadios de S. mansoni .

ESTADIO DEL PARASITO N° DE PARASITOS CONCENTRACION DE PROTEINAS DE
OBTENIDOS LOS EXTRACTOS SOLUBLES
HUEVO ~60.000 1179,9 pg/ml.
MIRACIDIO ~15.000 228,6 pg/ml.
ESPOROQUISTE 486,7 pg/ml.
CERCARIA ~200.000 523,6 pg/ml.
ESQUISTOSOMULO =~ 63.000 464,6 pg/ml.
ADULTOS (MACHO Y =640 3008,9 ug/ml.
HEMBRA)

4.1 Obtencién de esquistosomulos in vitro

Para la obtencion de esquistosomulos mecanicos se procedid a separar los

cuerpos de las colas de las cercarias, lo cual se observa en la figura 3 A. Una vez
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separados los cuerpos, fueron cultivados durante toda la noche observandose
cambios morfologicos en el proceso de transformacion (Figura 3.B), como
organismos vermiformes con un tegumento grueso similares a los obtenidos por
Ramalho-Pinto y col, (1974) y Milligan y Jolly (2011). Se determind la viabilidad por
el método de exclusion de azul tripano, lo cual nos indicé que el medio DMEM

suplementado con SFB al 10% fue apropiado para el cultivo.

4.2 Obtencidn de esporocistos in vitro

Para la obtencién de los esporocistos se emplearon miracidios recién obtenidos,
los cuales fueron cultivados por un periodo de dos dias. Observamos en la figura
4.A, un miracidio recién obtenido en el cual se observan las caracteristicas de este
estadio (presencia de cilios y movimientos rapidos), durante la transformacion se
observé que los miracidios al ser incubados en medio RPMI 1640 disminuyen su
movilidad y luego al ser incubados en el medio Chernin se observo la perdida de
los cilios los cuales quedan resuspendidos en el medio formando las placas
ciliares (Figura 4.B flechas), en el esporocisto de dos dias de cultivo ( Figura 4. B)

se pueden ademas ver las células embrionarias y una membrana gruesa (m).

Es importante mencionar que estos cultivos se mantuvieron viables por 20 dias, no
obstante para este trabajo se emplearon esporocistos primarios, con dos dias de
cultivo segun lo reportado por Barrios y col. (2001). La viabilidad se detecto
mediante la continua observacion, en estos se observd movimiento de las células

flamigeras asi como movimientos vermiformes de los esporocistos.
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Figura 3. Se muestran microfotografias donde se pueden observ  ar del proceso de
separacion de colas y cuerpos de las cercarias y de la transformaciéon de un
esquistosomulo. A: colas separadas y  una cercaria completa. B: Esquistosémulo mecénico
de 20 h de cultivo con morfologia similar a un verme y un tegumento grueso (T). Aumento
100X.

Céfulas
flamigeras

Figura 4. Transformacion in vitro del miracidio a esporocisto . A. Miracidio recién obtenido y
B. esporocisto con 2 dias de cultivo en medio Chernin donde se observa las células
embrionaria y placas epidérmicas (flecha).
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El uso de esporocistos in vitro en esta investigacion nos permitird revelar los
cambios morfologicos y bioquimicos del parasito, y asi estudiar todas las fases de
su ciclo de vida. La participacion de una gran comunidad de investigadores se han
visto interesados en el mantenimiento de esta fase in vitro debido a la ausencia del
hospedador invertebrado, sin embargo el ciclo de vida de los esquistosomas es
muy complejo y no se pueden mantener del todo en cultivos in vitro. (Mann y col,
2010; Ivanchenko y col, 1999). Segun Peterson y col, (2009) después de 24 horas
de cultivo, la mayoria de los miracidios se transformaron a esporocistos primarios
liberando sus placas epidérmicas (Fig. 4. B Flecha blanca) y formando un

tegumento sincitial.

4.3 Identificacion de proteinas de los extractos so  lubles de los diferentes

estadios de Schistosoma mansoni.

En la figura 5, se muestra el patron polipeptidico de cada uno de los extractos
solubles coloreados con azul de Coomassie, se puede ver que en huevo (H) se
evidencian nueve bandas polipeptidicas con pesos moleculares entre 19 y 140
kDa. Mientras que en miracidios sOlo se evidenci6 una banda de
aproximadamente 34 kDa, en esporocistos se observaron cuatro bandas con
pesos moleculares entre 15 y 45 kDa, mientras que en cercarias solo se
evidenciaron dos bandas de bajo peso molecular (17 y 15 kDa), en
esquistosomulos se observaron cuatro bandas de pesos moleculares entre 15y 65
kDa, finalmente en adultos se observé once bandas polipeptidicas de pesos

moleculares entre 15 y 65 kDa. Notese que la banda polipeptidica con peso

41



molecular 34 kDa esta presente en todos los estadios del ciclo de vida excepto en

cercarias, en esporoquistes este polipéptido es mas intensa.

Figura 5. Electroforesis con 20 pg de proteinas/poz o de los extractos solubles de  S. mansoni
en gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomassie. Huevos (H), Miracidios (M),
Esporocistos (Ep), Cercarias (c), esquistosdmulos ( Em) y adultos (A). Se utiliz6 un

marcador de peso molecular no tefiido de BIO-RAD.

4.4 ldentificacion de glicoproteinas

Para la identificacibn de glicoproteinas se utilizaron tres metodologias, la

coloracién con PAS que evidencian carbohidratos en general, la coloracion azul
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Alcian pH 2,5 que muestran los glicosaminoglicanos carboxilados y las lectinas

gue evidencian residuos de carbohidratos particulares.

En la figura 6, se muestra el patron de glicoproteinas evidenciado con la
coloracion PAS de los diferentes estadios del parasito. No obstante solo se
demostraron cuatro glicoproteinas en el extracto soluble de huevo (H), estas
presentaron un peso molecular de 80, 70,61, 56 kDa, siendo las dos Ultimas las

mas evidentes.

P
Marcadores 103

Figura 6. Electroforesis con 40 pug de proteina del extracto solubles de  huevo S. mansoni . Gel
de acrilamida al 10% tefido con Reactivo de Schiff (PAS). Huevos (H). Se utilizaron
marcadores de peso molecular estandar pre-tefiidos de BIO- RAD que incluyeron miosina
(198,3 kDa), B-galactosidasa (125,2 kDa), albumina sérica bovina (88,7 kDa), anhidrasa
carbodnica (37.4 kDa), inhibidor de tripsina (31,7 kDa), lisozima ( 17,2 kDa) y aprotinina (7,0
kDa).
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Al evaluar las glicoproteinas con el azul Alcian solamente se observaron dos
glicoproteinas de alto peso molecular (>200 kDa) en huevos y adultos
respectivamente, estas se ubicaron en el inicio del gel de resoluciéon (resultados

no mostrados).

4.3.1 Identificacion de glicoproteinas mediante el uso de lectinas

Como se menciond anteriormente en este trabajo se emplearon cuatro lectinas
(Con-A, DBA, UEA-I y PHAE) para la identificacion de residuos de carbohidratos

presentes en las glicoproteinas de los extractos solubles.

Cuando enfrentamos las glicoproteinas a Con-A (Figura 7) se pudo demostrar la
presencia de ocho polipéptidos en huevos siendo los mas evidentes de 140 y 94
kDa. En el extracto soluble de adultos se evidenciaron aproximadamente 16
bandas entre 15 y 150 kDa, siendo los polipéptidos de 84, 94, 120, 130 y 140 mas
prominentes ademas se puede decir que los polipéptidos presentes en huevos
también son comunes con los de adultos. Estos polipéptidos expresan residuos de

a-manosa y/o a-metilmanopiranosido.

Al evaluar la presencia de residuos de N-acetilgalactosamina mediante el uso de
la lectina DBA (Figura 8) que es especifica para este tipo de carbohidratos, solo
observamos reaccion con el extracto soluble de adultos y huevos evidenciando

una glicoproteina en comun de 140 kDa.

Ademas se emplearon las lectinas UEA-I y PHAE las cuales son especificas para

L-fucosa y galactosa B(1,4) glucosamina o(1,2) manosa respectivamente, no
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obstante al emplear dichas lectinas no se observé reaccién en los extractos

solubles evaluados.

Figura 7. Blot con Con-A  de los polipéptidos separados en SDS- PAGE con 20 pg de los
extractos solubles de H: huevo; M: miracidios; Ep: esporocisto in vitro ; C: cercaria; Em:
esquistosomulos mecéanicos y A: adultos de S. mansoni.
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Figura 8 . Blot con DBA de los polipéptidos separados en SDS -PAGE con 20 pg de los

extractos solubles de H: huevo; M: miracidios; Ep:

esporocisto in vitro ; C: cercaria; Em:

esquistosdmulos mecénicos y A: adultos de S. mansoni .
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5. DISCUSION

Como ya hemos mencionado el ciclo de vida de Schistosoma mansoni es
complejo, no solamente requiere de dos hospedadores para su desarrollo sino que
también el parasito sufre cambios morfolégicos y bioquimicos durante su ciclo de
vida para adaptarse a diferentes ambientes y poder sobrevivir. Hay que resaltar
gue el mantenimiento del ciclo en el laboratorio de un parasito multicelular como
Schistosoma mansoni es un poco complicado debido a que se requieren tanto
colonias de caracoles (hospedador intermediario) como de un bioterio en donde
emplear las infecciones de ratones/hamster (hospedador vertebrado), por ello no
se puede mantener el ciclo de vida en cultivo como por ejemplo se ha realizado
con parasitos unicelulares como Leishmania sp. o Trypanosoma sp., Esto ha sido
una dificultad para los investigadores y por esta razén en nuestro pais son pocos
los que se enfocan en el estudio de este parasito o de otros trematodos. Aun
cuando no se ha podido mantener en cultivo todo el ciclo de vida de Schistosoma
mansoni, se han logrado obtener dos de los estadios, estos son el esquistosomulo

(Ramalho-Pinto y col., 1974) y el esporoquiste (Barrios y col., 2001).

Los esporoquistes obtenidos in vitro fueron muy similares a los observados en
otros trabajos, estos muestran que la mayoria de ellos pierden sus cilios,
tornandose globosos e inmoviles, los cilios aparecen como agregados redondos
suspendidos en el medio, los esporoquistes tenian morfologias y movimientos
vermiformes con vesiculas bien definidas y células en flama activas. (Barrios y col.

2001; lvanchenko y col., 1999).
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En la obtencién de esquistosomulos mecénicos se observaron caracteristicas
tipicas en el proceso de transformacion, presentando morfologia y movimiento
vermiforme y un tegumento grueso como los observados por Ramalho-Pinto y
col., (1974) y Milligan y Jolly (2011), aunque no son esquistosomulos por definicion
presentan caracteristicas similares a los esquistosomulos in vivo, se han
demostrado las propiedades que presenta los esquistosomulos in vitro luego de su
transformacion, éstas incluyen ausencia del glicocalix, intolerancia al agua,
presencia de una doble superficie de membrana, migraciéon de los granulos y
cercario-reaccion negativa y pueden ser utilizadas para corroborar si los

esquistosomulos en realidad se transformaron (Stirewalt y col., 1983).

La mayoria de los estudios con S. mansoni estan relacionados con la identificacion
de proteinas de membranas o moléculas de superficie ya que estos representan la
interface parésito-hospedador y pueden ser empleados para produccion de
vacunas (Wright y col., 1991; Simpson y Smither, 1985). Asi mismo se han
realizado diversos estudios en los cuales la identificacion de proteinas esta
enfocada en la busqueda de antigenos importantes en el diagndstico siendo los
antigenos provenientes de huevos y de gusanos los antigenos de eleccion. (Mott y
Dixon, 1982; Abath y col., 1999; Vendrame y col., 2001; Marquez, 1994). No
obstante en el diagndstico se han empleado antigenos provenientes de otros
estadios del parasito como el esquistosomulo (Grenfell y col. 2013) y la cercaria
(Smith y col., 2012). Se ha propuesto que los métodos para detectar antigenos de
esquistosomas deben emplear antigenos circulantes o excretados debido a que

estos reflejan probablemente una infeccion activa de manera mas segura (Smith y
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col., 2012). Es por ello y lo poco que se conoce de los extractos solubles de
algunos estadios del ciclo de vida de S. mansoni que en este trabajo nos
propusimos evaluar los mismos y nos enfocamos en las glicoproteinas ya que se
ha propuesto que estas son las principales moléculas que inducen una respuesta
inmunolégica. Desde hace tiempo se ha focalizado el estudio de los
glicoconjugados del parasito ya que en el caso de huevos éstos son el foco

principal de la respuesta inmunoldgica (Cumming y Nyame, 1996).

En esta investigacion una vez obtenidos los distintos extractos solubles los
evaluamos electroforéticamente y evidenciamos las proteinas mediante la
coloracion azul de Coomassie observando que los patrones proteicos son muy
diferentes (Fig. 5) ya que aunque se corri0 a misma cantidad de proteinas (20
Hg/pozo), en algunos estadios solo se observaron dos polipéptidos. Asi, vimos que
los estadios de huevos y gusanos son los que presentan mayor cantidad de

proteinas.

En huevos se identificaron nueve bandas polipeptidicas de pesos moleculares
entre 19 y 140 kDa, lo cual difiere de los resultados por Marquez (1994) quien
identifico 17 polipéptidos con pesos moleculares entre 92 y 12,5 kDa. Resultados
similares por Carter y Colley (1978), sin embargo y aun cuando el minimo de
polipéptidos no es semejante al de estos reportes observamos de manera similar a
estos autores la presencia de dos polipéptidos de peso molecular 24 y 34 kDa en
huevo, se observo también un polipéptido de 37 kDa que podria ser equivalente al

denominado omega-1 reportado por Everts y col., (2012).
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En el extracto de adultos se identificaron aproximadamente once polipéptidos con
pesos moleculares entre 15 y 65 kDa. En estudios previos se han reportado
antigenos reconocidos en el extracto soluble de adultos con pesos moleculares
entre 40 y 75 kDa (Gaber y col., 2010). En los estadios de miracidio,
esporoquiste, cercaria, y esquistosomulos observamos muy pocas proteinas. En el
extracto soluble de esporoquiste se evidencid aproximadamente cuatro proteinas
de las cuales la mas prominente fue la banda de 34 kDa, la misma o una banda de
PM 34 kDa se observo en todos los extractos excepto en cercaria sugiriendonos
gue es una proteina que se mantiene durante el proceso de maduracion del
parasito. Por otro lado se ha demostrado que el perfil proteico entre la cercaria y
el esquistosomulo in vitro deberian ser similares porque la transformacion de
cercaria a esquistosomulo es un fenémeno en el que ocurren muchos cambios
gue son mas lentos que cuando se da in vivo, debido a esto se esperaria que lo
observado entre cercaria y esquistosémulos fuera un patrén proteico similar.

(Stirewalt y col., 1983).

No esperdbamos evidenciar pocas proteinas en los extractos solubles ya que el
parasito al ser un organismo multicelular que presenta sistema digestivo, nervioso,
reproductor y excretor, posee mas proteinas que por ejemplo un parasito
unicelular, aunque en los extractos donde se observaron pocas proteinas pueden
estar relacionadas con el tamafio del parasito en esos estadios comparado con el
estadio de adulto. Sin embargo Curwen y col. (2004) determinaron al menos 40
proteinas en extractos de cercaria, esquistosomulo de pulmoén, adultos y huevos,

no obstante la diferencia observada puede ser debido a la metodologia empleada
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pues estos autores realizaron una electroforesis bidimensional la cual, es mas
sensible que la empleada por nosotros pues la electroforesis monodimensional no
discrimina por punto isoeléctrico y ademas la coloracién empleada por nosotros es
la menos sensible por lo cual podemos sugerir que empleando una coloracion con
nitrato de plata podriamos evidenciar mayor cantidad de proteinas. Entre las 40
proteinas evidenciadas por Curwen y col., (2004) algunas podrian representar
enzimas citosolicas (Ver tabla 5) entre ellas est4, la Ciclofilina con PM 17, 9 kDa
gue puede estar relacionada con la de 17 kDa observada en esquistosomulo
mecanico y en adultos en nuestro trabajo; la GST26 de 25,5 kDa que podria estar
relacionada a la de 24 kDa de huevos y adultos; la TPI de 28, 4 kDa, la 14-3-3 a
de 28,9 que podrian relacionadas a la de 27 kDa observada en huevos y adultos y
la calreticulina cuyo peso molecular de 45,5y la SME16 de 45 kDa podrian ser las
mismas evidenciadas en nuestro trabajo en los extractos de huevos,

esporoquistes, esquistosomulos y adultos.

Otras proteinas que se podrian encontrar en los extractos solubles son las que
estan relacionadas a enzimas, moléculas reguladoras de actividades celulares,
moléculas con funciones de transporte, proteinas presentes en el citoesqueleto de
las células, componente del citoplasma o matriz extracelular o proteinas de
excrecién-secrecion asi como también a algunas proteinas que son solubles una
vez que el parasito recambia su tegumento (Irie y Yasuoraoka, 1984). Por otro
lado es interesante destacar que los dos estadios en la cual se observaron mas
polipéptidos (adultos y huevos) pudieran estar relacionados a proteinas solubles

gue han sido estudiadas e implicadas en el uso diagnostico e inmunolégico.
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(Nash, 1978; Boctor y col., 1982; Lustigman y col., 1985; Dunne y col., 1986;

Halkes y col., 1998; Planchart e Incani, 2007).

Después de determinado el patron proteico de los diferentes extractos solubles
nos propusimos estudiar las glicoproteinas presentes en los mismos, puesto que
como ya se menciond éstas son importantes desde el punto de vista inmunolégico
asi como en la relaciéon parasito-hospedador. Estas fueron evaluadas empleando
tres técnicas diferentes, mediante una coloracion PAS la cual es generalmente
una técnica util para identificar glicoproteinas sobre geles de poliacrilamida, no
obstante su sensibilidad puede no ser suficiente (Packer y col., 2002), esto fue
evidenciado en este trabajo ya que mediante esta técnica solo pudimos evidenciar
cuatro glicoproteinas de pesos moleculares 80, 70, 61 y 56 kDa en el extracto de
huevo siendo las dos ultimas las mas evidentes. La glicoproteina de 70 kDa podria
estar relacionado con la reportada por Hamburger y col. (1982) quienes proponen
gue la denominada MEG presenta un PM de 70 kDa y no es ni especie, ni estadio
especifico sin embargo no observamos en los otros estadios ninguna
glicoproteina, esto podriamos decir que es debido a la cantidad de glicoproteinas
presentes en los extractos ya que para ser detectados por esta técnica debe estar
presente al menos 10 pg de glicoproteinas altamente glicosilada para ser revelada

por esta técnica (Packer y col., 2002).

La glicoproteina de 80 kDa encontrada en nuestro estudio podria estar relacionada

con la de 84 kDa encontrada por Dunne y col., (1986) mientras que la de 61 kDa
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podria estar relacionada con una glicoproteina caracteristica del huevo de 69 kDa
(Nyame y col., 1988). Meevissen y col., (2011) encontraron una molécula de 50
kDa llamada Kappa-5 en el antigeno soluble de huevo y demostraron que era una
glicoproteina ésta puede estar relacionada con la de 56 kDa encontrada en este

trabajo. (ver tabla 6).

Finalmente empleamos una técnica mas sensible y mas especifica para identificar
los carbohidratos presentes en las glicoproteinas de los extractos, esto es el uso
de lectinas después de la transferencia a papel de nitrocelulosa de las proteinas
de los extractos. Como se menciono previamente, las lectinas son proteinas que

tienen la capacidad de unirse a carbohidratos de manera especifica y reversible.

Diversos trabajos se han realizado para identificar glicoproteinas mediante el uso
de lectinas, estas son principalmente glicoproteinas de membrana a diferencia de
lo evaluado en este trabajo. En este sentido Simpson y col., (1983) demostraron
en la superficie del esquistosémulo glicoproteinas las cuales fueron reconocidas
por Con-A, una glicoproteina de 60 kDa reconocida por RCA, una de 120 kDa
reconocida por FBP, una de 23 kDa reconocida por WGA y una de 120 y otra 110
kDa reconocida por SBA y PNA respectivamente. En adultos Linder y Huldt (1982)
demostraron la presencia de glicoproteinas reconocidas por WGA; PNA, RCA y
Con-A lo cual indica que estan presentes residuos de carbohidratos del tipo a-
manosa; D-galactosa; N-acetilglucosamina; fucosa y N-acetilgalactosamina, esto
en diferentes sitios de los adultos fijados, resultados similares fueron reportados

por Marquez (2004). McGregor y col. (1985) demostraron en la superficie de
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membrana del adulto glicoproteinas de 68, 52, 44 y 28 kDa con residuos tipo a-
manosa (Con-A); de 68, 63,44 y 28 kDa con residuos tipo N-acetilglucosamina; de
100, 44, 33 y 28 kDa con residuos N-acetilgalactosamina (SBA); de 170, 44, 36 y
28 kDa con residuos de D-galactosa y una glicoproteina de PM mayor a 100 kDa
con residuos N-acetilgalactosamina (DBA). No se observé glicoproteinas en la
superficie del verme con residuos tipo L-fucosa (UEA). Estos trabajos evidencian
la presencia de glicoproteinas en la superficie de distintos estadios del parasito, en
este estudio se quiso evaluar la presencia de residuos de carbohidratos presentes
en las glicoproteinas de los extracto soluble del parésito mediante el uso de
lectinas como Con-A; DBA; UEA-1 y PHAE, sin embargo solo pudimos detectar
glicoproteinas al emplear la Con-A y DBA y solo en los extractos solubles de
huevo y adultos. Observando en el primero aproximadamente ocho polipéptidos
con residuos de tipo a-manosa las cuales presentan pesos moleculares entre 15y
150 kDa mientras que en el extracto soluble de adultos hay una mayor cantidad de
glicoproteinas con este tipo de residuos carbohidratos siendo los de 84, 94, 120 y
140 kDa los mas evidentes, estos resultados difieren con los de Linder y Huldt
(1982) por lo cual no podriamos decir que estas son glicoproteinas de membrana
eliminadas en el recambio del tegumento. Ademas en estos extractos pudimos
identificar una glicoproteina de 140 kDa la cual expresa residuos tipo N-

acetilgalactosamina.

Se han determinado las estructuras de los glicanos presentes en huevos de S.
mansoni y de S. japonicum la cual contienen residuos de manosa, GlcNacpl-

2Manal-3 y principalmente fucosa. (Cumming y Nyame, 1999; Hokke y col.,
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2007b), ademas se han aislado antigenos de huevos por cromatografia de
afinidad a Con-A sepharosa (Boctor y col., 1982; Harrison y col., 1979) por otro
lado se han evidenciado con SBA y Con-A glicoproteinas de extractos huevos que
contienen residuos de manosa y GalNac (Linder y Huldt, 1982; Marquez, 2004).
Estos estudios nos corroboran la presencia de residuos o-manosa en las

glicoproteinas que reaccionaron en nuestro estudio con Con-A y DBA.

Estudios han demostrado estas glicoproteinas solubles presentes en adultos en la
cual se han utilizado los componentes relacionados al intestino como el “vomito”,
un material particulado oscuro con restos no digeridos, hematina, enzimas y otros
componentes intestinales del parasito (Bogitsh 1989; Van Dam et al. 1996; Halton
1997, citados por Planchart e Incani, 2007) y los que se denominan antigeno
circulante catodico (CCA) o antigeno circulante anddico (CAA) que son secretados
por el intestino y son potencialmente importantes en el diagnostico de la
esquistosomosis. (Dunne, 1990; Cummings y Nyame, 1999; Planchart e Incani,
2007). En este sentido se han identificado glicoproteinas que contienen residuos
de a-manosa y Nacetilgalactosamina, estos residuos concuerdan con los N-
glicanos expresados en adultos (Hokke y col., 2007a) aunque también pueden
estar relacionada a un proteoglicano con residuos GalNac y acido glucurénico que
son secretados por las células epiteliales del intestino del esquistosoma (Nash,
1978) por lo que podrian estar relacionados también a fragmentos de los
antigenos circulantes del CAA ya que este contiene 30% de carbohidratos con

residuos GalNac y Glc (Cumming y Nyame, 1999).

55



En base a los otros estadios se ha demostrado una serie de carbohidratos
mediante el uso de lectinas (Murrel y col. 1978; Samuelson y Caulfield, 1982;
Grzych y col. 1987; Coles y col., 1988; Zelck y Becker, 1990; Uchikawa y Loker,
1991 y Marquez, 2004; Hokke y col., 2007b; Georgieva y col., 2012) por lo que
esperabamos evidenciar la presencia de estos en los extractos solubles de
cercaria, miracidios, esporoquistes y esquistosomulos, sin embargo no se
evidencio la presencia de este tipo de proteinas en los mismos. Es posible que
estas no se evidenciaran debido a que en estos estadios la cantidad de
glicoproteinas no fue suficiente. Ademas se podrian utilizar otras lectinas para
evidenciar mas glicoproteinas, pues existe una gran variedad de estas y en este
trabajo solo empleamos cuatro aun cuando tres de estas son las que mas se han
utilizados en el estudio de los esquistosomas como lo son Con-A, UEA-1 y DBA.
En este sentido tendriamos que evidenciar residuos de fucosa en todos los
estadios en la reaccién con UEA-lI ya que se ha demostrado la presencia de
importantes antigenos glicoproteicos que presentan residuos tipo fucosa como lo
es el antigeno de Lewis, entre otros (Schmidt, 1995; Srivatsan y col., 1992;
Wouhrer y col., 2000; Robjin y col., 2005; Hokke y Deelder, 2007; Peterson y col.,

2009)

Finalmente para conocer mas sobre la biologia del parasito y encontrar posibles
glicoproteinas para uso diagnostico y/o blancos para farmacos, en este trabajo
tratamos de identificar por diferentes técnicas las glicoproteinas presentes en los
extractos solubles de los distintos estadios de S. mansoni, sin embargo solo

pudimos demostrar la presencia de estos en los estadios de huevos y adultos,
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probablemente debido a la cantidad de glicoproteinas presentes en estos
extractos por lo cual seria recomendable en futuras investigaciones emplear una
mayor cantidad de proteinas en los otros extractos infectando un gran nimero de
hamster/ratones (entre 10 y 15) para obtener grandes cantidades de parésitos y
por ende aumentar la concentracion de proteina empleada, aun cuando es muy
dificil obtenerlos debido a la complejidad del mantenimiento del ciclo de vida y
cultivos in vitro, asi mismo se propone la utilizacion de otros tipos de lectinas que

sean especificos para un mismo residuo de carbohidrato.
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Tabla 5. Posibles proteinas observadas en el gel de  azul de Coomassie.

Técnica Azul de Coomassie
PM
Estadio Observados Posibles proteinas observadas segun lo reportado.
24 kDa 24 kDa Proteina antigénica (Marquez, 2004)
34 kDa 34 kDa Proteina antigénica (Marquez, 2004)
37 kDa Omega-1 (Everts, y col., 2012)
25,5 kDa GST26 (Curwen y col., 2004)
Huevos 24 kDa
27 kDa 28,4 kDa TPI (Curwen y col., 2004)
14-3-3 o (Curwen y col., 2004)
28,9 kDa
45 kDa 45 kDa SME15 (Curwen y col., 2004)
45,5 kDa Calreticulina
17 kDa 17,9 kDa Ciclofilina (Curweny col., 2004)
24 kDa 25,5 GST26 (Curwen y col., 2004)
27 kDa 28,4 kDa TPl (Curweny col., 2004)
Adultos
14-3-3 a (Curwen y col., 2004)
28,9 kDa
45 kDa 45 kDa SME15 (Curwen y col., 2004)
45,5 kDa Calreticulina (Curwen y col., 2004)
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Tabla 6. Posibles glicoproteinas observadas mediant e la técnica con PAS.

Técnica Reactivo de Schiff (PAS)
PM
Estadio | Observados Posibles glicoproteinas observadas segtn lo reportado.
56 kDa 50 kDa Kappa-5 (Meevissen y col., 2011)
Glicoproteina caracteristica de huevo
61 kDa 69 kDa (Nyame y col., 1988)
Huevos
Principal glicoproteina de huevos (MEG)
70 kDa 70 kDa (Hamburger y col., 1982)
Glicoproteina altamente antigénica
80 kDa 84 kDa (Dunney col., 1986)
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. CONCLUSIONES

El patron de proteinas de los extractos solubles evaluados difiere tanto en
el nimero de proteinas como en la cantidad de las mismas esto
basandonos en la intensidad de coloracion de los distintos polipéptidos.
Mediante el uso de las técnicas empleadas solo se demostro la presencia
de glicoproteinas en los extractos de adultos y de huevos tal vez debido a
una mayor concentracion de estas moléculas en estos estadios y al tamafio
de los mismos.

La metodologia méas sensible para evaluar la presencia de glicoproteinas
fue la metodologia que involucra el uso de lectinas ya que mediante esta se
evidencié una gran cantidad de glicoproteinas que no fue observada ni con
la coloracion PAS ni con azul Alcian.

Se sugiere que algunas de las glicoproteinas evidenciadas en estos
estadios podrian estar relacionadas con glicoproteinas presentes en
componentes de excrecion-secrecion y de los secretados por el intestino de

los adultos.
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7. RECOMENDACIONES

Para mejorar este estudio se indican las siguientes recomendaciones:

1. Por la poca cantidad observada en los extractos solubles se recomienda
obtener mas ejemplares de los estadios estudiados (huevos, miracidios,
cercarias, adultos, esquistosomulos y esporoquistes) y asi emplear mas de
50 pg de proteinas en la electroforesis.

2. Utilizar mas de dos lectinas que sean especificas para un mismo residuo y
realizar controles tanto positivos como negativos.

3. Tefiir los geles y las proteinas transferidas al papel de nitrocelulosa con

tincién de nitrato de plata para evidenciar mejor las bandas observadas.
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