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Resumen:

El nematodo Strongyloides stercoralis es el principal causante de la
estrongiloidiasis humana. Debido a la capacidad del pardsito de perpetuar un
ciclo autoinfectivo la infeccion puede prolongarse durante afios en el
hospedador, dando lugar a una enfermedad crdénica en personas
inmunocompetentes, mientras que en condiciones de inmunosupresion puede
desembocar en cuadros clinicos graves con elevadas tasas de mortalidad. La
region de La Safor valenciana ha sido considerada foco endémico de este
parasito desde hace mds de un siglo, habiéndose diagnosticado cientos de
casos desde entonces, suponiendo un problema sanitario en la regidn.

La presente Tesis contribuye a la mejora en el conocimiento proteémico de la
larva infectante del pardsito, L3i, con el fin de identificar nuevas moléculas
para el diagndstico de la enfermedad. Para ello se ha realizado un anlisis de
los transcritos mas abundantes de la larva L3i, clonandose 8 de ellos, y
obteniendo finalmente 5 fragmentos de proteinas recombinantes: Antigeno
principal-Major antigen, 14-3-3 zeta, Aminopeptidasa sensible a puromicina,
Ferritina 1 y Proteasa aspdrtica 4. Se han realizado diferentes ensayos para
valorar la antigenicidad de estos fragmentos proteicos y su capacidad de ser
reconocidos por los anticuerpos presentes en los sueros de pacientes
enfermos. Ademads, se generaron anticuerpos policlonales frente a fragmentos
de las proteinas 14-3-3 zeta, Ferritina 1 y Proteasa aspartica 4, evaluandose su
posible utilidad como herramienta diagndstica especifica para S. stercoralis.

Con idéntico fin, se han producido péptidos sintéticos a partir de las proteinas
14-3-3, Metaloproteinasa, Tropomiosina y Galectina identificadas en larvas L3i
de S. stercoralis. Los ensayos inmunoenzimaticos, utilizando sueros de
pacientes de diversos origenes, han demostrado mayor reconocimiento para 2
de los 9 péptidos sintetizados, obteniéndose buenos resultados en cuanto a
sensibilidad (hasta del 93%).

Finalmente se han realizado estudios de inmunolocalizacion de las proteinas
14-3-3 zeta, Ferritina 1 y Proteasa aspartica 4 en cortes de vermes utilizando
los anticuerpos policlonales producidos, y se ha contribuido a mejorar el
conocimiento morfoldgico de la L3i, realizando un estudio de la superficie del
pardsito mediante microscopia electrénica de barrido.






Resum:

El nematode Strongyloides stercoralis és el principal causant de
I’estrongiloidiasis humana. Degut a la capacitat del parasit per a perpetuar el
cicle autoinfectiu, la infeccié pot prolongar-se durant anys en I’hoste, donant
lloc a una malaltia cronica en persones inmunocompetents, mentre que en
condicions d’inmunosupressié pot desembocar en quadres clinics greus amb
elevades taxes de mortalitat. La regié de La Safor valenciana ha sigut
considerada focus endémic d’aquest parasit des de fa més d’un segle, havent-
se diagnosticat centenars de casos des d’aleshores i ha suposat un problema
sanitari en la regid.

La present Tesis contribueix a la millora del coneixement proteomic de la larva
infectant del parasit (L3i), amb la finalitat d’identificar noves mol-lécules que
presenten aplicacié en el diagnostic de la malaltia. Per tal de dur-ho a terme
s’ha realitzat un analisi dels transcrits més abundants de la larva L3i, clonant-se
vuit d'ells i obtenint 5 fragments de proteines recombinants corresponents a:
Antigen principal-Major antigen, 14-3-3 zeta, Aminopeptidasa sensible a
puromicina, Ferritina 1 i Proteasa aspdrtica. S’han realitzat assatjos per tal de
valorar I'antiguitat d’aquests fragments proteics i la seua capacitat per a ser
reconeguts pels anticossos presents als serums de pacients afectats per la
malaltia. Els fragments de proteines recombinants s’han utilitzat per a generar
anticossos policlonals especifics enfront de les proteines 14-3-3, Ferritina i
Proteasa aspartica, com una ferramenta diagnostica de S. stercoralis.

Amb el mateix fi, s’"han produit péptids sintéetics a partir de les proteines de L3i
de S. stercoralis, Metaloproteinase, Tropomiosina i Galectina. Els assatjos
inmunoenzimatics, utilitzant serums de pacients de diversos origens, han
demostrat una major capacitat inmunogénica per a 2 dels 9 péptids
sintetitzats, obtenint-se bons resultats pel que fa a I’especificitat i la sensibilitat
(fins al 93%).

Finalment s’han realitzat estudis d” inmunolocalizacié de les proteines 14-3-3,
zeta Ferritina 1 y Proteasa aspartica 4 en talls de vermes utilizant els anticossos
policlonales produits, i s’"ha contribuit a millorar el coneixement morfologic de
la L3i, realitzant un estudi de la superficie del parasite per mitj de SEM






Abstract:

The nematode Strongyloides stercoralis is the causative agent of human
strongyloidiasis. Since the life cycle of this parasite allows autoinfections,
strongyloidiasis can become a chronic disease in immunocompetent
individuals, while in immunocompromised is not rare the evolution to a severe
and even a fatal course of the infection. The region of La Safor valenciana has
been considered an endemic focus of the parasite since more than a century
ago, with hundreds of cases diagnosed since then; strongyloidiasis is a sanitary
problem in this region.

This Doctoral Thesis provides new information about the protein content of
the infective stage of the parasite, L3i larvae, in order to identify new
molecules that could be applied in diagnosis. An analysis of the most abundant
transcripts of L3i larvae was performed, cloning 8 of them, and finally
obtaining 5 fragments of recombinant proteins: Major antigen, 14-3-3 zeta
protein, Puromycin-sensitive aminopeptidase, Ferritin 1 and Aspartic protease
4. Also, several assays to evaluate antigenicity of these fragments, as well as
the capacity of recognition by antibodies in serum of infected patients were
done. In the same way, polyclonal antibodies have been generated against 3
fragments of recombinant proteins: 14-3-3 zeta, Ferritin 1 and Aspartic
protease, which were employed as a diagnostic tool for the identification of
the parasite.

With the same purpose, synthetic peptides from the proteins of L3i larvae,
Metalloproteinase, = Tropomyosin  and  Galectin, were  produced.
Immunoenzymatic assays using serum of infected patients demonstrate
greater immunogenic potential in 2 of the 9 synthetic peptides, with good
sensitivity (up to 93%).

Finally, an immunolocalization study of 14-3-3 zeta, Ferritin 1 and Protease
aspartic 4 proteins was performed on larvae L3i cuts of S. stercoralis, using the
polyclonal antibodies produced previously at the laboratory, also it has
contributed to the improvement of the morphological knowledge of the
surface of the L3i larvae, carried on by analysis with Scanning Electron
Microscopy (SEM).
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1. Introduccién
1.1. Aspectos generales sobre Strongyloides stercoralis

Los helmintos del género Strongyloides, el cual comprende mas de 50 especies
de parasitos gastrointestinales, afectan a una gran variedad de vertebrados, la
mayoria de ellos mamiferos, existiendo también especies propias de anfibios,
reptiles y aves (Speare, 1989).

El género Strongyloides se encuentra incluido en la familia Strongyloididae, y
forma parte a su vez de la superfamilia Strongyloidoidea, dentro del orden
Rhabditida y de la Clase Secernentea (Phasmidia).

Segun los estudios llevados a cabo por Blaxter et al. (1998) relativos a la
filogenia del Phylum Nematoda y basados en el andlisis comparativo de DNA
de la subunidad pequefia del RNA ribosomal (SSU) de 53 especies, el género
Strongyloides queda incluido en el Clado IV, junto con otras especies parasitas
de plantas e insectos y especies bacteriofagas de vida libre (Figura 1.1). Estos
analisis han sido apoyados por trabajos posteriores (Dorris et al., 2002).

Los integrantes de este género presentan, ademads, gran especificidad con sus
hospedadores, de manera que frecuentemente cada especie parasita a una
sola, o bien a un grupo reducido de especies hospedadoras (Viney & Lok,
2015). Los trabajos llevados a cabo por Dorris et al. (2002), basados en el
estudio de genes de la subunidad pequefia ribosomal (SSU rDNA) de varios
miembros del género Strongyloides, asi como de otros nematodos
relacionados con el mismo, pusieron de manifiesto la alta semejanza molecular
existente entre las especies que componen este género. Ello podria implicar
que la gran variedad de especies de Strongyloides existentes y su estrecha
asociacién con sus hospedadores, son debidas a un fendmeno de radiacion
explosiva y posterior colonizacion de nuevos hospedadores, y no como
consecuencia de una larga co-evolucion parasito-hospedador.
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Figura 1.1: Relaciones filogenéticas dentro del Phylum Nematoda, basadas en el estudio de las
secuencias de SSU. Modificado de Blaxter et al., 1998.
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Otra peculiaridad de este género es su ciclo biolégico, con parasitismo
facultativo, en el cual se produce alternancia de generaciones de las fases
adultas, habiendo machos y hembras de vida libre que copulan en el medio
externo, mientras que la fase adulta parasita son siempre hembras que se
reproducen mediante partenogénesis en el intestino del hospedador (Schad,
1989). En el caso de S. stercoralis, este hecho, llevé en un principio al error de
creer que se trataban de dos especies diferentes (Bavay, 1876; Bavay, 1877),
hasta que se descubrié que realmente eran estadios diferentes de un mismo
pardsito (Grassi, 1879).

Tres son las especies del género causantes de estrongiloidiasis en el ser
humano: Strongyloides stercoralis (Bavay, 1876), que también es capaz de
infectar a perros y otros primates y es la especie mas extendida; Strongyloides
fuelleborni fuelleborni (von Linstow, 1905), especie propia de primates no
humanos en Africa, pero cuya su posible transmisién al ser humano ha sido
demostrada y la subespecie Strongyloides fuelleborni kelleyi (Kelly et al., 1976;
Viney et al.,, 1991), aislada tanto en primates como en seres humanos en
Papua Nueva Guinea.

1.1.1. Morfologia y ciclo de vida

Las principales caracteristicas morfoldgicas de los estadios mds importantes
gue aparecen a lo largo del ciclo de vida de S. stercoralis (Little, 1966; Carrada-
Bravo, 2008) se detallan a continuacion:

Hembra adulta de vida libre: El cuerpo es pequefio con forma de huso y

presenta una fina estriacion transversal. Puede alcanzar los 1,5 mm de longitud
con un didmetro de 85 um aproximadamente. Presenta un eséfago rabditoide.
Los ovarios son didelfos, con la vulva cerca de |la mitad del cuerpo. La vagina es
muy corta, con receptaculo seminal. El Gtero puede contener hasta 28 huevos,
que no se disponen en fila uno tras otro (Figura 1.2.A, D).
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Macho adulto de vida libre: Algo mas pequefio que la hembra de vida libre, con

un maximo de 1,2 mm de longitud y 55 um de didmetro aproximadamente.
Eséfago rabditoide al igual que en la hembra de vida libre. Presenta dos
espiculas cortas e iguales entre si en el extremo caudal, el cual una vez fijado el
ejemplar, queda ligeramente curvado (Figura 1.2.B).

Hembra adulta pardsita: Presenta un cuerpo delgado con el extremo final

romo y la cuticula finamente estriada. Es mas larga que la hembra de vida libre
con una longitud de 2-4 mm y 75 um de didmetro. El eséfago es filariforme y
largo, ocupando el primer tercio de su cuerpo. El sistema reproductor es
similar al de la hembra de vida libre pero mds largo y carece de receptaculo
seminal, ademads la vulva se abre en el tercio final del cuerpo. El Utero es corto,
y generalmente no contiene mas de 6 huevos, dispuestos en fila uno tras otro
(Figura 1.2.G).

Huevo: Tanto los que proceden de la hembra de vida libre como los de la
hembra pardsita, son de apariencia practicamente idéntica, pudiendo haber
pequefias variaciones en cuanto al tamano. Son de forma elipsoidal, de 40-70
pum longitud, siendo su longitud el doble que la anchura, aproximadamente. En
el caso de las hembras parasitas, suelen eclosionar en el interior del intestino
del hospedador, mientras que en el caso de los que proceden de hembras de
vida libre, suelen hacerlo al ser depositados en el suelo, pero también en el
propio utero de la hembra.

Primer estadio larvario o larva rabditoide (L1r): Cuerpo entre 150-390 pum de

longitud y entre 14 y 20 um de ancho. Presentan una capsula bucal corta y
esofago rabditoide, similar al de los adultos de vida libre, que se extiende hasta
el primer tercio del cuerpo. Presentan un primordio genital prominente. El
extremo caudal es afilado (Figura 1.2.C, E).

Estadio infectante o larva filariforme (L3i): El cuerpo es delgado entre 400 y

700 um de longitud y 12-20 um de didmetro. El eséfago es filariforme como en
la hembra adulta parasita, y ocupa alrededor del 40% del cuerpo. El extremo
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posterior estd truncado, lo cual es un rasgo caracteristico de este tipo de larvas
(Figura 1.2.F).

ov A ef int

\ ‘ . ! ut

Figura 1.2: Esquema de las fases de S. stercoralis. A) Hembra adulta de vida libre; B) Macho
adulto de vida libre; C) Extremo anterior de la larva rabditoide L1r; D) Extremo anterior de la
hembra de vida libre; E) Extremo posterior de L1r; F) Larva filariforme L3i; G) Hembra adulta

parasita. ef: eséfago filariforme; int: intestino; ov: ovario; rs: receptaculo seminal; ut: Utero.
Modificado de Little (1966).

Como se comentd anteriormente, los miembros del género Strongyloides
presentan alternancia de generaciones, por lo tanto, puede darse un ciclo
homogodnico, que tiene lugar en el interior del hospedador y donde la forma
adulta parasita son siempre hembras que se reproducen mediante
partenogénesis, o un ciclo heterogdnico, en el medio externo, con machos y

hembras de vida libre que copulan y dan lugar a una nueva generacién (Figura
1.3).
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La infeccion se produce cuando la L3i, que se encuentra en el medio externo
generalmente en zonas himedas y frescas, entra en contacto con la piel del
hospedador y penetra a través de ella. Una vez en el interior del cuerpo, las
larvas alcanzan los capilares, y a través de ellos experimentan una migracion
por el cuerpo del hospedador. Tras llegar a los alveolos pulmonares, ascienden
por los bronquios, la traquea y son deglutidos para llegar finalmente al
duodeno. Las larvas L3i experimentan dos mudas durante esta migracion hasta
pasar a ser hembras adultas parasitas. Estas se hayan embebidas en la
submucosa del duodeno, en el interior de las criptas de Lieberkiihn, donde
liberan los huevos. En el caso de S. stercoralis, los huevos maduran
rapidamente, asi que en las heces ya aparece el primer estadio larvario (L1r).
En el caso de las especies de S. fuelleborni, el desarrollo es algo mas lento, por
lo que es comun encontrar huevos en las heces de personas infectadas.

En ocasiones, las L1r desarrollan rdpidamente y pasan a L3i en el lumen
intestinal del hospedador. Estas L3i son capaces de atravesar las paredes del
duodeno y acceder al sistema circulatorio, generando un ciclo de autoinfeccién
enddgeno. Esta capacidad del parasito de perpetuar el ciclo infectivo sin
necesidad de salir de un mismo hospedador, es exclusiva de S. stercoralis y
puede desembocar en la cronicidad de la enfermedad parasitaria, capaz de
prolongarse durante décadas (Prendki et al., 2011; Bailey et al., 2015).
También puede darse un ciclo de autoinfeccion exdgeno cuando las L3i
perpetuan la infeccién penetrando a través de los margenes perianales, siendo
esta situacion mas comun en casos en los que la higiene personal es
inadecuada. Una vez en el exterior, las L1r pueden, o bien experimentar dos
mudas hasta convertirse nuevamente en L3i, o bien experimentar 4 mudas y
dar lugar a adultos de vida libre, machos y hembras. Los adultos de vida libre
copulan y las hembras liberan los huevos de los que emergen L1r, que tras 2
mudas evolucionan siempre a la forma L3i, ya que en el caso de S. stercoralis,
solo existe una generacion de vida libre (Streit, 2008). Las L3i no se alimentan
en el medio externo, y pueden sobrevivir hasta 2 semanas antes de infectar a
un nuevo hospedador (Grove, 1989).
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Figura 1.3: Ciclo de vida de S. stercoralis, donde se indican las tres posibles vias de infeccidn:
Autoinfeccion enddgena, Autoinfeccion exdgena y a través de la piel. Modificado de Olsen et al.,
2009.

Aun no se conocen con exactitud los mecanismos que determinan el curso que
van a seguir las L1r al emerger del huevo, esto es si maduraran dando lugar a
adultos de vida libre (machos y hembras) o lo haran a la forma adulta parasita.
En el caso de la sexualidad, ésta puede estar determinada genéticamente, lo
que implica que el sexo se establece en el momento en el que el nuevo
individuo se estd formando, o bien puede depender de factores ambientales
(Pires-da Silva, 2007). Se ha demostrado, que la sexualidad de las larvas de S.
stercoralis esta influenciada por el estado inmunolégico del hospedador, de
manera que un incremento de la respuesta inmunitaria de éste, conduce a una
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mayor proporciéon de nuevos machos (Streit, 2008). Ademas, estudios
citolégicos han demostrado la existencia de cromosomas X, de manera que las
hembras poseen 6 cromosomas (dos pares de autosomas y dos cromosomas
X), mientras que los machos tienen 5 (dos pares de autosomas y uno X)
(Hammond & Robinson, 1994; Streit, 2014). Asi, en el caso concreto de S.
stercoralis, la sexualidad de la nueva generacion, estd influenciada tanto por
factores genéticos como ambientales.

1.2. Estrongiloidiasis

1.2.1. Epidemiologia de la enfermedad

La estrongiloidiasis es endémica en regiones tropicales y subtropicales de
paises en vias de desarrollo, donde se reunen las condiciones climaticas
Optimas de temperatura y humedad, y las medidas higiénico sanitarias son
deficientes, lo que facilita la transmision del parasito (Bethony et al., 2006;
Olsen et al., 2009). Existen ademas focos de parasitacion en regiones con clima
templado, tales como el Sureste de EE.UU (Starr & Montgomery, 2011; Russell
et al., 2014), Japdén (Hirata et al., 2007), y puntos de Europa (Sprott et al.,
1987; Alcaraz et al., 2004). Se considera que entre 30-100 millones de
personas estan afectadas por este parasito en todo el mundo, sin embargo, las
ultimas estimaciones llevadas a cabo por Bisoffi et al. (2013), indican que esta
cifra podria ascender hasta los 370 millones de personas e incluso ser ain mas
elevada. La informacion sobre la prevalencia de S. stercoralis es escasa, sobre
todo si se compara con la disponible para otros helmintos que también se
transmiten por el suelo (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator
americanus y Ancylostoma duodenale). Ademas, los métodos utilizados
habitualmente en los estudios de prevalencia de estos helmintos, como el
examen directo o el Kato-Katz, son muy poco sensibles para poner de
manifiesto la infeccidn por S. stercoralis (Bethony et al., 2006; Bisoffi et al.,
2013). Las revisiones recientemente publicadas por Schar et al. (2013) vy
Buonfrate et al. (2015), sobre estudios relativos a la epidemiologia de S.

10
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stercoralis, ponen de manifiesto la falta de informacién y la importancia de
elegir una técnica diagndstica adecuada si se quiere obtener una estimacion
realista sobre la prevalencia de esta parasitosis.

En Espafia se han publicado casos puntuales de estrongiloidiasis en diferentes
puntos como Alicante (Lépez et al., 1990), Castellén (Tirado et al., 2002),
Zaragoza (Mayayo et al., 2005), Murcia (Toldos et al., 1995; Serrano et al.,
2001), Cantabria (Olmos et al., 2004) y Galicia (San Miguel-Fraile et al., 2006).
Sin embargo, la mayoria de casos diagnosticados en nuestro pais proceden de
la regién de La Safor Valenciana, la cual fue considerada foco de endemia de S.
stercoralis, conociéndose casos desde 1895, cuando se describié el primer caso
autéctono (Pérez Valdés, 1895). Se han publicado varios estudios sobre la
prevalencia del pardsito en esta comarca, llegandose a establecer valores de
parasitacion del 0,3% en la poblacion general, y hasta del 12,4% en poblacién
de riesgo (Rodriguez-Calabuig et al., 1998; Romdan-Sanchez et al., 2003). Se
considera que la presencia del parasito en esta regién fue debida al cultivo
manual del arroz, asi como a la limpieza de acequias, tareas que eran llevadas
a cabo con los pies descalzos en contacto con aguas fangosas, por lo que
fueron consideradas actividades de riesgo de infeccion (lgual-Adell &
Dominguez, 2007). Actualmente se piensa que ya no existe transmisién activa
en esta region, debido a varios factores como la reconversion de los terrenos
de marjal en cultivos de citricos y hortalizas, mecanizacidn en la recoleccién de
los cultivos, canalizacién de aguas residuales, uso de pesticidas y urbanizacion
de estas zonas (Alcaraz et al., 2004; Martinez-Pérez & Lépez-Vélez, 2015). No
obstante, debido a la capacidad autoinfectiva de S. stercoralis, aunque no se
produzcan casos nuevos, en esta drea existen pacientes afectados con la forma
cronica de la enfermedad, lo cual puede suponer un grave riesgo para la salud
de estas personas, ante ciertas situaciones de riesgo que impliquen
inmunodepresion.

Los casos que se diagnostican actualmente en nuestro pais corresponden a
i) aquellos que contrajeron la enfermedad en Espafia en zona endémica,
cuando existia transmision activa, y que desde entonces mantienen la

11
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infeccidn crénica sin saberlo (Catalan et al., 2009); ii) aquellos que se infectan
al viajar a paises endémicos donde la infeccidn esta activa (Gonzélez et al.,
2010; Ramirez-Olivencia et al., 2014); iii) inmigrantes que llegan a Espafa
desde paises tropicales o subtropicales donde existe la enfermedad en la
actualidad (Gonzalez et al., 2010; Valerio et al., 2013; Ramirez-Olivencia et al.,
2014; Cabezas-Fernandez et al., 2015).

1.2.2. Clinica de la enfermedad

Las manifestaciones clinicas de la estrongiloidiasis varian en funcion del estado
inmunolégico de la persona afectada. La enfermedad cursa desde una forma
totalmente asintomdtica, que puede pasar desapercibida; a formas
complicadas capaces de ocasionar cuadros clinicos de severa gravedad, e
incluso conllevar a la muerte del paciente.

1.2.2.1. Estrongiloidiasis aguda

La intensidad de la sintomatologia esta determinada tanto por la carga
parasitaria como por la respuesta inmunoldgica del hospedador (Concha et al.,
2005). La infeccion se produce cuando las larvas L3i entran en contacto con el
hospedador, y penetran activamente a través de su piel. Dentro de las
primeras 24 horas tras la infecciéon, puede aparecer edema, urticaria y
petequias en el punto de entrada de las larvas (Toledo et al., 2015), que
generalmente se localizan en pies y/o piernas. La infeccién suele ir
acompafiada de eosinofilia, asociada a la fase de migracidn tisular, y puede
presentarse una ligera fiebre. Los sintomas pulmonares son similares a los de
un resfriado, con o sin expectoracién y disnea (Kunst et al.,, 2011),
produciéndose en los casos mas severos el denominado sindrome de Loeffler,
con edema pulmonar y deficiencia respiratoria (Marcos et al., 2008). En
ocasiones, las L3i durante su migracién sanguinea pueden producir la rotura de
capilares causando pequefias hemorragias e inflamacién. Cuando el parasito
alcanza la mucosa del duodeno pueden producirse algunos sintomas

12
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intestinales, como distensién y dolor abdominales, pérdida de peso, diarrea, e
hinchazén de la mucosa intestinal (Carrada-Bravo, 2008).

1.2.2.2. Estrongiloidiasis crénica

Se produce generalmente en zonas endémicas cuando se establece el ciclo de
autoinfeccion del pardsito dentro del hospedador, de manera que éste puede
permanecer durante afos parasitado. Esta forma es generalmente
asintomatica, pudiendo aparecer algunos sintomas intestinales como
estrefiimiento, diarrea o vémitos intermitentes. También pueden producirse
alteraciones de la piel, del tipo urticaria, petequias, rash cutdneo y
ocasionalmente puede aparecer una larva currens, especialmente en la regién
del torso o en la regién perianal (al producirse autoinfeccién exdégena). Esta
larva currens constituye el Unico sintoma patognomdnico de estrongiloidiasis
en la fase crénica (Gaus et al., 2011; Showler & Boggild, 2012). El sintoma mas
comun, y que debe alertar de la posibilidad de estar infectado por S.
stercoralis, es el aumento en el nimero de eosindéfilos. Aunque la eosinofilia
también es tipica de otras helmintiasis intestinales que incluyen en su ciclo
infectivo una migracidn intraorgdnica, en el caso de Strongyloides suele ser
mas frecuente en la fase crénica que en otros parasitos, tal vez debido al
hecho de que la hembra parasita se localiza en la submucosa, y no en el lumen
intestinal (Repetto et al., 2010).

1.2.2.3. Sindrome de hiperinfeccion (SH)

La hiperinfeccién se produce cuando el paciente con estrongiloidiasis crénica
sufre  un déficit inmunitario por enfermedad o tratamientos
inmunosupresores, o bien cuando una persona inmunodeprimida adquiere la
infeccién (Greaves et al., 2013). En cualquier caso, el sistema inmunoldgico no
es capaz de mantener bajo control el ciclo autoinfectivo del parasito, y como
consecuencia, se produce un aumento significativo del nimero de vermes en
el organismo, pero tanto larvas como adultos se mantienen confinados en los
organos implicados en su ciclo de infeccidn normal. Existen una serie de
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situaciones de riesgo que hacen que algunas personas sean especialmente
susceptibles a desarrollar SH, tales como estar sometidas a terapias
inmunosupresoras con corticosteroides, co-infeccién con el virus linfotrépico
humano de células T tipo 1 (HTLV-1), malnutricién y alcoholismo (Keiser &
Nutman, 2004) (ver Apartado 1.4).

La sintomatologia es semejante a la que se produce en la forma crénica de la
enfermedad, pero los sintomas a menudo son mas intensos como
consecuencia de la mayor carga parasitaria. A nivel digestivo se puede producir
dolor abdominal, diarrea acuosa, pérdida de peso, nausea y vomitos. Se
produce inflamacién en el duodeno, que puede llegar incluso a causar
obstruccion intestinal (Cruz et al., 2010). A nivel pulmonar también se pueden
producir sintomas semejantes a los de un resfriado, incluyendo tos, asma y
hemorragias pulmonares. En estos pacientes puede presentarse eosinofilia,
pero con frecuencia esto no ocurre, como consecuencia de la
inmunosupresion. Se ha visto que pacientes con SH que muestran eosinofilia
suelen tener mejor prondstico que aquellos que muestran carencia de
eosindfilos en sangre (Jamil & Hilton, 1992).

1.2.2.4. Estrongiloidiasis diseminada

La estrongiloidiasis diseminada (ED) se produce cuando, ademas de aumentar
su numero, los pardsitos invaden érganos que no estdn involucrados en su
migracion habitual, tales como estémago, pulmones e incluso cerebro. En
estos casos la mortalidad asciende hasta un 87% (Marcos et al., 2011). Esta
elevada mortalidad se asocia principalmente con infecciones bacterianas
secundarias, ya que en su migracion erratica, los parasitos transportan
enterobacterias intestinales adheridas a su superficie (Izquierdo et al., 2013).

Los sintomas de la ED incluyen fuertes diarreas, dolor abdominal, fiebre,
hipotensidn, pérdida de peso, fallo respiratorio, meningitis, sangrado
gastrointestinal y hemorragia pulmonar (Plata-Menchaca et al., 2015).
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Al igual que en el caso de la SH, la ED se produce en pacientes
inmunodeprimidos, especialmente en aquellos que estan bajo tratamientos
inmunosupresores que incluyan corticosteroides (Concha et al., 2005;
Vadlamudi et al., 2006; Agarwala et al., 2014).

1.2.3. Tratamiento

La estrongiloidiasis debe tratarse siempre, aun cuando no haya sintomatologia
de ningun tipo, con el fin de evitar que la enfermedad pueda evolucionar a las
formas severas que representan un alto riesgo para la vida del paciente.

La eleccion de un fdrmaco u otro, asi como la duracién y la via de
administracién del tratamiento, varian dependiendo de la severidad de la
infeccidn, ya que lo que es aconsejable en la fase crénica de la enfermedad a
menudo no lo es en el caso de ED o SH. También el estado de salud del
paciente es importante a la hora de decidir el tratamiento mas apropiado.

No todos los farmacos disponibles tienen la capacidad de eliminar las larvas
gue se encuentran en migracion ni los huevos, por lo tanto, es recomendable
repetir el tratamiento pasadas 2 6 3 semanas, para evitar que la infeccién se
mantenga en el organismo mediante autoinfeccién. Es por ello que es
importante mantener un control de los pacientes después del tratamiento
durante al menos un afo, para confirmar que el parasito ha sido erradicado del
organismo.

En el caso de infeccidn crénica, los farmacos mds utilizados son ivermectina, y
los derivados de azoles, albendazol y tiabendazol, siendo la ivermectina
administrada de forma oral, el tratamiento de eleccién en estos casos.

La ivermectina actia incrementando la polaridad de los iones cloruro a través
de la membrana celular del verme, causando paralisis y finalmente su muerte
(Arena et al., 1995; Satoh & Kokaze, 2004). Es también el farmaco de eleccion
para el tratamiento de la Onchocerciasis (Onchocerca volvulus), y se ha
comprobado que puede ser efectivo frente a otras filariasis, nematodos
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intestinales e incluso algunos ectopardsitos como garrapatas del género
Rhipicephalus (Ottesen & Campbell, 1994; Crump & Omura, 2011). En el caso
de la infeccion por S. stercoralis, la dosis recomendada son 200 ug/kg/dia
durante dos dias. La ventaja de este fdrmaco es su alta eficacia a la hora de
acabar con el pardsito, y su buena tolerancia por parte de los pacientes
(Shikiya et al., 1992; Segarra-Newnham, 2007; Luvira et al., 2014).

El tiabendazol fue durante muchos afios el fdrmaco mas utilizado para el
tratamiento de la estrongiloidiasis. La dosis recomendada es de 25 mg/kg/dia
durante 3 dias y su eficacia es semejante a la de la ivermectina (Igual-Adell et
al., 2004; Bisoffi et al., 2011), pero se tolera peor y se asocia a un mayor y mas
frecuente nuimero de efectos secundarios que incluyen dolor de cabeza,
mareos, nausea, pérdida de apetito y epigastralgia.

Otra opcién utilizada frente a la estrongiloidiasis es el tratamiento con
albendazol en dosis de 400 mg al dia durante 3 dias. Se ha demostrado que la
eficacia del albendazol es mucho menor que la de la ivermectina, con
porcentajes de eliminacion total de los pardsitos del 38% y 83%,
respectivamente (Datry et al, 1994). En otro estudio llevado a cabo
recientemente por Suputtamongkol et al. (2011), en el que se compard la
eficacia del tratamiento con ivermectina en una dosis Unica y en dos dosis
administradas con 15 dias de diferencia, frente al tratamiento con albendazol
en altas dosis durante una semana, y se confirmdé que la ivermectina
presentaba mayor efectividad frente al albendazol en cualquier caso. Otros
estudios similares apoyan estos resultados (Marti et al., 1996; Muenning et al.,
2004).

El mebendazol también se utiliza ocasionalmente para el tratamiento de la
estrongiloidiasis, pero debido a que su eficacia es baja, no suele ser el farmaco
de eleccidn. La dosis recomendada es de 100 mg dos veces al dia durante 3
dias, presentando un porcentaje de eliminacion del 50%, que puede ser mayor
si se prolonga el tratamiento. Es por ello, que suele utilizarse en tratamientos
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frente a S. stercoralis en combinacién con otros farmacos (Reddy &
Swarnalata, 2005).

En caso de formas severas de estrongiloidiasis como SH y ED, los tratamientos
convencionales pueden no ser suficientes para acabar con la infeccidn.
También en estos casos, la ivermectina es el farmaco mas recomendable, pero
la dosis, via de administracion y duracién del tratamiento varian en funcién del
caso. Generalmente se recomienda la administracién por via oral de 200
mg/kg/dia hasta que la sintomatologia remita, o bien hasta que ya no se
visualicen larvas en cultivo de heces durante dos semanas (Mejia & Nutman,
2012). En el caso de que existan problemas de malabsorcidn, debido a una
obstruccion intestinal, o en caso de post-operatorio, se recomienda el uso de
ivermectina por via parenteral en dosis de 75-200 pg/kg/dia, aplicada
subcutaneamente (Donadello et al., 2013). También se han descrito casos en
los que se ha aplicado el farmaco via rectal con éxito (Tarr et al., 2003; Said et
al., 2007; Patel et al., 2008).

En muchas ocasiones, en el caso de formas severas, se recurre a la
combinacion de ivermectina con algun otro farmaco, ya sea tiabendazol (Patel
et al., 2008), mebendazol (Reddy & Swarnalata, 2005) y mas frecuentemente
albendazol (Rodriguez-Hernandez et al., 2009; Hamilton et al., 2011; Le et al.,
2014).

Debe tenerse en cuenta, que las drogas derivadas de azoles, son
metabolizadas por el higado y excretadas a través del rifién, de manera que
deben ser utilizadas con precaucion en caso de aquellos pacientes que se
hayan sometido a un trasplante de alguno de estos érganos (Sadjadi et al.,
2013).

En el caso de ED, algunas de las complicaciones mas comunes son neumonia,
meningitis y fallo respiratorio causadas por microorganismos, generalmente
entéricos que son diseminados por los parasitos (Fardet et al., 2007). Asi
mismo, la co-infeccidn con otros organismos oportunistas como hongos u
otros parasitos son comunes en aquellos pacientes que presentan una fuerte
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inmunodepresién. Por tanto, en ambos casos es importante proporcionar
junto con el tratamiento antihelmintico, los farmacos correspondientes para
eliminar estas infecciones.

1.2.4. Diagnéstico

Realizar un diagndstico temprano de la estrongiloidiasis es de vital importancia
para comenzar a administrar el tratamiento adecuado y eliminar totalmente al
pardsito del organismo. No obstante, debido al bajo nimero de huevos
emitidos por la hembra parasita, y la falta de sintomatologia especifica
asociada a la enfermedad, el diagndstico de esta parasitosis no siempre resulta
sencillo ni rapido.

El aumento en el numero de eosindfilos en sangre periférica (>500
eosindfilos/mm?3), es la alteracion mas comin en caso de estrongiloidiasis
cronica, y el signo que, unido a un historial de viajes o procedencia de un pais
donde el parasito es endémico, debe alertar sobre su presencia. Se ha visto
gue en viajeros e inmigrantes procedentes de zonas endémicas las infecciones
por helmintos son la principal causa de eosinofilia (Checkley et al., 2010; Salas-
Coronas et al.,, 2015), pero en el caso concreto de parasitacion por S.
stercoralis, es mayor y mas frecuente que en cualquier otra helmintiasis,
habiéndose establecido valores de eosinofilia en el 57-63% de los casos
(Gonzalez et al., 2010; Corti et al., 2011; Requena-Méndez et al., 2013). No
obstante, en pacientes crénicos, este aumento en el nimero de eosindfilos
puede ser intermitente, y se ha visto ademds, que el rango de eosinofilia
disminuye a medida que aumenta la edad del paciente (Sharifdini et al., 2014).
Asi mismo, la eosinofilia es mas pronunciada en personas sanas que en
inmunodeprimidas, por lo tanto, pacientes con SH o ED no suelen presentar un
aumento en el nimero de eosindfilos, lo cual dificulta ain mds su diagnéstico,
con el consecuente riesgo que ello implica (Marcos et al., 2011; Sharifdini et
al., 2014).
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A continuacién se describen brevemente los métodos disponibles actualmente
para diagnosticar la estrongiloidiasis:

1.2.4.1. Métodos parasitoldgicos

Estos métodos consisten en poner de manifiesto la presencia del parasito en el
organismo mediante visualizacién de alguna fase del mismo. Generalmente
estdn basados en la busqueda de larvas en heces, pero se han reportado casos
en los que se han localizado los parasitos en otro tipo de muestras bioldgicas
como orina (Pasqualotto et al., 2009), fluido cerebroespinal (Takayanagui et
al., 1995) y esputo (Cheong et al., 2014).

El examen de heces se basa en la busqueda de larvas L1r o L3i en muestras
fecales. Como se menciond anteriormente, la hembra partenogenética pone
un bajo numero de huevos, aproximadamente 50 diarios, ademas, en
enfermos crénicos esta liberacidén es intermitente, por lo que el diagndstico
parasitolégico en muestras de heces es menos sensible que las técnicas
inmunoldgicas o moleculares (Dreyer et al., 1996). Ademas, los métodos
parasitolégicos basados en examen de heces suelen resultar laboriosos y
requerir personal entrenado para la identificacion de larvas. La visién directa
es un método sencillo y barato, pero normalmente se recurre a métodos de
concentracién, como la sedimentacion espontanea (Hoffmann et al., 1934), el
método de Baermann (Baermann, 1917) o técnica de sedimentacién en
formol-éter (Ritchie 1948), o bien a cultivos de heces como el método de
Harada-Mori (Harada & Mori, 1955), y cultivo en placa de agar (Arakaki et al.,
1990). Segun el meta-analisis realizado por Campo-Polanco et al. (2014), que
compara la eficacia de los siguientes métodos: directo, de concentracidn de
Baermann, formol éter y cultivo en placa de agar, se concluye que en estos
cuatro métodos la especificidad es del 100%, mientras que la sensibilidad varia
desde 21% para examen directo, 48% en formol-éter, 72% con método de
Baermann y 89% para placa de agar. Por lo tanto, el método que parece mas
adecuado para el diagndstico etiolégico es el cultivo de heces en placas de
agar, pero cuenta con el inconveniente de ser laborioso y se necesitan entre
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24-72 horas para obtener resultados. Se ha demostrado también que una sola
muestra de heces es, generalmente, insuficiente para establecer un
diagndstico correcto, y que la efectividad del mismo, aumenta con el nimero
de muestras tomadas del paciente (Hirata et al., 2007, Montes et al., 2010;
Requena-Méndez et al., 2013).

También puede evidenciarse la infeccion con métodos de imagen como la
endoscopia, gracias a la cual se aprecian las lesiones tipicas de estrongiloidiasis
como ulceracién, edema y sangrado de la mucosa, y la toma de biopsias de
tejido para analizar las muestras en el laboratorio en busca de especimenes.
Mediante imagenes obtenidas con rayos X pueden evidenciarse afecciones a
consecuencia de la presencia de S. stercoralis, que apunten a la infeccién por
este parasito (Puthiyakunnon et al., 2014).

1.2.4.2. Métodos inmunoldgicos

Se han desarrollado numerosos métodos inmunoldgicos para el diagndstico de
la estrongiloidiasis, mostrando variabilidad en la sensibilidad y especificidad
segun el antigeno utilizado, el isotipo de inmunoglobulina y el tipo de
poblacion objeto de estudio (Olsen et al., 2009).

Las técnicas basadas en la deteccidn de anticuerpos especificos, presentan el
inconveniente de la limitaciéon que supone el obtener antigeno de larvas de S.
stercoralis en cantidad suficiente, por lo que en ocasiones se recurre al uso de
antigenos heterdlogos de otras especies como S. venezuelensis o S. ratti
(Toledo et al., 2015; Bosqui et al., 2015). Ademds, muchas veces no permiten
discernir entre una infeccidon pasada, actual o reciente, y su rendimiento en
pacientes inmunodeprimidos es en ocasiones deficiente, ya que el titulo de
anticuerpos puede presentar valores muy bajos produciéndose un falso
negativo (Abdul-Fattah et al., 1995; Schaffel et al., 2001). Se ha visto ademas,
que estas pruebas seroldgicas son utiles para diagndstico de estrongiloidiasis
crénicas en personas procedentes de paises endémicos, pero lo son menos en
el caso de viajeros (Levenhagen & Costa-Cruz, 2014). Otro problema que suele
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presentarse es el de la reactividad cruzada con otras helmintiasis,
especialmente con filarias.

La técnica mas utilizada es el ensayo de ELISA indirecto, que puede estar
basado en la deteccion de distintos isotipos de IgG (IgG1, 1gG4) (de Jesus Inés
et al., 2013; da Silva et al., 2014), I1gE (de Jesus Inés et al., 2013) o IgA (Ribeiro
et al., 2010; Bosqui et al., 2015), siendo la muestra mds utilizada suero de
pacientes, aunque también hay descritos ensayos con saliva, leche o heces
(Mota-Ferreira et al., 2009).

Para solucionar el problema de la escasez de material parasitario necesario
para llevar a cabo estos ensayos de ELISA, se han desarrollado protocolos en
los que se utilizan productos de excrecion/secrecidon (E/S) de S. stercoralis, o
bien antigenos recombinantes. Tal es el caso del antigeno de 31 kDa
denominado NIE, publicado por Ravi et al. (2002), y que mostrd valores de
sensibilidad y especificidad similares a los de ELISA convencionales con
antigeno crudo, o el antigeno inmunorreactivo SsIR de Ramanathan et al.
(2008).

Los ensayos ELISA son también utiles para determinar la eficiencia de los
tratamientos frente a estrongiloidiasis, realizando pruebas serolégicas a los
pacientes a distintos tiempos post-tratamiento y evaluando el descenso en el
titulo de anticuerpos (Biggs et al., 2009). Con el fin de mejorar esta aplicacion y
poder ademas discernir entre infecciones pasadas y presentes, Gonzaga et al.
(2011), desarrollaron un ensayo ELISA de avidez-lgG, que permitiera
discriminar entre infeccidn activa y pasada, que resultan en falsos positivos con
otros ensayos.

Actualmente hay disponibles dos kits comerciales, Bordier-ELISA, que detecta
IgG usando un antigeno somatico de larvas de S. ratti, y el sistema IVD-ELISA,
que detecta anticuerpo IgG usando antigenos somdticos de larvas de S.
stercoralis (Bisoffi et al., 2014).
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Para mejorar la eficiencia de los ensayos de ELISA se han desarrollado otras
técnicas como los sistemas de inmunoprecipitacion con luciferasa (LIPS), en
combinacion con antigenos recombinantes como NIE o SsRl. En estudios
llevados a cabo por Ramanathan et al. (2008) se demostrd que NIE-LIPS es mas
sensible y especifico que los ensayos de NIE-ELISA, con un 100% y 95% de
sensibilidad respectivamente, ademds, se comprobd que en el caso de NIE-
LIPS, no se producian reacciones cruzadas con filariasis. En este mismo trabajo
se utilizé un segundo antigeno (SsIR) que en ensayos LIPS en combinacién con
el antigeno NIE, mejoraba la sensibilidad y especificidad de la técnica al 100%.
Krolewiecki et al. (2010), confirmaron estos resultados en un estudio en el que
compararon distintas técnicas diagndsticas para la estrongiloidiasis.

Los ensayos de inmunofluorescencia (IFAT), también basados en la deteccidn
de anticuerpos especificos frente a la enfermedad, son altamente dutiles, y
presentan la ventaja de arrojar resultados cuantitativos, de modo que se
puede evaluar el titulo de anticuerpos, lo que resulta de gran utilidad a la hora
de su uso en la evaluacién de los tratamientos (Levenhagen & Costa-Cruz,
2014). También se ha demostrado la eficacia de este método para el
diagndstico de enfermos de estrongiloidiasis en situacién de inmunodepresion
(Gottardi et al.,, 2015). En un estudio comparativo llevado a cabo
recientemente por Bisoffi et al. (2014) se midié la eficacia de varios test
inmunoldgicos para el diagndstico de S. stercoralis incluyendo IFAT, asi como
los previamente descritos NIE-ELISA, NIE-LIPS, y los ELISA comerciales Bordier-
ELISA y IVD-ELISA, concluyéndose que el IFAT es el test mds sensible con un
94,6%, mientras que el NIE-LIPS resulta ser el mas especifico, con un 99,6%. En
este mismo trabajo se concluye que la técnica NIE-LIPS es la mds precisa para
el diagnéstico serolégico de S. stercoralis. Complementario a este estudio,
Buonfrate et al. (2015b), compararon estos 5 test para determinar cual es mas
efectivo para el seguimiento de pacientes post-tratamiento de Ia
estrongiloididasis, concluyendo que el NIE-ELISA mostraba los mejores
resultados.
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Otras pruebas que han mostrado utilidad para el diagndstico de la
estrongiloidiasis son los ensayos de tipo inmunoblot, en los que se ha
observado niveles de sensibilidad y especificidad similares a los de ELISA
indirecto. En general, las proteinas mds inmunogénicas descritas mediante
esta técnica presentan pesos moleculares que van de 26-28, 31-33, 41,45, 120-
160 y 205 kDa (Levenhagen & Costa-Cruz, 2014; Toledo et al., 2015). Algunos
estudios indican que pacientes con algun tipo de inmunosupresién pueden
presentar una reduccién en su respuesta, y por lo tanto mostrar menor
numero de bandas en el blot (Sudre et al., 2007).

Las pruebas de inmunocromatografia con tiras reactivas resultan una
alternativa sencilla de utilizar y requieren una escasa cantidad de antigeno; van
Doorn et al. (2007), demostraron que la sensibilidad y especificidad de las tiras
diagndsticas, son semejantes a las obtenidas con los ensayos de ELISA
comerciales. No obstante, este método precisa aun ser analizado y testado en
mas pacientes en estudios futuros.

Las técnicas inmunoldgicas basadas en la deteccién de antigenos, utilizan
ensayos de ELISA de captura para detectar antigenos solubles en suero, o
coproantigenos cuando la muestra con la que se trabaja son heces. La gran
ventaja de estos métodos es que un positivo es indicativo de infeccidn actual,
siendo los test que utilizan anticuerpos monoclonales mas sensibles vy
especificos que los que emplean anticuerpos policlonales. En los trabajos
llevados a cabo por El-Badry (2009) en los que se inmunizd conejos con
proteinas de E/S de S. stercoralis, y en los posteriormente desarrollados por
Sykes & McCarthy (2011), en los que se utilizd E/S de S. ratti, se obtuvieron
buenos resultados en cuanto a sensibilidad y especificidad, y no se produjeron
reacciones cruzadas con otros helmintos. No obstante, en ambos ensayos
surgieron problemas como la conservacién de las muestras y la eficacia de los
tests en funcién de la carga parasitaria, por lo que son necesarias mas
investigaciones para poner a punto este sistema que podria resultar sencillo y
econdémico.
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Otro sistema utilizado recientemente para el diagndstico es la deteccion de
inmunocomplejos generados durante la infeccién parasitaria. Al igual que en el
caso de las técnicas basadas en deteccion de antigenos del pardsito, con la
deteccion de inmunocomplejos es posible diferenciar entre infecciones
presentes y pasadas. La técnica es similar a un ELISA de captura, pero
utilizando un conjugado anti-IgG para la deteccidon. Los trabajos de Goncalves
et al. (2012) en los que se utilizd 1gG anti-huevo, IgG anti-hembras
partenogenéticas e IgG anti-larvas de S. venezuelensis para la deteccion de
inmunocomplejos, mostraron buenos resultados en cuanto a sensibilidad y
especificidad.

1.2.4.3. Métodos moleculares

En los ultimos anos se han desarrollado técnicas para el diagnéstico de la
estrongiloidiasis basadas en la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR).
Estas técnicas, en general, han mostrado buenos resultados en la deteccidn de
DNA del parasito en heces (Buonfrate et al.,, 2015c). No obstante, también
presentan limitaciones, debidas a la intermitente liberacion de larvas en heces,
la presencia de factores inhibitorios de la reaccion en las muestras, la laboriosa
estandarizacién de la técnica, y el elevado coste econémico de la misma.
Repetto et al. (2013) presentaron en sus trabajos algunas modificaciones en la
purificacién del DNA del parasito, para optimizar la técnica y aumentar su
sensibilidad. Asi mismo, se han realizado estudios basados en PCR tanto
convencional como a tiempo real (Verweij et al., 2009; Saugar et al., 2015),
PCR anidada (Ahmad et al., 2013), y recientemente Watts et al. (2014) han
desarrollado un sistema diagndstico basado en el método de amplificacion
isotérmica mediada por bucle de acidos nucleicos (LAMP), con el que se han
obtenido esperanzadores resultados, al lograrse 27 resultados positivos en 28
muestras totales.

Muy recientemente, Becker et al. (2015) han realizado un analisis comparativo
entre varias técnicas parasitologicas frente a una PCR a tiempo real,
concluyendo que esta técnica molecular resulta ser la mas especifica en el
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diagndstico de la enfermedad, y que en combinacién con las parasitoldgicas, se
mejora sustancialmente el diagndstico. En otro estudio realizado por de Paula
et al. (2015), en el que se compard la eficacia en la deteccién de DNA del
pardsito en heces entre una PCR convencional y PCR cuantitativa a tiempo real,
se obtuvieron sensibilidades de 76,7% y 90% respectivamente.

1.3. Respuesta inmunitaria del hospedador frente a la infeccién por S.
stercoralis

Al igual que ocurre con otras helmintiasis, la respuesta inmunitaria del
hospedador frente a la infeccién por S. stercoralis esta polarizada hacia el tipo
Th2, que se caracteriza por la produccion de altos niveles de citoquinas del tipo
IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, eosindfilos, mastocitos e inmunoglobulinas especificas
frente al parasito (Marcos et al., 2011).

La diferenciacién, activacion y proliferacion de los eosindfilos se ve favorecida
por la citoquina IL-5. Muchas personas con estrongiloidiasis muestran altos
niveles de eosindfilos, siendo este aumento mas frecuente en pacientes
cronicos inmunocompetentes, que en aquellos con SH o ED en los que es
comun que los niveles sean inferiores, quiza debido a una débil respuesta Th2.
Esta escasez de eosindfilos puede enmascarar la enfermedad, ya que la
eosinofilia es el sintoma mas caracteristico de la misma; ademas se ha visto
que el prondstico de la enfermedad en aquellos pacientes con SH o ED que
presentan altos valores de eosinofilia periférica es mejor que en aquellos que
carecen de esta (Keiser & Nutman, 2004). Los eosindfilos juegan un papel muy
importante en la respuesta innata del organismo frente a la infeccion
parasitaria, ya que secretan sustancias citotdxicas que resultan letales para el
pardsito. Ademas, se ha demostrado que los eosindfilos también son de vital
importancia en la respuesta inmunitaria adquirida, ya que son capaces de
actuar como células presentadoras de antigenos cuando son expuestos a la
presencia del parasito, de modo que pueden estimular la produccién de
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anticuerpos especificos frente a la infeccion y favorecer ain mds la liberacién
de IL-4 e IL-5 (Padigel et al., 2006).

Las citoquinas IL-4 e IL-5 estimulan la liberacion de otras citoquinas como IL-8,
y la producciéon de inmunoglobulinas de los isotipos IgE e 1gG4, las cuales
favorecen aln mds la migracion de eosindfilos. La presencia de IgE especificas
frente a S. stercoralis puede tener una funcién crucial en la inmunidad
adquirida frente a este parasito, y se ha demostrado que, ademas, estas IgE
inducen a los mastocitos a la degranulaciéon y a las células caliciformes a la
produccién de moco (Figura 1.4). El moco ayuda a la eliminacion de los
parasitos localizados en el intestino, mientras que los mastocitos previenen de
la invasién de las paredes intestinales por parte de estos, ademas de favorecer
los movimientos peristalticos del intestino con el fin de eliminar a los vermes
(Siegel & Simon, 2012).

e) Aumento de
d .y —> e) e) la eosinofilia
HTLV-1 \L eosinsfilos
% Produccién
v de IgE
CEULAS ®
PRESENT!\DORAS > y Secreciénde
DE ANTIGENOS ~ .1_ _faftitores ge
A K™ Yo0of inflamacién
l i @ \i_$ +mastocitas
CORTICOSTEROIDES baséfilos
Aumento de
— la ..
célula muscular produccién
A de moco,
L 3 permeabilid
o il csheforms ady
célula epitelial contraccién
intestinal

Figura 1.4: Esquema de la respuesta inmunitaria frente a la infeccidn por S. stercoralis.

En pacientes con estrongiloidiasis severa hay una disminucion
estadisticamente significativa en los niveles de IgG e IgM, comparados con los
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de pacientes con formas asintomadticas, lo cual confirma la implicacién de estos
anticuerpos en la defensa del organismo frente a las larvas del parasito
(Iriemenam et al., 2010). El papel de los anticuerpos IgA, aun no esta
totalmente claro y no se ha determinado una correlacién con las diferentes
formas clinicas de la enfermedad.

En lo relativo a la adquisicion de inmunidad frente a nuevas infecciones por
L3i, en modelos experimentales utilizando ratones, se ha visto que en la
proteccion frente a la reinfeccidn estdn involucradas IgM, eosindfilos,
neutrdfilos y la activacion del complemento (Nolan et al., 1995; Rotman et al.,
1996; Kerepesi et al., 2006). Sin embargo, en el caso de infeccidn en humanos,
la inmunidad no protege de la autoinfeccidn parasitaria, por lo que es posible
gue estas L3i autoinfectivas presenten un patrén de reconocimiento antigénico
diferente (Iriemenam et al., 2010).

1.4. Grupos de riesgo frente a la infeccidn por S. stercoralis

Como ya se ha mencionado, la infeccidn por S. stercoralis en personas
inmunocompetentes cursa generalmente de forma asintomdtica dando lugar a
una enfermedad crénica en la que la vida del paciente no se encuentra
comprometida. El problema surge cuando el estado inmunoldgico se ve
alterado, favoreciéndose la evolucidn a formas hiperinfecciosas o diseminadas
de la enfermedad, que pueden suponer un serio riesgo para la salud de
quienes la padecen. Se han establecido una serie de grupos de riesgo que son
mas susceptibles a sufrir estas formas severas de estrongiloidiasis, y por tanto,
deben ser tenidos en cuenta para realizar un diagndstico precoz.

1.4.1. Co-infectados con VIH

En muchos de los paises donde S. stercoralis es endémico, también existen
altas prevalencias de infeccidon por VIH. La estrongiloidiasis fue considerada
una infeccién oportunista en enfermos de VIH hasta 1986, cuando CDC y OMS
decidieron excluirla de esta lista por falta de evidencias (WHO, 1986). Son muy
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pocos los casos publicados en los que una infeccidn crénica por S. stercoralis
desemboca en formas severas en pacientes que presentan co-infeccidon con
VIH, ya que la mayoria de estos casos son debidos a la administraciéon de
esteroides acompafiando al tratamiento frente a otras infecciones
oportunistas como Peumocystis jirovencii o bien a la co-infeccidon con el virus
HTLV-1 (Janssen et al., 2013). Una explicacion podria ser que los enfermos de
SIDA presentan una polarizacién de la respuesta inmunitaria a Th2, que seria la
responsable de mantener bajo control la infeccidn por S. stercoralis (Siegel &
Simon, 2012). Romero-Cabello et al. (2012), han publicado un caso clinico en el
que sugieren que en enfermos avanzados con VIH, la estrongiloidiasis puede
resultar letal, volviendo a plantear la influencia de la infeccion por VIH en casos
de estrongiloidiasis. Independientemente de la relacién entre SIDA y SH o ED,
si que se ha demostrado que la infeccidn por S. stercoralis es mas habitual en
enfermos de VIH que en personas sanas (Assefa et al., 2009; Schar et al.,
2013).

1.4.2. Co-infectados con HTLV-1

El virus linfotropico de células T humanas es un retrovirus que afecta a las
células CD4+, y esta asociado con la aparicién de leucemia de células T adultas
(ATLL) y mielopatia. Se ha demostrado que la infeccién con del virus HTLV-1 en
personas infectadas con S. stercoralis, favorece el desarrollo de las formas
hiperinfectiva y diseminada de estrongiloidiasis (Gotuzzo et al., 1999).
Asimismo, se ha observado que la infeccidén por el parasito afecta al curso de la
enfermedad causada por este virus, y es capaz de aumentar la probabilidad de
desarrollar ATLL (Satoh et al., 2002; Salles et al., 2013). En la infeccion por
HTLV-1, se produce un predominio de la respuesta Thl, aumentando la
produccién de TNF-a, mientras que la respuesta Th2 disminuye, por lo que la
capacidad del organismo de hacer frente a la infeccién helmintica es menor
(Marcos et al., 2011). Ademas, debido a que el IFN-y suprime la liberacion de
IL-4 y por consiguiente de IgE, los tratamientos convencionales frente a la
estrongiloidiasis resultan menos efectivos en los casos de co-infeccidn con
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HTLV-1, haciéndose necesarias dosis mas elevadas de los farmacos (Hirata et
al., 2006).

1.4.3. Pacientes en tratamiento con corticosteroides

Se ha demostrado que existe una relacion en la administracion de
glucocorticoides y la multiplicacién de los pardsitos en el organismo del
paciente. Los corticosteroides son fdrmacos que se utilizan para tratar un
elevado numero de enfermedades como lupus, linfoma, poliomielitis, Ulceras
corneales, etc. La hiperinfeccidn parasitaria se ha observado al administrar
este tipo de farmacos, independientemente de la duracién del tratamiento y la
dosis del mismo (Alsharif et al., 2015; Won et al., 2015).

Una de las teorias que trata de explicar este comportamiento en los parasitos
apunta a la capacidad de los glucocorticoides de suprimir la eosinofilia y la
activacion linfocitaria. Hay autores que apuntan a que los glucocorticoides
tienen un efecto directo sobre las larvas de Strongyloides, acelerando su
transformacion de Lr1 a L3i (Keiser & Nutman, 2004).

1.4.4. Pacientes con 6rganos trasplantados

Muchos casos descritos en la literatura sobre hiperinfeccion y diseminacidn de
los pardsitos, corresponden a personas que se han sometido al trasplante de
un drgano. En la mayoria de estos casos, el receptor del érgano recibe terapia
inmunosupresora basada en la administracidon de corticosteroides para evitar
el rechazo del mismo. Se han documentado casos de reactivacion de
infecciones cronicas existentes en el receptor, que ante la inmunodrepresion
pasan a formas severas (Catalan et al., 2009; Ferreira et al., 2012), y en los
ultimos afios, se han incrementado las publicaciones en las que la fuente de la
infeccidn era el érgano trasplantado (Hsu et al., 2013; Le et al., 2014; Abanyie
et al., 2015). Por lo tanto, resulta de vital importancia realizar pruebas
seroldgicas tanto a individuos receptores como a donantes, si se sospecha de
la infeccidon con el pardsito. Se han descrito hiperinfecciones posteriores al
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trasplante de distintos érganos como rifién, pulmdn, corazdén, intestino o
higado.

1.4.5. Alcoholismo

Se han encontrado mayores tasas de infeccidn en personas alcohdlicas que en
aquellas que no lo son (Schar et al.,, 2013). Esto puede deberse a que el
consumo regular de alcohol conduce a cambios en el sistema inmunitario,
alteracién en las barreras intestinales o bien a su capacidad de alterar el
metabolismo de los corticosteroides, favoreciendo de esta manera la infeccién
por S. stercoralis (Zago-Gomes et al., 2002; Teixeira et al., 2010). Por lo tanto,
seria importante evaluar el estado de salud de personas alcohdlicas que
residen en zonas endémicas de S. stercoralis, para realizar un diagndstico
precoz de la parasitosis.

1.5. Estudios de protedmica sobre Strongyloides

La identificacion y caracterizaciéon de proteinas de superficie de los parasitos,
asi como de sus productos de E/S es de gran importancia, ya que éstas son las
moléculas que participan en la interaccion directa con las células del
hospedador. En los ultimos afos se ha producido un aumento en el nimero de
trabajos orientados a ampliar el conocimiento sobre la composicion molecular
de la superficie de multitud de helmintos parasitos y de sus productos de E/S
(Bernal et al., 2006; Pérez-Sanchez et al., 2008; Bennuru et al., 2009; Mulvenna
et al., 2010; Robinson et al., 2009).

Sin embargo, en el caso concreto del género Strongyloides, aun son pocos los
estudios que se han desarrollado en relacién al conocimiento de su proteoma.
Se han identificado mediante ensayos de SDS-PAGE tanto monodimensionales
como bidimensionales y Western blot, algunas proteinas inmunogénicas de S.
stercoralis comprendidas entre los 6 y 129 kDa (Sudre et al., 2007). Numerosos
estudios hacen especial mencion a una banda de 26 kDa reconocida

30



@. Introduccion

frecuentemente por los sueros de pacientes enfermos de estrongiloidiasis y
poco en el caso de otros grupos de poblacidn.

La caracterizacion de proteinas de S. stercoralis es escasa, quizas a
consecuencia de la dificultad para conseguir material parasitario con el que
trabajar, siendo la mayor parte de las secuencias depositadas en bases de
datos resultado de deduccion de secuencias de DNA (Toledo et al., 2015). Se
han caracterizado algunos antigenos del parasito tales como el NIE o SsIR (Ravi
et al., 2002; Ramanathan et al., 2008), que han mostrado gran utilidad en el
desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas para la enfermedad.

Marcilla et al. (2010) realizaron un primer anadlisis proteémico de la larva L3i de
S. stercoralis, identificando un total de 26 proteinas mediante espectrometria
de masas. De éstas, 13 se identificaron tras someter a las larvas a digestion
breve con tripsina, lo cual sugiere que son proteinas localizadas en la superficie
del pardsito. En los ultimos afios, gracias al estudio del transcriptoma, se han
identificado gran cantidad de proteinas putativas del parasito. Actualmente, se
dispone de las secuencias del transcriptoma de las larvas L1r, L2r, L3i, de la
hembra parasita y de adultos de vida libre de S. ratti (Thompson et al., 2005),
de 4 de las fases de S. venezuelensis, incluyendo la larva L3 pulmonar
(Nagayasu et al., 2013) y la larva L1 de vida libre y de la larva L3i de S.
stercoralis (Mitreva et al., 2004; Ramanathan et al., 2011; Marcilla et al., 2012).
En los trabajos de Marcilla et al. (2012), se caracterizaron un total de 8037
proteinas putativas, siendo el grupo mas representativo el de proteinas
enzimaticas, y 41 proteinas potencialmente antigénicas que pueden resultar
de gran utilidad a la hora del inmunodiagndstico de la enfermedad.
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Como se ha comentado no existe un gold standard para el diagndstico de la
estrongiloidiasis, ya que los métodos disponibles no son 100% sensibles ni
especificos. La identificacidon y caracterizacion de proteinas de Strongyloides,
especialmente las de sus fases parasitas, pueden ofrecer una importante
aplicabilidad en la busqueda de nuevas dianas diagndsticas.

En la Comarca de La Safor en la Comunidad Valenciana (Espafia) son muchos
los casos de infeccién documentados, asociados principalmente al cultivo
manual del arroz, al trabajo en pozos y limpieza de acequias (Roman-Sanchez
et al., 2003; Igual-Adell & Dominguez, 2007). Actualmente no se considera que
exista transmisién activa en esta comarca, no obstante, al tratarse de una
enfermedad crénica que pasa desapercibida y que puede complicarse
desarrollando formas mas severas en caso de inmunodepresion, es de vital
importancia poner de manifiesto estos casos y tratar a las personas afectadas
antes de que implique un riesgo para su vida.

Este hecho, unido a la imperiosa necesidad de desarrollar nuevos métodos
diagnésticos de la enfermedad, motivaron al grupo de investigacion del
Departament de Biologia Cel-lular i Parasitologia de la Universitat de Valéncia,
en colaboracién con los Dres. Rodriguez-Calabuig e lgual-Adell, a impulsar
nuevos enfoques en el estudio de este pardsito. De este modo, en los uUltimos
afios, nuestro grupo de investigacién ha contribuido a la mejora en el
conocimiento de este helminto, a nivel proteédmico, transcriptémico vy
gendmico, con el fin de identificar nuevas moléculas que ayuden a desarrollar
test diagndsticos mas sensibles y especificos ante la enfermedad. En esta linea
cabe destacar el estudio publicado por Marcilla et al. (2010), que identificd 13
proteinas asociadas a la superficie del parasito, de posible interés diagndstico.
En este mismo contexto se enmarca la Tesis Doctoral realizada por la Dra. Ana
Pérez Garcia (2010), en la que se identificaron las proteinas de larvas L3i mas
antigénicas reconocidas por sueros de pacientes, obteniéndose algunas de
ellas de forma recombinante para su caracterizaciéon y posible uso para el
diagnédstico de la enfermedad. La presente Tesis Doctoral continta esta linea
de investigacién, dando un paso mas en la identificacién y caracterizaciéon de
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proteinas de larvas L3i del parasito, y el estudio de su posible utilidad en el

desarrollo de nuevos sistemas de diagndstico de la enfermedad, tomando

como punto de partida el transcriptoma de la larva L3i del parasito publicado

por nuestro grupo (Marcilla et al., 2012).

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es el de profundizar en el

conocimiento protedmico y gendmico de la fase larvaria L3i del parasito

Strongyloides stercoralis, con el fin de identificar nuevas dianas diagndsticas

frente a la estrongiloidiasis. Para alcanzar dicho objetivo general se han

planteado los siguientes objetivos concretos:

1.

36

Analisis de las secuencias aminoacidicas de proteinas antigénicas del
parasito identificadas a partir de larvas L3i de S. stercoralis, disefio y
produccién de péptidos sintéticos y evaluacidon de su capacidad de
reconocimiento por sueros de pacientes.

Identificacion y seleccion de los transcritos (MRNAs) mas abundantes
de larvas L3i de S. stercoralis y analisis de las secuencias obtenidas a
partir del transcriptoma con posible utilidad para el desarrollo de test
diagndsticos.

Clonacion y obtencién de fragmentos de proteinas en forma
recombinante a partir de las secuencias de mRNA seleccionadas,
estudio de su aplicabilidad al diagndstico inmunolégico de la
estrongiloidiasis.

Obtencion de anticuerpos policlonales frente a los fragmentos de
proteinas recombinantes producidas y estudio de su posible uso como
nuevo sistema diagnéstico.

Profundizacién en el conocimiento de larvas L3i de S. stercoralis
mediante estudios de localizacion de proteinas en las mismas y de
microscopia electrénica de barrido.
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MATERIALES

3.1. Material parasitario

3.1.1. Larvas L3i de Strongyloides stercoralis

Se ha contado con ejemplares del parasito S. stercoralis, concretamente con
larvas infectantes (L3i). Las larvas fueron recolectadas a partir de cultivos en
placa de agar, realizados con muestras fecales de pacientes afectados por la
parasitosis, procedentes de hospitales de la comarca de La Safor (Valencia),
considerada zona endémica de parasitacion.

Se estudié la superficie de estas larvas del pardsito mediante técnicas de
microscopia laser confocal y electronica de barrido (SEM). Las larvas se
procesaron para la obtencién de acidos nucleicos.

3.1.2. Otros parasitos

Para llevar a cabo estudios de especificidad frente a los anticuerpos producidos
en el laboratorio durante la realizacidn de la tesis se ha utilizado extracto total
de proteinas a partir de los siguientes helmintos parasitos:

Fasciola hepatica: Se obtuvieron vermes adultos a partir de higados de

vacas infectadas, procedentes de un matadero de Valencia (Martinez Loriente
S.A., Valencia, Espafia), y gracias a la colaboracién del veterinario D. Fernando
Cantalapiedra.

Toxocara canis: Los adultos se recuperaron vivos a partir de muestras
fecales de perros infectados. El material fue recolectado gracias a la
colaboracidn del veterinario D. Pablo Pelaez.

Anisakis sp.: La fase larvaria de este nematodo, responsable de la
patologia en humanos (L3), fue recolectada en el laboratorio de Parasitologia a
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partir de bacaladillas adquiridas en grandes superficies comerciales, y que no
habian sido previamente evisceradas.

3.2. Muestras bioldgicas humanas

3.2.1. Muestras de heces

Las muestras fecales de personas infectadas por el pardsito se obtuvieron a
partir de pacientes que habian sido atendidos en el Hospital Francesc de Borja
de Gandia, gracias a la colaboracién de la Dra. Araceli Molina de Diego. Dichos
pacientes eran residentes en la comarca de La Safor, concretamente en las
poblaciones de Xeraco y Tavernes de la Valldigna. Corresponden a casos
endémicos del litoral Mediterrdneo Espafiol, ya que dichos pacientes
declararon no haber realizado ningln viaje a otra zona de endemia. Se obtuvo
consentimiento oral de los pacientes siguiendo los protocolos de proteccion de
datos personales de cada centro hospitalario. En el propio hospital se
procesaron las muestras y se realizaron las pruebas diagndsticas pertinentes
para confirmar la parasitosis. Por cada paciente, se recibid un total de tres
muestras recogidas en dias consecutivos, cada una de ellas en un recipiente
estéril diferente, adecuadamente etiquetada y sin ninguna clase de fijador.
Una vez en el laboratorio, se procedid a realizar la técnica de cultivo en placas
de agar, ya que es considerada la técnica de referencia (Campo-Polanco et al.,
2014) para obtener el mayor nimero de larvas L3i.

3.2.2. Sueros

Para llevar a cabo varios de los experimentos incluidos en el presente trabajo
se ha dispuesto de un total de 91 sueros, de los cuales 87 correspondian a
pacientes afectados por algun tipo de helmintiasis. Los 4 sueros restantes
pertenecian a personas con diagndstico negativo ante cualquier enfermedad
parasitaria, y fueron utilizados como controles negativos. Del total de sueros
positivos, 26 fueron de casos diagnosticados de estrongiloidiasis en la region
de La Safor (casos endémicos), y fueron facilitados por los Servicios de
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Microbiologia de los Hospitales La Ribera de Alzira, y Francesc de Borja de
Gandia, gracias a las Dras. Victoria Dominguez y Araceli Molina De Diego,
respectivamente. Ademas, también se contd con 61 sueros correspondientes a
pacientes  afectados por diversas  helmintiasis, concretamente:
estrongiloidiasis, esquistosomiasis (Schistosoma sp.), triquinelosis (Trichinella
sp.), gnatostomiasis (Gnathostoma spp.), anisakiaisis (Anisakis sp.), y
toxocariasis (Toxocara canis). Todos ellos cedidos por las Dras. Teresa Garate y
Esperanza Rodriguez, del Instituto de Salud Carlos Il de Madrid.

Tabla 3.1: Numero de sueros utilizados correspondientes a cada parasitosis, y centro de
procedencia.

Total de sueros Parasitosis Procedencia

16 Estrongiloidiasis Hospital de La Ribera, Alzira

10 Estrongiloidiasis Hospital Francesc de Borja, Gandia
15 Estrongiloidiasis Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid
15 Esquistosomiasis Instituto de Salud Carlos IIl, Madrid
10 Triquinelosis Instituto de Salud Carlos IIl, Madrid
8 Gnatostomiasis Instituto de Salud Carlos IIl, Madrid
5 Anisakiasis Instituto de Salud Carlos IIl, Madrid
8 Toxocariasis Instituto de Salud Carlos IIl, Madrid

3.3. Bacterias y condiciones de crecimiento
Para la clonacidon y expresion de los genes de interés se utilizaron tres cepas de

la bacteria Escherichia coli: M15, SG13009 y BL21 (DE3) pLysS. Las dos primeras
cepas presentan un plasmido represor (pREP4), que proporciona a las bacterias
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portadoras resistencia al antibidtico Kanamicina, y expresa constitutivamente
el gen represor lac, necesario para regular el nivel de la transcripcion.

Las células bacterianas se crecieron a 37 °C en medio de Luria-Bertani (LB),
compuesto por extracto de levadura 0,5%, triptona 1% y NaCl 1%, ajustando el
conjunto a pH 7. Para la preparacidon de medios sélidos se afiadié un 1,5% de
agar. Para la seleccién de cepas de E.coli M15 y E.coli SG13009, portadoras de
plasmidos, se afiadié Ampicilina (100 pg/mL) y Kanamicina (25 upg/mL) al
medio, y Unicamente Kanamicina (25 pg/mL) para la cepa de E. coli BL21 (DE3)
pLysS.

3.4. Plasmidos vectores

Para realizar la clonacion del DNA codificante para los fragmentos de proteinas
de interés, se han utilizado dos tipos de vectores:

3.4.1. Vector de clonacidn

Con el fin de obtener multiples copias de los DNAs amplificados, dichos
fragmentos fueron clonados en el plasmido pJET 1.2 (Fermentas). Este vector
contiene un sitio de restriccidn enzimatica multiple, asi como el promotor T7
para transcripcion in vitro (Figura 3.1). Este sistema permite una seleccién
positiva de los clones ya que contiene un gen letal que expresa una enzima de
restriccion que mata a las células de E. coli tras la transformacidn, y que es
desactivado al ligar un inserto de DNA en el sitio de clonacién, de manera que
solamente las células que incorporen plasmidos recombinantes seran capaces
de crecer en el medio de cultivo selectivo.
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Figura 3.1: Mapa del Vector pJET 1.2 (Fermentas).
3.4.2. Vector de expresion

Para producir las proteinas recombinantes en bacterias, se utilizaron vectores
de expresién de la serie pQE30 (QIAGEN). Este vector permite la clonacion del
gen de interés como proteina de fusidn a un péptido de histidinas (6xHis-tag).
Presenta un sitio de restriccion enzimatica multiple, ademas de contar con el
gen para B-lactamasa, que confiere resistencia al antibidtico ampicilina, y por
tanto, permite la seleccién positiva de las bacterias transformadas (Figura 3.2).
La produccidn de las proteinas recombinantes es inducida mediante adicidn
del inductor Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG), el cual se une a la
proteina represora lac inactivdndola, y de esta manera la RNA polimerasa de la
bacteria puede transcribir el gen codificado, que es traducido en la proteina
recombinante.
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Figura 3.2: Mapa del vector pQE30-32 (QIAGEN).
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3.5. Nucledtidos cebadores

Para amplificar la regidon génica codificante para los fragmentos de las
proteinas de interés, se disefiaron parejas de cebadores basandose en la
secuencia conocida del transcriptoma de larvas L3i de S. stercoralis (Marcilla et
al., 2012). A cada cebador se le afiadid una secuencia reconocida por una
enzima de restriccidn, para su posterior inclusién en el vector de expresion

(Tabla 3.2).
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Tabla 3.2: Parejas de cebadores disefiados. Se indica el nombre de la proteina de la cual se
amplifica cada fragmento, la enzima de restriccion elegida para su posterior ligacién en el vector
de expresion (sombreado) y el tamaio del DNA amplificado en pb.

Proteina Enz.lm.a’ Cebador Long
restriccion (pb)
Antigeno BamHI Fw ACG GAT CCA TCT GAT GCA GCT AT
principal-major 710
antigen Pstl Rv AGC TGC AGT AGC ATT GTC ATC GTG
Fw ACG GAT CCA CACTTT GTT GAT ATG
BamHI
CCT
Trehalasa 1467
. Rv TGA AGC TTC CAA CCA AACCCT TCT
Hindlll
TG
BamH Fw ACG GAT CCA GCT CAA AAG AAA
Troponina T CGTCATG 795
P Rv AGC TGC AGC CAT GAG CAATCT TAA
Pstl
AC
Fw ACG GAT CCA TGG CTG AAA ATA
BamHI
AGG ATG AAC
14-3-3 zeta 707
Rv AGC TGC AGC CAT TGG TAT CAG ATG
Pstl
TC
BamHi Fw CGA GGA TCC GGT GCT GTT AAA
. AGT AAT
Catepsina L 547
pstl Rv CGA CTG CAG CAC CAT GAT CAA GAT
T
Aminopeptidas Fw ACG AGC TCA TTC CAG GTA AGA
ibl Sacl AGG
uromicina 1470
FASP) Kpnl Rv ATG GTA CCA GCA GTT CCATCCTCT
Fw ACG GAT CCATTT TAG TGA TGA
-, BamHI
Ferritina 1 AGT 465
Pstl Rv AGC TGC AGA GTC TTC ACC AAT TCC
Sall Fw ACG TCG ACG GTA GTT CAAATCTTT
Proteasa G 472
aspartica 4 pst] Rv AGC TGC AGC ACG AGT AACTGA

CACATATG
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3.6. Péptidos sintéticos

Se disefiaron una serie de péptidos sintéticos a partir de secuencias
aminoacidicas deducidas de proteinas presentes en larvas L3idel parasito
(Marcilla et al., 2010), y que mostraron reconocimiento por sueros de
pacientes afectados por la parasitosis (Pérez-Garcia, 2010). Se localizaron
regiones que presentaran baja homologia entre S. stercoralis y otros pardasitos,
y a partir de éstas se disefiaron los péptidos correspondientes (Tabla 3.3).

Las proteinas a partir de las cuales se disefaron los péptidos fueron: proteina
14-3-3 (péptido 14), Tropomiosina (péptidos TRO1, TRO2 y TRO3), Galectina
(péptidos GAL1 y GAL2) y Metaloproteinasa (péptidos MET1 y MET2). Se
dised un péptido Quimera, fusionando las secuencias de MET1 y TRO1
(péptido QUIM1).

Tabla 3.3: Secuencia aminoacidica de los péptidos sintéticos disefiados a partir de proteinas de
la L3i de S. stercoralis.

Péptido Proteina Secuencia aminoacidica | n2 aminodcidos
14 14-3-3 TNGDDQDIGAEGG 13
GAL1 Galectina ETPYTALANL 10
GAL2 Galectina KSLSLFKYGGILF 13
MET1 Metaloproteinasa | EIKYLADKAVSGAMLCGKI 19
MET2 Metaloproteinasa LPLKWSFPIDYYV 13
QUIM 1 Tropomiosi.na- EIKYLADKAVSGAMLCGKI- 31
Metaloproteinasa Acp-MAVENDLDKYM
TRO1 Tropomiosina MAVENDLDKYM 11
TRO2 Tropomiosina EKMEEASANC 10
TRO 3 Tropomiosina IATEKMEEASANC 13

Los péptidos fueron sintetizados por Biomatik Corporation (Wilmington)
llegando liofilizados al laboratorio. Para su preparacion se siguieron las
indicaciones del fabricante, disponiendo disoluciones de cada uno de los
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péptidos a una concentracién final de 2 mg/mL. Se requirié el uso del
disolvente orgdnico acetonitrilo, en proporciéon 1:4, en aquellos casos en los
gue la solubilizacién en agua era ineficiente.

METODOS:
3.7. Métodos coproparasitologicos

Las muestras coprolégicas de pacientes infectados por S. stercoralis, fueron
recogidas en recipientes estériles de plastico sin afadirles ningin tipo de
fijador. Una vez en el laboratorio se procedio a realizar la técnica en cultivo en
Placa de Agar, por ser la técnica de laboratorio con la que se consigue obtener
el mayor niumero de larvas L3i. Para la preparacidon de las placas, se diluyd agar
bacterioldgico Tipo Europeo (Cultimed) en agua en ebullicion a una
concentracion de 1,5% y se vertié la mezcla en placas Petri de plastico de 90
mm de didmetro. Para el cultivo se tomé la misma cantidad de cada una de las
muestras fecales (alrededor de 2 gramos), se situd en el centro de cada placa, y
molded hasta logar una forma de volcan, humedeciendo la depresion central
con agua corriente (Figura 3.3.A). Las placas se sellaron con film transparente
para mantener la temperatura y humedad en su interior y se dejaron en una
estufa a 25 °C (Figura 3.3.B). Si la muestra resultaba positiva, las larvas, al
desplazarse por la placa diseminaban las bacterias adosadas a su cuerpo, de
manera que a las 24h de incubacidn podia verse el rastro de bacterias que
dejan las larvas en el agar. Una vez confirmada su positividad, las placas fueron
examinadas todos los dias para observar la evolucidn de las larvas, y cuando la
cantidad de larvas L3i en las gotas de condensacién de la cubierta fue
significativa (Figura 3.3.C), se procedid a su recoleccién a la lupa, con la ayuda
de una micropipeta.

Las larvas se recogieron en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se lavaron dos veces
en PBS, para eliminar la mayor cantidad de suciedad procedente del cultivo.
Las larvas se recuperaron tras centrifugaciéon suave a 8000 rpm durante 10
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min, se congeld el pellet de larvas en nitrégeno liquido y se almacend a -80 °C

hasta su uso.

En el caso de las larvas presentes en los cultivos (Figura 3.3.D), que fueron
destinados a ensayos de microscopia electrénica, una vez realizados los
lavados con PBS, se incluyeron en glutaraldehido 2% para su fijacién y se

conservaron a 4 °C.

Figura 3.3: Cultivo de heces en placa de agar. A) Forma de volcan del cultivo en una placa, e
hidratacion de la muestra. B) Placa sellada con la muestra en contacto con la cubierta de la
misma. C) Imagenes de larvas L3i de S. stercoralis en las gotas originadas por la condensacién en
la cubierta de la placa. D) Imagen tanto de larvas L3i como de adultos de vida libre del parasito

en agar.
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3.8. Clonacidon de cDNA codificantes para los fragmentos proteicos

3.8.1. Extraccion del RNA total a partir de larvas L3i

A partir de los vermes obtenidos del cultivo en placa de agar, y almacenados a
-80 °C, se extrajo el RNA total mediante la utilizacién del kit comercial Real
Total RNA Spin Plus (Real), siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante.

Las larvas L3i estan provistas de una cuticula muy resistente, que fue necesario
quebrar para que el contenido celular fuera accesible a los reactivos de
extraccioén. Por esta razon, las larvas L3i, se homogeneizaron en tampdn de lisis
con la ayuda de un piston y el homogeneizado se pasé repetidas veces por una
jeringuilla de 0,3 mm de didmetro. Las larvas eran analizadas a lo largo del
proceso mediante observacién al microscopio 6ptico, para confirmar el éxito
de la lisis.

Para comprobar la integridad del RNA obtenido se llevd a cabo una
electroforesis en gel de agarosa al 1%.

El RNA total obtenido se utilizé directamente como molde para la sintesis de la
primera cadena del DNA complementario (cDNA). Para llevar a cabo la
reaccién de transcripcion inversa se utilizd el sistema comercial High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). La retrotranscripcidon se
realizd en un termociclador C1000 (Bio-Rad).

3.8.2. Amplificacidn de los cDNA codificantes mediante RT-PCR

Una vez obtenido el cDNA de cadena simple, éste fue utilizado como molde en
una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para la amplificacion de las
secuencias correspondientes de los fragmentos génicos de interés. Para ello se
disefaron parejas de cebadores especificos para cada gen a partir de la
secuencia conocida del transcrito del parasito (ver Tabla 3.2).
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La mezcla de reaccion fue la misma en cada una de las reacciones, consistente
en tampén DreamTaq 1x, dNTPs mix 0,2 mM cada uno, Taq polimerarsa 0,625
u (DreamTag DNA polymerase -Thermo Scientific), 1 uL de cDNA molde y
mezcla de cebadores forward y reverse, especificos en cada caso, 0,4 mM cada
uno. La reaccidn se ajustd con H,0 destilada hasta un volumen final de 25 pL.

Todas las reacciones se iniciaron con un paso de desnaturalizacién inicial a
94°C durante 3 min, seguidamente se realizaron ciclos especificos para cada
amplificacion en funcidn de las caracteristicas de cada pareja de cebadores asi
como de la longitud del fragmento a amplificar (Tabla 3.4). Se termind con un
paso de elongacidn final de los fragmentos a 72 °C durante 5 min.

Tabla 3.4: Programas utilizados para amplificar los diferentes fragmentos génicos.

T2 Ne
Gen interés Desnaturalizacion . . Elongacion .
alineamiento ciclos
Antigeno
o 94°C-3” 52°C- 30" 72°C-1 30
principal
Trehalasa 94°C-3" 56 °C - 30" 72°C-2 35
Troponina T 94°C-3” 53°C-30" 72°C-1 35
14-3-3 zeta 94°C-3" 52 °C- 30" 72°C-1’ 45
Catepsina L 94°C-3" 46 °C-30" 72°C-1’ 40
AS.P. 94°C-3” 52°C- 30" 72°C-2 35
Ferritina 1 94°C-3" 47 °C-30" 72°C-1’ 45
Proteasa
. 94°C-3" 52 °C- 30" 72°C-1’ 45
aspartica 4

Para comprobar el éxito de la amplificacidn de los fragmentos de DNA
codificantes para las proteinas de interés, se realizd una electroforesis en gel
de agarosa al 1%. Se utilizd6 un marcador de peso molecular de 100 pb (Gene
Ruler, Fermentas) y un marcador de 4dacidos nucleicos Safe View (NBS
biologicals).
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3.8.3. Obtencidn de bacterias competentes y transformacién de bacterias por
choque térmico

Para incorporar material genético en células bacterianas es necesario el uso de
bacterias E. coli competentes. Para ello, se siguié el protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989).

En primer lugar, se inoculd 4 mL de cultivo de bacterias en fase estacionaria en
1 L de medio de cultivo LB, y se incubd a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una
D.Ogo0 de 0,45-0,5. Se centrifugd el cultivo a 3500 rpm durante 10 min a 4 °C.
Las células se resuspendieron en 500 mL de solucion SALT (CaCl; 100 mM,
MnCl; 70 mM, AcONa 40 mM, a un pH de 5,5) y se mantuvieron durante 45
min en hielo. Una vez transcurrido el tiempo se centrifugd a 3000 rpm durante
5 min a 4 °C. El pellet celular se resuspendid nuevamente en 50 mL de la
solucidn SALT fria y se anadié 9,4 mL de Glicerol al 80% a 4 °C. La mezcla se
homogeneizé mediante una suave agitacién y se procedid a repartir las
bacterias competentes en alicuotas de 200 uL que se almacenaron en el
congelador a -80 °C hasta su uso.

Para transformar las bacterias competentes, se siguié el protocolo descrito por
Hanahan (1985). En primer lugar se descongelaron a 4 °C alicuotas de 200 pL
de bacterias competentes. Una vez descongeladas, en el hielo, se afiadié 10 pL
del producto de ligacidn, y esta mezcla se incubé durante 30 min a 4 °C.
Transcurrido el tiempo se sometid a las bacterias al choque térmico, pasando a
una incubacién a 37 °C por 5 min y seguidamente 2 min a 4 °C. Posteriormente
se afiadié 1 mL de medio LB a 37 °C y se incubé durante 90 min a 37 °C y
agitacién de 200 rpm. Tras la incubacidon se centrifugd el cultivo a 13000 rpm
durante 3 min, se descarto el sobrenadante y sembré en masa 100 uL de pellet
de bacterias en cada placa de LB-agar suplementado con antibidticos. Las
placas se incubaron 24 h a 37 °C.
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3.8.4. Construccidn de los plasmidos en el vector pJET

Con el fin de obtener multiples copias de los productos amplificados en la PCR,
se procedié a clonarlos en el vector pJET 1.2, utilizando el kit CloneJet PCR
Cloning (Fermentas). Se tomé 1 ulL del producto de PCR directamente para su
ligacién en dicho vector, siguiendo las indicaciones del fabricante. No fue
necesaria la purificacién de los genes tras la PCR, ya que no hubo amplificacion
inespecifica de otros productos durante los ciclos de PCR.

Se transformd con 10 pl del producto de ligacién tal y como se ha comentado
anteriormente. El vector pJET 1.2 permite una seleccidn positiva de manera
que solamente las células bacterianas que incorporen plasmidos
recombinantes serdn capaces de crecer en el medio de cultivo selectivo. El
éxito de la transformacidn se comprobé mediante una PCR de varias colonias
al azar que habian crecido en el medio. Se utiliz6 como cebadores el forward
del vector pJET 1.2 y el reverse del inserto, siguiendo las mismas condiciones
para la PCR que las descritas en la amplificacién del cDNA en el apartado 3.8.2.

Posteriormente se inoculd una de estas colonias positivas en un tubo de
ensayo con 5 mL de medio LB suplementado con los antibidticos
correspondientes y se dejo incubando a 37 °C durante 24 h a 200 rpm. A partir
de este cultivo se purificaron los plasmidos con el inserto utilizando el kit
PowerPrep™ Express Plasmid Miniprep (Marligen), siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante.

Mediante secuenciacidon automatica (realizada en la Seccidon de Gendmica del
Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental, SCSIE-UV) se
comprobé que no se habia producido ningun error en las cadenas
nucleotidicas durante la amplificacion.

3.8.5. Construccidn de los plasmidos en el vector de expresion.

En el presente trabajo se indujo la produccidn de proteinas recombinantes en
un sistema de expresion bacteriano. Para ello, en primer lugar fue necesario
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insertar el DNA codificante para las proteinas de estudio en el vector de
expresion pQE30-32.

En primer lugar se realizé la digestidon con enzimas de restriccidn tanto de los
pldasmidos pJET 1.2 generados como del vector de expresion. Esto fue posible
ya que en el disefio de los cebadores se habia incluido una secuencia
reconocida por enzimas de restriccidn especificas. Para ello se utilizé el sistema
comercial FastDigest Enzymes (Thermo Scientific). Para cada reaccion de
digestion se afadié 1 pL de cada enzima de restriccion, 2 uL del tampdn
FastDigest 10x, y 10 pL del vector correspondiente ajustando el volumen final
de cada reaccion a 20 L. Siguiendo las indicaciones del fabricante, se
incubaron los productos a digerir durante 5 min a 37 °C.

Los productos obtenidos tras la digestion enzimdatica fueron purificados antes
de proceder a la ligacién de los mismos en el vector de expresion. La
purificacién del DNA tiene como finalidad eliminar fragmentos de DNA no
deseado en la muestra con la que se esta trabajando. En el caso de los insertos,
se corrieron los productos de digestidn en un gel de agarosa al 1% y el DNA se
purificd a partir de la banda del gel correspondiente al inserto, utilizando el kit
UltraClean 15 DNA Purification (MOBIO), en un volumen final de 10 pL. Para
los vectores de expresidn se utilizé el kit UltraClean PCR (MOBIO), y la muestra
se eluyd en un volumen final de 20 pL. En ambos casos se siguid el protocolo
proporcionado por los fabricantes de dichos kits.

Una vez que tanto inserto como vector se hubieron digerido y purificado, se
procedid a cuantificar cada producto. Para ello se corrié un gel de agarosa al
1% y se utiliz6 como marcador de peso molecular Lambda DNA/EcoRI + Hindlll
Marker, el cual es atil como indicador de tamafio molecular, y también como
herramienta de cuantificacién del DNA en gel de electroforesis.

La cantidad requerida tanto de inserto como de vector que se empleé en cada
reaccion de ligacion vino determinada por la siguiente ecuacion:

53



.- Materiales y métodos

50 ng X tamaio inserto (pb) X ratio molar

inserto (ng) = tamaio vector (pb)

Una vez calculadas las cantidades adecuadas, tanto de vector como de inserto,
se procedié a la ligacidon de los mismos. Para ello se utilizé el kit Rapid DNA
ligation (Fermentas). Se afiadié a cada reaccién 4 pL del tampdn de ligacion 4x
y 1 yL de la enzima Ligasa, completando el volumen con H,0 destilada hasta 20
pL. Se incubd la mezcla durante 5 min a temperatura ambiente (22 °C
aproximadamente). Tomando 10 pL de la reacciéon de ligacidn anterior se
transformaron bacterias competentes de E. coli mediante choque térmico.

El éxito de la transformacién de las bacterias se comprobé mediante PCR,
utilizando como cebadores el forward del vector y el reverse del inserto, a
partir de colonias crecidas en medio de cultivo sélido suplementado con el
antibidtico correspondiente en funcién de la cepa bacteriana utilizada.

3.9. Obtencion de proteinas recombinantes en bacterias

3.9.1. Induccion de la expresion de los genes codificantes

Para la induccién de la expresidn de los cDNAs clonados en los vectores PQE se
partié de una colonia aislada de bacterias transformadas con el plasmido
recombinante, se inoculé en 5 mL de medio LB suplementado con antibidticos
y se incubd durante toda la noche a 37 °Cy 200 rpm. 500 pL de dicho cultivo se
afiadieron a 35 mL de medio LB con antibidticos y se incubd en agitacién a
37°C hasta alcanzar una DOgy de 0,5-0,7. Se tomd una alicuota de 1 mL de
cultivo y se afiadié el inductor de expresidn, isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) incubandose en agitacién. Se tomaron alicuotas de
1 mL de cultivo a varios tiempos post-induccién, para determinar el momento
Optimo de expresidn de los genes para cada proteina recombinante.
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3.9.2. Purificacion de proteinas en condiciones desnaturalizantes

Para la purificacién de proteinas recombinantes se utilizé el sistema de
columnas Ni-NTA Spin (Qiagen®), las cuales poseen una resina de gran
capacidad y alto rendimiento para purificacion por afinidad rutinaria de
proteinas de fusién con cola de histidinas. El soporte de la resina consiste en
agarosa derivatizada con acido nitrilotriacético que actia como quelante de los
iones de niquel divalente (Ni?*). De esta forma los iones de Ni?* quedan unidos
por 4 enlaces a la columna, haciendo muy dificil su desprendimiento. A través
de los dos enlaces restantes, se unen las proteinas con las colas de histidina
que se quieren purificar. Esta resina, en combinacién con la matriz de silice de
las columnas, proporciona una superficie hidrofébica, de modo que se
minimiza el establecimiento de uniones inespecificas.

Se purificd las proteinas recombinantes bajo condiciones desnaturalizantes,
puesto que no era necesario obtener las proteinas en su conformacidn nativa.
Se siguid el protocolo de purificacion utilizando los tampones que se indican en
la tabla 3.5. El pellet de bacterias transformadas con el plasmido recombinante
se resuspendié en 600 pL de tampdn de lisis y se centrifugd durante 20 min a
maxima velocidad. El sobrenadante se cargé en la columna previamente
equilibrada con el mismo tampdn, y se centrifugd a baja velocidad (2000 rpm)
durante 2 min. De este modo, la proteina recombinante quedd unida a la
columna, y se procedid a realizar un par de lavados con el tampén de lavado
(2000 rpm durante 2 min) para eliminar las proteinas o residuos que se
hubieran podido unir de forma inespecifica a la columna. Finalmente se afiadié
200 pL de tampdn de elucién y centrifugd 2 min a 2000 rpm, para eluir la
proteina recombinante.
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Tabla 3.5: Tampones utilizados para purificar las proteinas recombinantes bajo condiciones
desnaturalizantes.

Tampdn Composicidn

Tampodn de lisis NaH,P040,1 M, TrisCl 0,01M, Urea 8M, pH 8,0
Tampodn de lavado | NaH,P0,0,1 M, TrisCl 0,01M, Urea 8M, pH 6,3
Tampodn de elucion | NaH,P0O40,1 M, TrisCl 0,01M, Urea 8M, pH 4,5

Se tomd una fraccidn en cada uno de los pasos de la purificacion para su
posterior analisis en gel de poliacrilamida al 10%.

3.9.3. Obtencion de proteinas recombinantes mediante diluciéon en DMSO

En el caso de la proteina recombinante Aminopeptidasa-Sensible a Puromicina
(ASP), se optd por diluir directamente la banda procedente del filtro de
nitrocelulosa en el disolvente organico Dimetilsuféxido (DMSO). Para ello, se
corrié el extracto total obtenido a partir de las bacterias transformadas en un
gel de poliacrilamida al 10% y posteriormente se realizé6 una transferencia
himeda a papel de Nitrocelulosa. Tras la tincién de la membrana con rojo
Ponceau S, la banda correspondiente a la proteina recombinante se cortd y se
afiadié la cantidad minima necesaria de DMSO hasta que quedd totalmente
disuelta.

3.10. Andlisis de proteinas

3.10.1. Obtencién de proteinas

Para obtener las proteinas a partir de lisados de los distintos parasitos
utilizados en esta Tesis, se realizaron distintos lavados de los mismos con
tampdn PBS para eliminar material contaminante. Se cortd, con ayuda de unas
tijeras, los distintos pardsitos en trozos pequefios y se afiadié tampdn PBS con
el inhibidor de proteasas metil-fenilensulféxido (PMSF) 0,8 mM. Se triturd
utilizando un taladro y pistones hasta que la mezcla fue totalmente
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homogénea. Posteriormente se realizaron dos centrifugaciones de 10 y 20 min
a 10000 rpm. El sobrenadante con el extracto de proteinas se cuantificd y se
almacend a -20 °C su uso.

Para la obtencidn de proteinas a partir de células bacterianas se recogié 1 mL
de cultivo por centrifugacidon (13000 rpm durante 5 minutos). A continuacién
se desechd el sobrenadante y se resuspendieron las células en en 75 uL de
tampdén Laemmli 2X (Tris-HCI 31,25 mM pH 6,8; SDS 2%, glicerol 10% vy
mercaptoetanol 5%).

3.10.2. Cuantificacion de Proteinas

La cuantificacion de proteinas se llevd a cabo mediante el sistema comercial
Protein Assay (Bio-Rad), basado en el método Bradford de cuantificacidon de
proteinas solubles (Bradford, 1976). Esta se fundamenta en los cambios de
coloraciéon que se producen en el Azul de Coomasie brillante G-250 ante
diferentes concentraciones de proteina.

Para la cuantificacion de cada muestra se mezclé 10 uL de cada una de ellas
con 200 plL del reactivo de Bradford diluido 1:5. Se realizé una recta patron
empleando concentraciones crecientes de una dilucion de BSA (de 0,1 mg/mL
a 10 mg/mL), para la valoracién de los resultados. Cada muestra se analizé por
duplicado. Se procedié a la lectura de los datos de absorbancia a 595 nm en
lector iMark Microplate (Bio-Rad), y utilizando el software Microplate
Manager5.0 (Bio-Rad).

3.10.3. Electroforesis monodimensional en geles de poliacrilamida

La separacion de proteinas mediante electroforesis se llevd a cabo en
condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), segun el
protocolo descrito por Laemmli (1970), utilizando el sistema MiniProtean 3
(BioRad). Estos geles constan de una zona superior de empaquetamiento
(acrilamida:bisacrilamida al 6%, Tris-HCI 125 mM pH 6.8, SDS 0,1%) y una zona
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inferior de separacién (acrilamida:bisacrilamida al 10%, Tris-HCI 375 mM pH
8.8, SDS 0,1%). Las muestras se hirvieron durante 5 min a 95 °C para la
desnaturalizacién de las proteinas y se cargd cada pocillo con un maximo 40 ug
de lisado total de proteinas en un volumen de 25 uL de muestra. En cada gel se
cargd un marcador de peso molecular para proteinas PAGERuler Prestained
Protein Ladder 4-20% Tris-glycine SDS-PAGE (Fermentas). La primera parte de
la electroforesis (empaguetamiento) se realizé a 40 V mientras que para la
segunda parte (resolucidn) se utiliz6 100 V. El tampdn de electroforesis
utilizado fue SDS-PAGE 1X (glicina 0,19 M, SDS 0,1% pH 8.3 ajustado con Tris).

3.10.4. Tincion de geles

Cuando se necesité visualizar las proteinas corridas en el gel, tras la
electroforesis, éste se tifid con una solucidon de Azul de Coomasie (Coomassie
Brilliant Blue R-250, Bio-Rad) durante 45 min en agitacién, y posteriormente se
decoloré con una solucién decolorante (Metanol 25%; acido acético 0,7%)
durante toda la noche.

3.10.5. Transferencia a membrana (Western blot)

Una vez separadas por electroforesis, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond-ECL, Healthcare). Para la
transferencia se utilizd el set Mini-Trans Blot (Bio-Rad) y el tampdn de
transferencia TOWBIN (Glicina 0,19 M, SDS 0,01%, Metanol 20% pH 8.3
ajustado con Tris). La transferencia se realizd aplicando una corriente
constante de 200 mA durante 90 min a 4 °C.

3.10.6. Tincion de membranas

Terminada la transferencia, se tifid la membrana con la disolucidén colorante
rojo Ponceau S (Sigma) para comprobar la eficiencia de la transferencia
proteica y obtener un control interno de carga. Para ello, se sumergieron las
membranas en la solucién colorante (0.1 % (p/v) en acido acético glacial 1%)
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durante 5 min en agitacidn. Posteriormente, se eliminé el exceso de colorante
por medio de la solucidn de lavado (acido acético glacial 1%).

3.10.7. Inmunodeteccion de proteinas transferidas a membranas

En primer lugar se bloquearon todos los sitios de unién no especificos de las
membranas utilizando una solucidon de bloqueo (Tween 20 0,1 %, NaCl 150
mM, Tris-HCI 20 mM pH 7.6, leche desnatada 4%) durante al menos 1h en
agitacion. Una vez bloqueadas, se retird la solucién de bloqueo y se afiadio el
anticuerpo primario a una dilucién especifica para cada caso (Tabla 3.6),
incluyendo sueros de pacientes, y se incubé durante 1 h como minimo a
temperatura ambiente en agitacidn. A continuacidn se realizaron 3 lavados de
15 min en TBS-Tween 20 (Tween 20 0,1%, NaCl150 mM, Tris-HCl 20 mM, pH
7.6). Como anticuerpo secundario se utilizé anti-inmunoglobulinas obtenidas
en cabra y acopladas a peroxidasa en dilucién variable en funcién del caso
(Tabla 3.6), durante 1h a temperatura ambiente, y se volvido a lavar la
membrana 3 veces x 15 min en TBST para retirar el exceso de anticuerpo
secundario.

Tabla 3.6: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de Western blot,
mostrando la dilucién utilizada en cada caso.

A Dilucion | Proveedor ) Dilucion | Proveedor
primario secundario
GE GAM
ANTI-HIS 1/3000 (Goat Anti- 1/20000 | Bio-Rad
Healthcare
Mouse)
. GAH
Sueros Hospitales ) )
) 1/200 (Goat Anti- 1/20000 | Bio-Rad
pacientes La Safor
Human)
. GAR
Anticuerpos Nuestro . .
) 1/1000 ) (Goat Anti- 1/15000 | Bio-Rad
policlonales laboratorio .
Rabbit)
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Se reveld la reaccion de la peroxidasa con el kit Lumi-light Western blotting
substrate (Roche), incubando la membrana durante 5 min, y se visualizé el
resultado mediante quimioluminiscencia con el equipo Chemi Doc™ XRS (Bio-
Rad), y utilizando el programa informatico Quantity one 4.6.6 (Bio-Rad).

En los casos en los que fue necesaria la reutilizacidon de las membranas, estas
se incubaron previamente durante 30 min a 50 °C en un tampdn que contenia
B-mercaptoetanol 100mM, SDS 2% y Tris-HCl 62,5 mM pH 6.7, y después de 3
lavados, las membranas se reincubaron con otro anticuerpo como se ha
descrito anteriormente.

3.11. Evaluacion de la reactividadde proteinas recombinantes frente a
suero de pacientes mediante Slot blot

Para analizar si las proteinas recombinantes purificadas eran reconocidas
especificamente por sueros de pacientes positivos para estrongiloidiasis, se
llevo a cabo un ensayo de slot blot. Se prepararon 2 diluciones con diferente
concentracion de cada una de las proteinas recombinantes purificadas (500 ng
y 1 ug) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa utilizando un equipo
MINIFOLD | de Schleisser & Schuell. Se tifié la membrana durante 5 min con
rojo Ponceau S (Sigma) para confirmar el éxito de la transferencia. Se bloqued
la membrana con BSA 3% en TBST durante 1h, y se incubd con sueros de
pacientes (positivos y negativos a la enfermedad) a diferentes diluciones
(1/200, 1/500 y 1/1000) durante 1h. Se incubd con el anticuerpo secundario
GAH (Goat Anti-Human) 1/20000, durante 1h a temperatura ambiente. Entre
cada incubacién se lavéd la membrana 3 x 10 min con TBST. Todas las
incubaciones y lavados se llevaron a cabo en agitacién y a temperatura
ambiente. Se revelé la membrana incubando durante 5 min con el kit ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent (Healthcare Sciences), y posterior
visualizacidn mediante quimioluminiscencia en el sistema Chemi-Doc™ XRS de
Bio-Rad.
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3.12. Produccion de anticuerpos policlonales

3.12.1. Inmunizacién de conejos

Para obtener anticuerpos policlonales frente a diferentes proteinas
recombinantes se utilizaron conejos hembra albinos de la cepa Nueva Zelanda,
inmunizdndose dos conejos con cada proteina.

Se dejaron transcurrir unos dias de la llegada de los animales al animalario de
la Seccidn de Produccion animal (SCSIE) de la Universitat de Valéncia, para que
se aclimataran antes de iniciar la inmunizacién. Para obtener el suero pre-
inmune de cada uno de los conejos se extrajeron entre 7 y 8 mL de sangre de
cada animal mediante puncién en la arteria auricular. La sangre se recogio en
tubos estériles que contenian heparina como anticoagulante. Para obtener el
suero, se realizaron dos centrifugaciones de la sangre durante 10 min a 8000
rpm cada una. Finalmente el sobrenadante se guardé a -20 °C en alicuotas de
500 pL. Se realizé un ensayo de Western blot con sueros pre-inmunes frente a
proteinas recombinantes para asegurar que no hubiera reconocimiento previo
a la inmunizacion.

Se siguio el protocolo de inmunizacidn que se detalla a continuacion:

Semana 1: Los conejos fueron inmunizados via intramuscular con las proteinas
recombinantes. Se inoculéd 100 pg de cada proteina diluidas en el mismo
volumen de coadyuvante completo de Freund (Sigma). El volumen total
inoculado fue de 200 uL a cada animal.

Semana 3: Se repitid el protocolo de inmunizacidn, pero en esta ocasion se
utilizé el coadyuvante incompleto de Freund (Sigma).

Semana 4: Se extrajo 6-7 mL de sangre de cada conejo. Se obtuvo el suero y se
almacend a -20 °C.

Semana 5: Se realizd una nueva inmunizacidon con 100 ug de cada proteina
diluida en coadyuvante incompleto de Freund (Sigma).
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Semana 6: Se extrajo nuevamente sangre de los animales.

Semana 7: Se volvid a inmunizar a los conejos con otros 100 ug de proteina y
coadyuvante incompleto de Freund (Sigma).

Semana 8: Se extrajo sangre de los animales. Se realizé un ensayo de ELISA con
los sueros para valorar si los animales ya presentaban inmunidad frente a las
proteinas.

Semana 9: Se procedid al sacrificio de todos los conejos. Se suministré un
anestésico a los animales, consistente en una mezcla de ketamina
(35mg/kg/intramuscular) y xilacina (5mg/kg/intramuscular), y posteriormente
se extrajo el mayor volumen posible de sangre a través de la arteria auricular.
Finalmente los animales fueron sacrificados utilizando el anestésico
pentobarbital a niveles letales (75mg/kg/intravenoso), y se desangraron
totalmente mediante puncion cardiaca. El suero se almacend a -20 °C hasta su
uso.

3.12.2. Purificacidn de anticuerpos

Para la purificacion de los anticuerpos a partir de sueros de conejos
inmunizados se utilizo el kit Protein A HP SpinTrap (GE Healthcare), basado en
la afinidad de la proteina A por la regidn Fc de las inmunoglobulinas de gran
variedad de especies. Se siguieron las indicaciones del fabricante y finalmente
se obtuvieron dos eluciones de cada anticuerpo de 200 uL que se almacenaron
a -20 °C hasta su uso.

3.13. Ensayos inmunoenzimaticos

3.13.1. ELISA indirecto

Mediante este ensayo se valord la capacidad inmunogénica de las proteinas
recombinantes y de los péptidos sintéticos generados en este trabajo, y su
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utilidad como posible herramienta diagndstica. Ademds también se empled

esta técnica para comprobar el éxito en la inmunizacion de los conejos.

Para realizar el ensayo de ELISA, se tapizaron placas de poliestireno de 96

pocillos con las muestras diluidas en una soluciéon tampdn carbonatos 0,1 M,

pH 9,6, en un volumen de 100 uL/pocillo, y se incubd durante toda la noche a

4°C. Tras bloquear las placas con una solucién de BSA al 3% en PBS-Tween 20

0,05% (PBST), durante 1h a 37 °C y en agitacion suave (60 rpm), cada muestra

se incubd con los diferentes sueros individuales durante 90 min a 37 °Cy en

agitacion. La dilucién de los sueros utilizada en cada experimento se muestra

en la tabla 3.7. El anticuerpo secundario se incubd durante 1h a 37 °C. Tras

cada incubacidn se realizaron tres lavados de la placa con PBST.

Tabla 3.7: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados cada ensayo de ELISA indirecto,
mostrando las diluciones empleadas en cada caso.

X Anticuerpo . Anticuerpo L
Tapizado . . Dilucion . Dilucion
primario secundario
Péptidos Sueros pacientes |  1/200 GAH 1/20000
sintéticos
1/100 1/5000
Proteinas Sueros pacientes |  1/200 GAH 1/10000
recombinantes
1/400 1/15000
, . 1/200
Sueros conejos
Proteinas . ' ) GAR 1/15000
recombinantes inmunizados 1/400

Después del ultimo lavado, la placa se reveld utilizando como sustrato orto-

fenilendiamina (OPD) (Sigma), a una concentracidon de 0,4% mg/mL en una

solucidon tampdn (acido citrico 0,1 M; Na,HPO4 0,2 M). Se incubd en oscuridad
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durante 10 min, tras los cuales se parod la reaccion afiadiendo HCI 3N. Se leyd la
absorbancia a 490 nm en un lector iMark Microplate (Bio-Rad), utilizando el
software Microplate Manager 5.0. (Bio-Rad).

Cada muestra se evalud por triplicado, y el resultado se expresé como la
densidad dptica (DO) media con la desviacion estandar (DS) correspondiente.
El limite de positivad de cada muestra (“cut-off’) se establecié como la DO
media £ 3 DS del control negativo.

3.13.2. ELISA de captura

Para evaluar la capacidad diagndstica de los anticuerpos policlonales obtenidos
en esta Tesis se realizé inicialmente un ensayo tipo ELISA de captura de
inmunocomplejos en suero de pacientes humanos.

Para ello se tapizé cada pocillo de la placa con 100 pL de coating buffer
conteniendo 50 pg del anticuerpo correspondiente. Se dejo incubando toda la
noche a 4 °C. Se bloqued la placa con BSA 5% en PBS durante 45 min a 37 °C.
Posteriormente se incubd con los sueros de pacientes, tanto positivos como
negativos a la enfermedad, en dilucién 1/50 en PBST durante 45 min a 37 °C,
siguiendo el protocolo descrito por Levenhagen et al. (2015). Finalmente se
incubd con el anticuerpo secundario GAH, diluciéon 1/10000, 45 min a 37 °C.
Entre cada incubacidn se realizaron 3 lavados con TBST. Para la lectura de los
resultados se siguié el mismo procedimiento que el descrito en el apartado
anterior.

3.14. Inmunolocalizacidon de proteinas en cortes de vermes mediante
microscopia laser confocal.

Se ha estudiado la localizacion de las proteinas del estudio en cortes semifinos
de larvas L3i de S. stercoralis. Las muestras se visualizaron en el microscopio
laser confocal Olympus FV1000, en la Seccién de Microscopia del SCSIE de la
uv.
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3.14.1. Preparacion de muestras para inmunohistoquimica

Las larvas L3i, obtenidas a partir de cultivos en placa de agar se fijaron en una
solucidn de glutaraldehido 2%. Una vez fijado, se incluyé el material en agar
0,4% para poder manipularlo, ya que, debido al pequefio tamafio de las larvas
y ausencia de color de las mismas, resulta dificil trabajar con ellas.
Posteriormente se lavd en tampdn fosfato 0,1 mM a pH 7,3, y se realizd una
post-fijacion con osmio 2%. Se lavd con agua destilada y se sometid a
deshidratacién mediante bafios en concentraciones crecientes de etanol (30%,
50%, 70%, 90%, 100%) de 10 min cada uno. Una vez deshidratadas, se infiltro
en resina LR-White, se orientd las muestras en el bloque y se dejo polimerizar
la resina. Finalmente se realizaron cortes de 1 um de grosor,
aproximadamente, en el equipo Ultracut UC6 (Leica).

3.14.2. Protocolo de tincion de las muestras

Los cortes semifinos de larvas L3i se bloquearon con BSA al 5% en PBST y
Tritdn X-100 (Sigma) a una concentracion final de 0,2%, durante 1 h.
Seguidamente se incubaron con sueros conteniendo el anticuerpo primario
(anticuerpos policlonales obtenidos previamente) a una dilucién 1/20 en PBST-
Tritén X-100 0,2%, durante 2h. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo
secundario unido a peroxidasa, GAR (Goat Anti-Rabbit) 1/500 en PBST-Tritén X-
100 0,2%, durante 1h, y por ultimo con el anticuerpo fluorescente,
antiperoxidasa generado en cabra y conjugado con fluoresceina (FITC), 1/200,
durante 1h y en oscuridad (Bio-Rad). El espectro de emision de este
fluorocromo presenta un maximo en los 517 nm (verde). Finalmente se realizo
una incubacion con el marcador fluorescente 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI)
durante 1 min en oscuridad (Sigma). Este se une a DNA, emitiendo a 461 nm
(azul). Este fluorocromo facilita la identificacidon de estructuras y orientacién de
la muestra, para asi poder determinar la ubicacion de las proteinas
reconocidas por los anticuerpos en el interior de la larva. Entre cada
incubacion se realizaron 3 lavados de 5 min de duracidon cada uno, con PBST,
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salvo en el Ultimo paso, que se hizo un Unico lavado de 10 min con PBST. Todas
las incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente y en agitacion en
camara humeda. Finalmente se monté la preparacion con medio de montaje
acuoso (Sigma).

Por cada muestra se dispuso de un control negativo, con el fin de determinar
posibles uniones inespecificas del fluorocromo y/o autofluorescencia de la
muestra. Estos fueron incubados con DAPI, pero no con el anticuerpo primario
correspondiente en cada caso.

3.15. Estudio microscépico de la superficie y cortes de S. stercoralis

3.15.1. Preparacion de muestras para Microscopia Electronica de Barrido
(SEM)

Del mismo modo que para la preparacién de muestras para
inmunohistoquimica, las larvas L3i se lavaron con PBS y se fijaron con
glutaraldehido 2%, se incluyeron en agar al 0,4% para facilitar la manipulacion
y se lavaron en tampodn fosfato 0,1 mM a pH 7,3. Para SEM el material se
deshidraté con bafios a concentracién creciente de etanol (30%, 50%, 70%,
90% y 100%). Se llevé la muestra a punto critico, procedimiento que consiste
en sustituir el etanol 100% por CO; liquido, y seguidamente calentar este CO,
para que pase a estado gaseoso bajando la presion lentamente para preservar
la estructura de la muestra sin agua. Para orientar las larvas correctamente, se
fijaron en un portamuestras especial para el equipo que iba a ser empleado
para visualizarlas, un SEM Hitachi S-4800. Se sombreé la muestra con una fina
capa nanométrica de oro/paladio, con el fin de hacer la muestra conductora y
asi poder obtener imdagenes sin ruido de fondo y con un buen contraste.

66



.- Materiales y métodos

3.16. Andlisis comparativo de las secuencias codificantes para las
proteinas objeto del estudio en diferentes fases del parasito

Se ha llevado a cabo un analisis de secuencias de RNA, con el fin de confirmar
si los genes identificados a partir de los transcritos realmente se expresaban
mayoritariamente en el estadio larvario infectivo L3i. Ademas se realiz6 una
comparacién del nivel de expresion en tres fases del parasito: hembras adultas
pardsitas, hembras adultas de vida libre y larvas L3i.

Para ello, se rastrearon dichas secuencias en los proyectos de secuenciacion de
RNA de distintas fases evolutivas del parasito (en colaboracidén con los Dres.
Vicky Hunt y Mark Viney, de la Universidad de Bristol, UK).

3.17. Programas informaticos de analisis de secuencias aminoacidicas y
nucleotidicas

Para realizar la busqueda de secuencias nucleotidicas codificantes para
proteinas de helmintos homoélogas a las de S. stercoralis se utilizé el buscador
BLASTX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Para el disefio de los cebadores utilizados para amplificar los genes
codificantes de las proteinas del estudio se utilizd el software Vector NTI®
Express, asi como el programa Oligo Analizer de IDT Integrate DNA
technologies (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer).

Para el alineamiento multiple de secuencias homdlogas, tanto de nucledtidos
como de aminoacidos, se empleé el programa  ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

Se utiliz6 la herramienta (http://web.expasy.org/translate/), del portal

bioinformatico ExPASy, para obtener la secuencia aminoacidica deducida a
partir de las secuencias de nucledtidos correspondientes.
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También del portal ExPASy, se utilizdé el programa ProtScale
(http://web.expasy.org/protscale/pscale/Hphob.Doolittle.html), con el fin de
determinar las regiones mas hidrofdébicas e hidrofilicas de las proteinas del
estudio.

El andlisis de los dominios antigénicos se realizd6 con el programa EMBOSS
(http://emboss.bioinformatics.nl/).
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La primera parte de este apartado describe la evaluacién, con posible utilidad
diagndstica de una serie de péptidos sintéticos correspondientes a proteinas
identificadas como antigénicas en larvas L3i de S. stercoralis.

En segundo lugar, y siguiendo en la linea de busqueda de nuevas dianas
diagndsticas, se procedid a la identificacion, clonacién y produccién en
bacterias de algunas de las proteinas correspondientes a los transcritos mas
abundantes de larvas L3i de S. stercoralis. Asi mismo, se produjeron
anticuerpos policlonales frente a algunas de ellas, y se llevaron a cabo ensayos
de ELISA de captura y estudios de inmunolocalizacién en cortes de larvas L3i
del pardsito para confirmar su presencia y determinar su localizacién.

Finalmente se ha realizado un estudio mediante SEM de la superficie de las L3i
de S. stercoralis, con el fin de contribuir a una mejora del conocimiento
morfoldgico que se tiene sobre las mismas.

4.1. Evaluaciéon de la capacidad diagndstica de péptidos sintéticos
correspondientes a proteinas de larvas L3i de S. stercoralis mediante
ELISA indirecto

Como se comentd en el apartado de Materiales y Métodos, se disefiaron una
serie de péptidos sintéticos con la finalidad de mejorar la sensibilidad y la
especificidad en el diagnéstico de la estrongiloidiasis con respecto a los
métodos inmunoldgicos comerciales que se utilizan actualmente.

Los péptidos sintéticos utilizados se obtuvieron a partir de las proteinas
Galectina, Tropomiosina, proteina 14-3-3 y del precursor de |la
Metaloproteinasa. En trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio,
estas proteinas fueron identificadas en lisado total de las larvas L3i del
pardsito. En estos estudios, también se llevd a cabo un andlisis de las proteinas
de la superficie del pardsito, sometiendo a las L3i a una digestién breve con
tripsina, identificandose entre las proteinas liberadas tras 30 min de
incubacién la Tropomiosina y 14-3-3, lo cual sugiere que ambas estan
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asociadas a la superficie larvaria (Marcilla et al., 2010). Ademas, en ensayos de
Western blot en los que se enfrenté lisado total de L3i de S. stercoralis con
pools de sueros de individuos sanos y enfermos de estrongiloidiasis, se
identificd entre las proteinas que reaccionaban exclusivamente con los sueros
de pacientes enfermos la Tropomiosina, 14-3-3 y la Galectina (Pérez-Garcia,
2010).

Una vez seleccionadas las proteinas a partir de las cuales se iban a disefiar los
péptidos, se realizd una busqueda en bases de datos (NCBI) de las secuencias
aminoacidicas deducidas correspondientes a estas proteinas, tanto de S.
stercoralis como de otros helmintos parasitos, y se realizé el alineamiento de
las mismas mediante el programa CLUSTAL W. Se seleccionaron las regiones
gue presentaban menor homologia entre los distintos parasitos analizados, y
posteriormente se realizé un andlisis bioinformatico para determinar cudles de
estas regiones eran potencialmente mds inmundgenas, utilizando para tal fin el
programa EMBOSS (http://emboss.bioinformatics.nl/).  Finalmente se

produjeron un total de 9 péptidos sintéticos: TRO 1, TRO 2 y TRO 3, a partir de
Tropomiosina; MET 1y MET2 a partir del precursor de Metaloproteinasa;, GAL
1y GAL2 a partir de la Galectina; y QUIM1, péptido quimérico generado de la
fusion de los péptidos MET1 Y TRO1 (Tabla 3.3).

Con el fin de estudiar la posible utilidad diagndstica de dichos péptidos se
realizo, inicialmente, un ensayo de ELISA indirecto para evaluar en qué medida
los sueros de pacientes afectados por S. stercoralis, procedentes de una zona
endémica de la Comunidad Valenciana, eran capaces de reconocer los
péptidos disefiados. Se utilizaron un total de 26 sueros positivos a la
enfermedad y 4 sueros negativos, empleados como control negativo en el
experimento.

El ensayo se llevd a cabo tal y como se describe en el apartado 3.13.1,
tapizando placas de poliestireno con 50 ng de péptido, y probando cada suero
por triplicado. Tras varias pruebas se utilizéd una dilucién 1/200 de los sueros y
1/20000 del anticuerpo secundario GAH.
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Como control negativo de parasitosis se utilizé un pool con 4 sueros de
pacientes sanos.

Inicialmente, cada uno de los 9 péptidos sintéticos producidos se enfrenté a 16
sueros de pacientes positivos a estrongiloidiasis, y remitidos por el Hospital de
La Ribera, Alzira, correspondientes todos ellos con casos endémicos de
parasitacion de la Comarca de La Safor (Valencia).

En las figuras 4.1, 4.2 y 4.3 se muestran los resultados obtenidos para cada
suero individual frente a cada uno de los péptidos analizados, tras procesar los
datos obtenidos con los ensayos de ELISA indirecto.

Los péptidos que originaron una respuesta mas fuerte, y que por tanto,
demostraron mayor reconocimiento por los sueros fueron MET1 y TRO1, con
incrementos de hasta 4 veces respecto al control. Los péptidos que fueron
reconocidos por un mayor nimero de sueros fueron también MET1, con 15
positivos y TRO1 con 14, esto es, mostraron valores de sensibilidad del 93,75%
y 87,5% respectivamente. Por otro lado, los péptidos menos reconocidos
fueron GAL2, MET2 con 6 positivos cada uno (37,5% de sensibilidad), y QUIM1,
con solo 2 positivos (12,5% de sensibilidad), mostrando su escasa utilidad
diagndstica.
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Figura 4.1: Reconocimiento de 16 sueros de pacientes de estrongiloidiasis del Hospital de La
Ribera detectado mediante ELISA indirecto frente a los péptidos 14, GAL1 y GAL2. Cada suero se
ensayo por triplicado. El cut off se establecié como la media + 3DS del control negativo.

74



Z. Resultados

Bd MET1
Cut off
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
0.25 ~
0.2
0.15
Bd MET2
0.1 Cut off
0.05
0
1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 1415 16
0.25 -+
0.2
0.15
e QUIM1
0.1 Cut off
0.05
0
1 23 456 7 8 91011121314 1516

Figura 4.2: Reconocimiento de 16 sueros de pacientes de estrongiloidiasis del Hospital de La
Ribera detectado mediante ELISA indirecto frente a los péptidos MET1, MET2 y QUIM1. Cada
suero se ensayo por triplicado. El cut off se establecié como la media + 3DS del control negativo.
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Figura 4.3: Reconocimiento de 16 sueros de pacientes de estrongiloidiasis del Hospital de La
Ribera detectado mediante ELISA indirecto frente a los péptidos TRO1, TRO2 y TRO3. Cada suero
se ensayo por triplicado. El cut off se establecié como la media + 3DS del control negativo.

76



=9

. Resultados

Los resultados obtenidos con cada uno de los péptidos sintéticos analizados se
sumarizan en la tabla 4.1.
Tabla 4.1: Reactividad de los 16 sueros del Hospital de La Ribera, Alzira, frente a los 9 péptidos

sintéticos estudiados. Se marcan en verde los sueros que reaccionaron ante un mayor nimero
de péptidos.

PEPTIDOS

14 | GAL1 | GAL2 | MET1 | MET2 | QUIM1 | TRO1 | TRO2 | TRO3

1 - - - + - - + - +

2 - - - + - - + - +

3 + + - + - - + + -

4 + + - + - - + - +

5 + + + + - - + + +

6 + + + + + - + + +

38 7 + + - + - - + + +

& 8 + + + + + - + + -

a 9 - + - + - - - + -
10 | + + + + + + + + +

11 ] - - - + - - + - +

12 - - - - - - - - +

13 + + + + + - + + -

14 | + + - + + - + + +

15| - - - + - + + - +

16 + + + + + - + + -
p;‘.:ttii'os 1011|615 s 2 [ 14| 10| 12

Los sueros que reconocieron con mayor intensidad a los péptidos fueron el 10
y 16, produciéndose en el caso del primero reactividad con todos los péptidos
analizados en el presente ensayo.
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A tenor de los resultados con los sueros del Hospital de La Ribera, se
seleccionaron 3 de los péptidos para realizar un nuevo ensayo de ELISA frente
a otros 10 sueros de pacientes positivos a la infeccidon por S. stercoralis,
procedentes en este caso del Hospital Francesc de Borja de Gandia, y también
correspondientes a casos autéctonos de la Comarca de La Safor.

Se eligid los péptidos MET1 y TRO1 para este ensayo ya que fueron los
péptidos reconocidos por un mayor numero de sueros procedentes del
Hospital La Ribera de Alzira y generaron respuestas mas intensas. También se
probd el péptido TRO3, debido también a su alta reactividad frente a los
sueros de La Ribera, pero también porque el patrén de reconocimiento de
sueros para este péptido resultd diferente al del resto de péptidos estudiados.

Los resultados para cada suero individual frente a cada uno de los péptidos
seleccionados tras el ELISA indirecto se muestran en la figura 4.4.

78



&3

. Resultados

0.2

0.15

0.1

0.05

B MET1

Cut off

0.2

0.15

0.1

0.05

i TRO1

Cut off

0.25 -
0.2 -
0.15 A
0.1 -
0.05 -

== TRO3

Cut off

Figura 4.4: Reconocimiento de 11 sueros de pacientes de estrongiloidiasis del Hospital Francesc
de Borja, detectado mediante ELISA indirecto frente a los péptidos MET1, TRO1 y TRO3. Cada
suero se ensayo por triplicado. El cut off se establecié como la media + 3DS del control negativo.
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Los péptidos que fueron reconocidos por un mayor niumero de sueros fueron
de nuevo TRO1 con 6 positivos, y MET1 con 5 positivos, equivalente a una
sensibilidad del 60% y 50%, respectivamente. Los sueros 2 y 7, reaccionaron
frente a los tres péptidos. Ninguno de los tres péptidos recombinantes fue
reconocido por los sueros 4, 5, mientras que los sueros 8 y 10 dieron un patrén
de reconocimiento que podria explicarse por una baja concentracién de
anticuerpos en dichos sueros.

Finalmente se llevd a cabo un nuevo ensayo de ELISA para valorar la
especificidad de los péptidos sintéticos MET1 y TRO1, ya que se confirmaron
como los péptidos reconocidos por mayor niumero de sueros de pacientes de
la regidn de La Safor. En este caso se utilizd una bateria de 61 sueros cedidos
por el Servicio de Parasitologia del Instituto de Salud Carlos Ill de Madrid, y
correspondientes a casos de pacientes afectados por diferentes helmintiasis y
procedentes de otras zonas de endemia diferentes a la regién de La Safor.
Como control negativo se utilizé el mismo pool de 4 sueros negativos de los
ensayos anteriores. Se siguidé el mismo protocolo y se probd cada suero por
triplicado en ensayos ciegos (donde no se conocia con anterioridad el
diagnostico correspondiente a cada cédigo de muestra).

Estos pacientes habian sido previamente diagnosticados en el Instituto de
Salud Carlos Ill, utilizando ensayos de deteccién de anticuerpos especificos de
cada enfermedad. Los sueros fueron identificados numéricamente como se
indica a continuacién: sueros positivos a Schistosoma sp. (1-15), positivos a S.
stercoralis (16-30), positivos a Trichinella sp. (31-40), positivos a Gnathostoma
spp. (41-48), positivos a Anisakis sp. (49-53) y positivos a T. canis (54-61).

Los resultados obtenidos de dichos ensayos con los péptidos MET1 y TRO1 se
muestran en las figuras 4.5 y 4.6, respectivamente.
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El péptido sintético TRO1 resulté ser mucho mas sensible que MET1 en el caso
de sueros de pacientes que habian sido diagnosticados de estrongiloidiasis,
procedentes de otras zonas de endemia diferentes a la regién de La Safor, con
un total de 11 resultados positivos (73,3% de sensibilidad), frente a MET1, que
reacciond con 5 de los sueros de pacientes positivos a la enfermedad (33,3%
de sensibilidad). Ademas, la sefial de reconocimiento de TRO1 fue de mayor
intensidad en todos los casos.

En cuanto a la especificidad, ambos péptidos fueron reconocidos por algunos
de los sueros afectados por otras helmintiasis. En el caso de MET1, se produjo
reaccion positiva frente a 6 de los 15 sueros con Schistosoma sp., 6 de 10 de
Trichinella sp., 2 de 8 de Gnathostoma sp., 2 de 8 de T. canis, pero no hubo
reaccion cruzada con ninguno de los sueros correspondientes con Anisakis sp.
En total, la especificidad mostrada fue del 64,4%. Por otro lado, TRO1
reacciond con 7 sueros de los 15 disponibles para Schistosoma sp., 2 de 10 de
Trichinella sp., mientras que en el caso de los sueros de pacientes afectados
con Gnathostoma sp, Anisakis sp. y T. canis no se produjo reaccidn cruzada con
ninguno de ellos, mostrando una especificidad del 80,4%.

Por tanto, el péptido TRO1 seria el péptido mas sensible y el mas especifico
entre todos los péptidos disefiados en este ensayo. Sin embargo, es evidente, a
la vista de los datos obtenidos, que ambos péptidos disefiados reaccionaban
con varios de los sueros de pacientes diagnosticados como positivos para
Schistosoma sp. Estos pacientes procedian de zonas en las que ambas
enfermedades son endémicas, por lo que podrian estar infectados no solo con
Schistosoma sp., sino también estarlo, o haberlo estado en algiin momento de
su vida, con S. stercoralis. Para comprobar esta posibilidad, los sueros de los
pacientes que habian presentado reaccidn cruzada mds fuerte se sometieron a
nuevas pruebas diagndsticas frente a estrongiloidiasis en el Servicio de
Microbiologia del Instituto Carlos Ill, tanto seroldgicas como etioldgicas. Tras
este analisis, el suero numero 2, se confirmdé ahora como positivo a
estrongilodiasis, mientras que con los sueros nimero 7 y 15 se obtuvieron
resultados en el test seroldgico que suscitaban dudas respecto a una posible
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infeccion mixta con S. stercoralis, ello podria incrementar la especificidad del
péptido TRO1 del 80,4% hasta el 86,6%.

4.2. Andlisis de las secuencias mas abundantes del transcriptoma de la
larva L3i de S. stercoralis

Como aproximacién complementaria en la busqueda de antigenos de S.
stercoralis con posible utilidad diagndstica, se decidié abordar el estudio de
otras proteinas del pardsito. Como punto de partida se tomé el trabajo
publicado por nuestro grupo de investigacion en el cual se llevé a cabo un
analisis transcriptomico de la larva L3i de S. stercoralis (Marcilla et al., 2012).
De este estudio se obtuvieron un total de 2532666 secuencias crudas, que
fueron ensambladas en 11250 secuencias contiguas solapantes (contigs), la
mayor parte de las cuales resultaron ser nuevas. Se caracterizaron un total de
8037 proteinas putativas basandose en su homologia con secuencias de otros
organismos depositadas en bases de datos. Siguiendo esta linea de
investigacion, en el presente estudio se realizd una seleccién de algunas de
estas secuencias codificantes de proteinas parasitarias para llevar a cabo un
anadlisis mas detallado de las mismas. Se prestd especial atencidén a aquellos
transcritos que fueran mas abundantes y que codificaran para proteinas
descritas previamente en productos de excrecidn/secrecion (E/S) de S.
stercoralis y sus homdlogos en otros helmintos, y/o que poseyeran potencial
caracter inmunogénico.

En base a estos criterios se seleccionaron 16 transcritos codificantes para
proteinas presentes de la larva L3i (Tabla 4.2). Todos ellos se incluian entre los
50 transcritos mas abundantes.
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Tabla 4.2: Transcritos mds abundantes seleccionados a partir del transcriptoma de la larva L3i de
S. stercoralis (Marcilla et al., 2012).

. Ne . . -
Secuencia Identidad Organismo % similitud
lecturas
Singleton2, contig19 1849 Antlg(.eno prl.nmpal A. suum 76.0
(Major antigen)
Contig3 1680 Trehalasa A. suum 70.0
Contig12, singleton5 1024 Troponina T A. suum 76.0
Singletons8,102, 813, .
1298, 9079, 8848 594 Calpaina 1 C. elegans 84.0
Singleton28, contig53 520 Tropomiosina 2 B. xylophilus 97.0
Fosfoenol
Singletons14,6361,2792, 512 piruvato A. suum 84.0
carboxikinasa
(PEPCK) GTP
Singletons39,2792,2367,24 7
87,7706, contiga9 471 Proteina 14-3-3 A. suum 94.2
Contig24, . T.
singletons120,390 444 Galectina circumcincta 83.0
Contig28, Gliceraldehido-3-
singletons503,2363,3531,3 fosfato .
925,7939,298,704,1873,45 432 deshidrogenasa €. remanei 932
31 (GAPDH)
Singleton20 352 Catepsina L S. vulgaris 84.0
Aminopeptidasa
Singleton80 310 sensible a L. loa 64.2
puromicina (ASP)
. Proteina de
Slngslitogn;j7i'réizzf3118 46’96 279 choque térmico O. volvulus 96.0
I ’ 70 (HSP70)
Contig27 241 Ferritina 1 C. briggsae 75.0
Singletons99,461 171 Pmteassapf‘zspart'ca s. ratti 89.6
Slngleton513536,415,2963,80 150 Enolasa C. elegans 94.0
Singleton333 137 Paramiosina 0. volvulus 96.0

En primer lugar se analizaron las secuencias nucleotidicas consenso
codificantes para las proteinas. Dichas secuencias fueron obtenidas a partir del
ensamblaje de los diferentes contigs o secuencias individuales (singletons),
resultantes del analisis del transcriptoma mencionado (disponible en
biolinux.uv.es/marcilla). Una vez obtenidas las secuencias de nucledtidos, se
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confirmé su identidad con ayuda del programa de busqueda BLAST (NCBI), y se
compard con las secuencias tanto nucleotidicas (BLASTn) como aminoacidicas
(BLASTx) deducidas de otros organismos. Puesto que el fin del presente
estudio era el de identificar nuevas proteinas para el diagnéstico de la
estrongiloidiasis, las secuencias que presentaran un alto grado de homologia
con las de otros organismos parasitos podian presentar problemas de
reactividad cruzada. Por ello, tras el andlisis comparativo de nuestras
secuencias con las de otros organismos depositadas en bases de datos, se
rechazaron todas aquellas proteinas que presentaran una homologia mayor
del 75% con las de otros pardasitos.

De este modo, las proteinas Tropomiosina, PEPCK, Galectina, GAPDH, proteina
de choque térmico HSP70, Enolasa y Paramiosina fueron descartadas por su
alto grado de conservacidn entre organismos. En el caso de la proteina 14-3-3
zeta, pese a pertenecer a una familia de proteinas bastante conservadas entre
organismos eucariotas, se decidid seguir trabajando con ella ya que habia sido
identificada tanto en superficie como extracto total de las larvas L3i de S.
stercoralis, asi como en productos de E/S de otros nematodos parasitos
(Mulvenna et al., 2010, Wang, T. et al., 2013). Ademas esta proteina, como se
menciond anteriormente, se habia identificado como antigénica reconocida
por sueros de pacientes con estrongiloidiasis y no por sueros de personas
sanas (Pérez Garcia, 2010). Todo ello, convierten a esta proteina en una
candidata interesante para su estudio, pese a su similitud con la de otras
especies.

Tras descartar los transcritos mencionados, se procedié a realizar un andlisis
mas detallado de las secuencias parciales codificantes para el resto de
proteinas seleccionadas: Antigeno principal, Trehalasa, Troponina T, 14-3-3
zeta, Catepsina L, Aminopeptidasa sensible a puromicina, Ferritina 1 y Proteasa
aspartica. Se tradujo la secuencia nucleotidica utilizando la aplicacién translate
del programa EXPASY (http://web.expasy.org/translate/). Las secuencias

aminoacidicas deducidas resultantes se sometieron a un analisis
bioinformatico con la finalidad de determinar que regiones de cada uno de los
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fragmentos proteicos disponibles pudieran presentar caracter inmunogénico.
Con este fin, se determinaron los dominios mas antigénicos utilizando el
programa EMBOSS (http://emboss.bioinformatics.nl/) que sigue el método de
Kolaskar & Tongaonkar (1990), (Tabla 4.3).

Tabla 4.3: Dominios antigénicos de los fragmentos proteicos de las proteinas que se indican,
obtenidos con el programa EMBOSS ordenados de mas a menos antigénicos.

Proteina Dominios antigénicos (posicion aminoacidos)
Antigeno principal- 30-43, 204-210, 190-198, 126-133, 90-104, 63-68,
Major Antigen 167-176, 179-184

292-309, 222-234, 167-185, 311-321, 249-257,
104-118, 87-96, 25-43, 386-401, 468-475, 403-
Trehalasa 410, 359-365, 369-376, 11-19, 4-9, 67-83, 126-
139, 480-485, 435-442, 205-218, 423-429, 450-
456, 259-265, 195-201

140-152, 223-236, 164-182, 246-261, 11-18, 107-

Troponina T 113, 203-209, 122-127, 32-37
1433 eta 146-186, 45-57, 93-110, 127-137, 7-16, 116-122,
188-196, 61-67, 77-82
. 139-159, 36-49, 10-21, 59-76, 87-93, 166-174,
Catepsina L

114-119

431-445, 72-87, 360-372, 230-241, 389-398, 477-
Aminopeptidasa 484, 336-345, 135-154, 53-64, 171-182, 327-334,
sensible a puromicina | 352-358, 9-21, 267-277, 401-410, 28-33, 317-323,
248-255, 412-421, 162-168, 90-96, 110-119

116-125, 67-74, 18-40, 82-95, 103-109, 54-59, 42-

Ferritina 1 47,138-147

Proteasa aspartica 4 55-67, 91-108, 5-24, 149-154, 111-125, 79-88
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El perfil hidrofébico de una proteina proporciona informacidon sobre la
ubicacidn de la proteina en la célula y resulta ademas, una herramienta muy
util para la prediccion de los sitios mas antigénicos de la molécula. Para
analizar el perfil hidrofébico de los fragmentos de cada de proteina de interés,
qgue incluyeran los distintos dominios antigénicos determinados utilizando el
programa EMBOSS, se utilizd el programa ProtScale del portal EXPASY
(http://web.expasy.org/protscale/) siguiendo los parametros de Kyte &
Doolittle (1982), segun el cual los valores mas negativos corresponden con las

regiones hidrdfilas, y los valores mds positivos con las regiones mds hidréfobas.
Los perfiles de cada una de las secuencias aminoacidicas deducidas,
correspondientes a las proteinas mencionadas de larvas L3i, se muestran en las
figuras 4.7 y 4.8.

En general los fragmentos proteicos analizados mostraron un perfil hidrofilico,
mostrando picos con caracter marcadamente hidrofilico coincidiendo con
algunos de los dominios antigénicos mostrados en la tabla 4.3. Ello sugiere que
estas regiones se hallan en zonas expuestas de la proteina, lo que les convierte
en buenas candidatas para su uso en diagndstico.

Antigeno principal Trehalasa

Figura 4.7: Perfiles de hidrofobicidad de las secuencias aminoacidicas obtenidas con el programa
ProtScale. Las regiones mas hidrofilicas son aquellas que figura por debajo de 0.

88


http://web.expasy.org/protscale/

Troponina T

f‘ ‘Ilm, .]\ 1|”* fll\' . L \ /Mm JV\ Aﬂj\ /LUJMWIMHWM\ /j\w\
:...‘w ' 'L” ; |1““‘ | ‘p\lr | | :
ST AT

?
~. Resultados

Proteina 14-3-3 zeta

========

Catepsina L ASP
ol " f\ ’ [ ﬁ!r{.nl‘ | ]
L i C b N b -
et A o /\ﬁ\u‘“*; “ qﬂy'\. r‘ hm : ("‘i'}'ﬁ Mq’f“ ri ;
‘; | Rl ‘..‘ | | I |" 2 Hulxn“ m I‘ " 0 T [ f
3 (lthn‘ ‘m n .’l " ;‘J :ﬁl‘ \J \J‘ \lw LU J ﬂl lJJ ’M q, w ‘| || ” “ ﬂ |\( )MIT /
L | {1 it

| | 1\

-\ [T

i il i I\'\ Jﬂ n H \ l\\ |‘|‘ \'ﬂ‘ AL‘IU \\J\ \lf\

o ] P . VO o f il i

j‘ 'F":Lf \ WI [ | \‘Irf" \ .|H|‘ If 1|\ JW . MI’ ‘| J\ ol “ Il ’ '\l ‘J ‘I ,fl Iﬂ

| I Y
PAL | 'L“/ A T
|‘ V v - I \ ;
i i \
|

Figura 4.8: Perfiles de hidrofobicidad de las secuencias aminoacidicas obtenidas con el programa
ProtScale. Las regiones mas hidrofilicas son aquellas que figura por debajo de 0.
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Los resultados obtenidos de los andlisis bioinformaticos mostraron ser de gran
utilidad en la localizacién de las potenciales regiones mas antigénicas, lo cual
puede aplicarse en el disefio de nuevas moléculas con fines diagndsticos.

4.3. Estudio de la expresion en diferentes fases del ciclo de vida de S.
stercoralis de los transcritos codificantes para las proteinas objeto del
estudio

En colaboracién con el grupo del Dr. Mark Viney, de la Universidad de Bristol
(UK), se realizé un analisis de los niveles de expresién de los transcritos
seleccionados. El grupo del Dr. Viney ha participado en la secuenciacién del
genoma de S. stercoralis y dispone de los transcriptomas (microarrays) de tres
fases evolutivas del pardsito: larvas L3i, hembra adulta pardsita y hembra
adulta de vida libre.

El andlisis de dichas bases de datos con las secuencias de los transcritos
obtenidos en nuestro laboratorio mostré un enriquecimiento en la fase L3i en
comparaciéon con hembras adultas pardsitas de las proteinas siguientes:
Antigeno principal-major antigen, Trehalasa, Troponina T, 14-3-3 zeta vy
Catepsina L. Mientras que las proteinas Aminopeptidasa sensible a puromicina
(ASP), Ferritina 1 y Proteasa aspartica 4 no presentaron gran variacidon en
cuanto a la expresion relativa en la fase adulta parasita frente a larvas L3i.

Cuando se compararon los niveles de los transcritos de las larvas L3i frente a
hembras adultas de vida libre, solo la Ferritina 1 mostré mayor expresion
relativa en la fase adulta de vida libre, mientras que se observé mayor
expresion relativa en larvas L3i de las proteinas Antigeno principal-major
antigen, Trehalasa y 14-3-3 zeta. No se observaron diferencias significativas
para Troponina T, Catepsina L, ASP y Proteasa aspartica 4.

Finalmente, al comparar los niveles de RNA en hembras adultas de vida libre
con las parasitas, se observé un enriquecimiento relativo de RNA de Ferritina 1
y Proteasa aspartica 4 en hembras adultas parasitas, y una mayor expresion de
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Antigeno principal-major antigen y Troponina T en hembras adultas de vida
libre, no detectandose diferencias significativas en la abundancia relativa de
los transcritos para los otros genes (Figura 4.9).

En la figura 4.10, se muestran los datos absolutos del contaje del nimero de
secuencias de RNA correspondientes a cada uno de los transcritos de las
proteinas objeto de estudio.

nivel o expresicn
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1 = ¢ § 24¢ 2 4d¢
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Antigeno Ti ponina T ina14-3-3  C. ina L ASP Ferritina 1 Proteasa

-3 principal aspartica

Figura 4.9: Abundancia relativa de los transcritos entre las fases de vida de S. stercoralis. P:
hembra adulta parasita, VL: hembra adulta de vida libre, L3i: larva infectante.
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Figura 4.10: Numero total de copias de RNA en las fases de vida de S. stercoralis para cada uno
de los transcritos objeto del estudio. P: hembra adulta parasita, VL: hembra adulta de vida libre,
L3i: larva infectante.
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4.4. Clonacion de los cDNA codificantes y secuenciacion para la
produccién de proteinas recombinantes.

Tras el proceso analitico anteriormente descrito, se confirmaron vy
seleccionaron 8 de los transcritos disponibles mdas abundantes con el objetivo
de producir los fragmentos proteicos recombinantes, potencialmente mas
inmunogénicos, para testar su capacidad diagndstica: Antigeno principal-major
Antigen (236 aminoacidos), Trehalasa (489 aminodcidos), Troponina T (264
aminodcidos), 14-3-3 zeta (235 aminoacidos), Catepsina L (182 aminoacidos),
Aminopeptidasa sensible a puromicina (ASP) (490 aminodcidos), Ferritina 1
(154 aminoacidos) y Proteasa aspartica 4 (157 aminoacidos).

Partiendo de las secuencias nucleotidicas obtenidas tras el estudio del
transcriptoma de larvas L3i, se disefaron parejas de oligonucledtidos
cebadores para amplificar los fragmentos génicos codificantes para los
fragmentos proteicos mencionados (Tabla 3.2). Para tal fin, se utiliz6 el
software Vector NTI Express, y el programa Oligo Analizer de IDT (Integrate
DNA technologies). Con estos programas se pueden disefiar cebadores
controlando un amplio nimero de variables y analizar las caracteristicas de
cada pareja de cebadores con el fin de optimizar su actividad durante el
proceso de amplificacién de los genes.

A partir de larvas L3i se obtuvo el RNA total que se utiliz6 como molde para la
sintesis del cDNA mediante retrotranscripcién inversa, como se describe en el
apartado 3.8.1 de Materiales y Métodos. Una vez obtenido el cDNA de cadena
simple, éste fue utilizado como molde para la amplificacidon de las secuencias
correspondientes de los fragmentos génicos de interés mediante PCR, seguin
las condiciones especificadas en la tabla 3.4. Tras la visualizacion de los
productos de la PCR, mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%,
todos los productos amplificados mostraron el tamafio esperado (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Amplificacion de los fragmentos de DNA codificantes para las proteinas de interés.
Se muestra perfil de electroforesis en gel de agarosa al 1% de dichos fragmentos, visualizados
con tincién con Safe View. (M): marcador 100 pb (Fermentas), (1) Antigeno principal-Major
Antigen (710 pb); (2) Trehalasa (1467 pb); (3) Troponina T (795 pb); (4) Proteina 14-3-3 zeta (707
pb); (5) Catepsina L (547 pb); (6) ASP (1470 pb); (7) Ferritina 1 (465 pb); (8) Proteasa aspartica
(472 pb)

Los fragmentos amplificados fueron subclonados en el vector pJET 1.2. Los
clones seleccionados se secuenciaron para confirmar que la secuencia de
nucledtidos fuera correcta (Figura 4.12)

Antigeno principal-Major Antigen (710 pb)
ATCTGATGCAGCTATAAAAGAAACTGCCTTACAACGTGAAGCCATTGAAAAGTCTCTTA
ATGCTATGGAAAGAGAAAATAGGGAATTATACAAAAATTGTGCTCAACTTCAACATCAA
ATTGCACAACTTGAAATGGAAAATGGTAATCGTGTTATTGAAATGACTAATAAGCAACG
TGAAGAACAAGAAAGAGTTTTATCACGTATGCGTAATGAAAAAGCTCAAATTGAARAGA
TTATTGAAAGTAGAGAAAGAACATACAAAGGAAGAATAAAGCAACTTGAAGATCAGTTA
GCTATATTTAAAGAACAACTTGAAACTGAAAGACGCCGTCGTCGTGAGCTTATGGATAG
AAACTTAATTACAGACATTGGTCGATACACTGTAAGCGGACTTGGGGGTGGTATTGGAA
GTGGTATTGGTGGAAGTAGATTAGGTAGTGGTTATAATTCTGCCGGTGGTAATTTCTAC
CATGGTGATAATATTGATCATTCATATGGAAGTAACCTAAGACATATTAGAACAACATT
TGCTTCAAATCCTTTAACACCACCAAGAGGTAATTTAACTCCAACACATACTGTTAGAA
AGACTATTGAAACAACATCATCATCTACCGTTCCATTAATGACAAATATTGGCGAGGAA
GGATATGATCATCATCGTTCTTCAACACCAACATCAAGAAGTATTCACGATGACAATGC
TA
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Trehalasa (1467 pb)
ACGGATCCACACTTTGTTGATATGCCTCTTAAATATGATGCTGATATTGTAATTAAGAA
ATGGACAAATTTACTTGATAGTTGTGAGGGTAAAGTAGATAAATTACAAGTTGAAAAAT
TTGTAATTGAAAATTTTGATGAACCTGGTAATGAATTGGAAGAATATATGCCTCAAGAT
TACAACATTGGTCCAGACAATCTTAAACAAATATCTGATAGTCACTATCGTCATTGGGC
TTTAGATCTTCACGATCGTTGGCCAACACTATGTAGACAGGTTAAACAAAATGTCAAAG
ATAATAAAGATAGATATTCTATTATTCCATTACCTAAACCTTTTATTGTTCCTGGTGGT
AGATTTCGTGAAATGTATTATTGGGATAGTTTTTTTACAATCAAAGGGTTATTAGCAAG
TAAAATGTATAAAACAGTTCGTGATATGATTGATAATATGGGATATATGATTGAAGAGT
ATGGTTTTATACCTAATGGTAATAGAATATATTATTTAAATAGATCACAACCACCATTA
TTAAGTTGGTGTATTGATGCTTATATTAAAGAAACAGGTGATTATGATTTTATTCGTAC
ATCATTACCTTGGATAGAGAAAGAGCTTCAATTTTTTAAAACCTATAAAACTGTAAAAC
TTGATGAATGGAAAAGTTATCTTTATAGATATCATGTTAATGTTGACTCACCAAGACCT
GAAAGTTATCGTGAAGATATAGAAACTTCTGAAGATTGTGAAACTTTAAAATGTAAACA
AATTTTATGGGGTGAACTTGCTGCTGCAGCAGAAAGTGGAAGAGATTTTAGTTCAAGGT
GGTTTGCTAATGTCAATTCAGTAATGGGAAATATAAAATCTATACGAACTAGCCATGTT
CTTCCTGTTGACTTAAATGCAATATTGTTAAAAAATCTTAGTATTGCAGAAGAATATTG
TATTTATGTTGGAGAACATGAAAAATCAGAAAAATATAGAAATGAAAAGGAAGAATTAA
AAGAAATGATTCAAAAAATATTATGGAATGATGATTTAGGATGTTGGTTTGATTTTGAT
ATGGATAAAGAACATCAAATTTTAACATATTATGATACAAATTTTTTTCCTCTTGTAAC
TGGTATAAATCTTGATGAACATAATCAAGAAAAAATTGCAAGTTATATAACAACTGTTG
GTATTTTAAAATATCCAGGTGGTATACCAACATCACTTCAGGTTTCTGGAGAACAATGG
GATTTTCCAAATGCTTGGGCACCAACAACATGGATTCTTATTGAAGGTTTAAATAAAAT
TGGCTTACAAGAATTGGCTAAATATATTGCTGATAAATGGTTAAGAAAAAATTATACTG
TTTATAGAGATGCTGATGGAAAGATGTTTGAAAAATATAATGTCACAACTGGTTGTGCA
TTAAATATTGCTGGTGGAGGTGAATATATTGTTCAAGAAGGGTTTGGTTGG

Troponina T (795 pb)
AGCTCAAAAGAAACGTCATGAAGAGGAACAAGCTGCTAAACTTCTTGATTATAGTGAAA
GACGTCGTATTGAAAAAGAACAACAAGAGGAAGAAATACGTCTTTTGAAAGAAAAACAA
GAAAGACGTCGTCAAGAAAGAGAACAAGAGGAGAGAGAGTTTGCTGAAATGAGAAGAAC
AGCTGAAGAAAATAGAAGACGTGAGGAAGAGGAACGCAAAGCTCGTTTAGAAGCTGAAA
AAGCTAGAAAAAATGAAGAAAAACTTAAGAGACAACAAATGATGGCTGGAAGTTTTGCT
GGACATTCTTCTGGAACCAATGGACCTAACTTTGTTATCCAAAAAGGAGAGCATGGTAA
TAATAAATTACCTAATCTTTCTGGTTCTCAAAAGAAAACTGCTCTTACTAAAGAACAAC
TTGAAGAACAAAAAGCCGCTTATCTTGCAGCTGTTACAAGAAAACCAGATATTTCACAC
ATGATGCCAAATGACTTGAAAGAAGCCATTAAATCTCTTCATTCAAGAATCGTTAAACT
TGAAGCTGAGAAATATGACCTCGAAAAAAGAAGTGAAAGACAAGAGTATGATCTTAAAG
AATTAAATGAAAGACAACGCCAAGTTGCTCGTAATAAAGCTATCCAAAGAGGTTTAGAC
CCAGATGAGGCATCAAACTCAACTCACCCACCAAAAGTTACCGTCTTTTCTAAATTTGA
TCGTCAAATTGATAGAAGATCTTATGGTGATCGTAGAGTTCTCTTTGAAAAACCACCAC
AAAAACCAAAGTTTAAGATTGCTCATGG
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14.3.3 zeta (707 pb)
ATGGCTGAAAATAAGGATGAACTTGTTCAACGTGCTAAACTTGCTGAGCAAGCTGAAAG
ATATGATGATATGTCGTTGTCAATGAAAAAGGTAACCGAAATTGGTGCTGAATTGACAA
ATGAAGAAAGAAATCTTCTTTCTGTAGCTTATAAAAATGTTGTTGGAGCGCGTCGTTCG
TCTTGGAGAGTTATTTCTTCTATTGAACAAAAAACTGAAGGAGCTGAAAAGAAACAACA
ATTGGCTAAGGAATATAGAGAAAAAATAGAACAAGAATTAAAAGAAATTTGTGAAGATG
TTCTTTCTCTTCTTGAAAAATATCTTATTCCAAAAGCTGGAAATCCAGAATCAAAAGTT
TTTTATTTAAAAATGAAAGGAGATTATTATAGATATCTTGCTGAAGTTGCTATAGGGGA
TGCACGTAGTGGAGCTAGTAACAATTCTGCTGTTGCCTACTCGGAAGCACTTGAAGTTG
CCAAAACATCCTTGGCTCCAACTCATCCAGTTCGTCTTGGGCTTGCACTTAATTATTCT
GTCTACTTTTACGAAGTTGCTTCATCTCCGGATCGTGCTTGTCAACTTGCCAAACAGGC
TTTTGATGACGCTATAGCTGAATTGGATACTCTTAATGAAGATTCTTACAAAGACAGCA
CATTGATCATGCAGCTTCTTAGAGATAATCTTACATTATGGACATCTGATACCAATGG

Catepsina L (547 pb)

GGTGCTGTTAAAAGTAATGCTACAAAATGGTTACCCCCATTAAACGTAAAAATCCCTGA
TAGTGTTGATTGGAGAAAAGAAGGATATGTTACCGAAGTTAAAAATCAAAAAGCTTGCG
GAAGTTGTTATTCATTTTCTGCTACTGGTGCTCTTGAGGGGCAACATAAAAGAGTTACT
GGTGATCTTGTATCTTTATCTGAACAAAATATTGTTGATTGCTCTACTTCTTACGGTAA
TAATGGGTGTAATGGTGGTTTAATGGATTATGTATTTGAATACATAAAAGAAAATAAAG
GTGTTGATACTGAAGAATCATATCCATACAAAGGAAAGGAGGGAAAATGTCATTTTAAA
AAACGTGATGTTGGAGCTACTGATATTGGATATTTTGATCTTCCTGAAGGAGATGAAGA
AGCATTGAAAGTTGCTGTTGCAACTCAAGGTCCAATTTCTGTCGCTATTGATGCTGGAC
ATTCTTCTTTTCAAATGTATAAAAARAGGAATATATTATGAACCAAATTGTAGTCCGGAA
AATCTTGATCATGGIG

Aminopeptidasa sensible a puromicina (1470 pb)

ATTCCAGGTAAGAAGGATCAAGGGCATTTTGCTTTAGAAGTTGGAATCAAAGCTTTAGA
TTACTTTAACGAATGGTTTGATTTTACTTATCCTGTTTCAAAAATGGATATGATAGCTA
TTCCTGATTTTTCTATGGGTGCTATGGAAAATACTGGTCTTTTAACTTTCCGTGAAGTT
GCTCTTTTAATGGATCCAGCAAAGACTTCTATTAAGCAAAAAAGTTATATATCTTTAGT
TATTGCTCATGAGATTGCTCATCAATGGTTTGGAAATATAGTTACACATGCATGGTGGA
ATCAATTATGGTTAAAAGAAGGATTTGCTTCTTTTATGGAATACCTTATGGTTGGTTCA
AACTATCCAGAATTTAATATTTGGCAACAATTTTTAAATGATGAAGTAACAGCTGGTCT
TTCATTAGATTCACTCAGATCTTCTCATCCAATTGAAGTGCCAATTGAGAATCCATCTG
AGTTAGAAGAAATATACGATGCTATTACGTATCAAAAGTCTAATTCTGTATTGAGAATG
TTATATGGTCATTTGGGAGAGCCAACTTTTCAGAAAGCACTTCGTAACTATATAAAAAA
ACATCAATATAGTAACACGGTTACTGCAGATCTTTGGAATGCTTTGTCAGAAGCTTCAG
GGCAGAATATTCAGCAAATGATGGATACATGGACAAAACAAGTTGGATTTCCATTTGTA
TCTGTAAGTCAAAAAATTGAAGGTAACAAAAGGATTTTAACATTGTCTCAAAAGAGATT
CATTGCCGATGGAGGTGATAGTGAAACTCCACAATTGTGGCATATTCCTATTTCAATCT
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CCACTACATCATCAAAAGATCAACCAAAATTTAAATTTCTTATGACAAAAGCAAATGAA
ACTTTCACTATTGAAAATGTCGACCCATCCGAATGGGTTAAATTAAACACTGGAACAAC
AGGTTTTTATAGAGTTGAATATTCTGAAAGTATGTTAGATAGTCTTATATCTGCTGTTC
GTGATGGAACTCTTCCAGTTTTGGATAGATTCGGAATAGCTAATGATATGTTTGCTTTG
GTAAAAGCTGGAAAATTGGATGGAGTTCATTACTTAAAATTATTTGAAGCATCTGTTAA
TGAAAATAATTATATTGTTCGTTATACCCTTGATGGTGGTATTGGAGCACTTTCAAATG
TTTTAGCCAGATTTGAAGATGCAGATGTCGTTAAACGCTTTGATAATTTTGTTATCAAA
AACTTAGAACCTCTAGCTGCTAAACTTGGTTGGGAAGCTAAACAAGACGAGCATGGAAA
AGTATCTTTACTTCGAGCACTTGTTATTAATAGATTAGCTCGATCTGGTCATAGACCAA
CTATTGATGCTGCCCGTGAAAAGTTTTATGATCATTATAAAAATAAAACAAATATTGAT
CCAAACTTAAGAAATGCTATATATTCTGTAATCGGAAGAGAGGATGGAACTGCT

Ferritina 1 (465 pb)
ATTTTAGTGATGAAGTCGAGAAAGCTTTAAATGCTCAAATTATGTATGAGTTGAATGCT
TCACATGCCTACATGTCTTTGGCTGCTTATTATATGAGACCAGAAGTTGCCTTAGAAAA
TGTTGCAAAGTGGTTTTTGAAGCAATCTGAGGAGGAAAGAGAACATGCTGTTGGATTCA
TAAAATATCAAAATAAACGTGGAGGAAAAGTTGTCTTAAAAGACATCAAGGCTAGTAGT
CCACAAGAATTCAATTCTCTTGTTGAAGCTTTCCAATTTGCTTTAGATTTGGAAAAAAG
TAACAATGAAGGTTTATTAAGACTTCATGAAATCTCTTCTGAAAATAAAGATATTGATT
TTTGCACTCTTTTAGAGGACAAATATCTTGAGGAACAAACTCGTTCCATTGAAGAAATC
GGAAGATTTGTCACTAAATTAAAGAGACTCGGCTCTGGAATTGGTGAAGACT

Proteasa aspartica 4 (472 pb)

GGTAGTTCAAATCTTTGGATACCATCAAAAAAATGTCCAATATATAATATTGCTTGCCT
TTTACATAATAAATATGATAGTTCTTCATCATCAACATATGTTACTGATGGAAGAACAA
TGGCTATTCAATATGGAACAGGATCAATGAAAGGTTTTCTTTCAAAGGACAAAGTTTGT
GTTGCTGATATTTGTGCTGATGACCAAACATTTGCTGAAGCTACTAGTGAACCAGGTAT
AACATTTATTGCCGCTAAATTTGATGGTATCCTTGGAATGGCATATCAAAGTATTGCTG
TATTAGGAGTTAAACCTGTATTTAATACATTTATTGATCAACATAAAGTTTCTCAACCA
ATTTTTGCATTTTGGTTAAATCGTATTGCTGATGATAGTGTTGGTGGTGAAATAACACT
TGGTGGTATGGATCCAAAACATTATAAAGGTGATATAACATATGTGTCAGTTACTCGTG

Figura 4.12: Secuencias nucleotidicas correspondientes a los fragmentos de cDNAs amplificados
para las proteinas objeto de este estudio.
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Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron registradas en la base de datos
EMBL (http://www.embl.fr/index.php), con los codigos que se muestran en la
tabla 4.4.

Tabla 4.4: Cddigo de acceso en bases de datos de los cDNA que codifican para los fragmentos de
las proteinas objeto de estudio.

Proteina Caodigo de acceso
o | s
Trehalasa LN715174
Troponina T LN715175
14-3-3 zeta LN715176
Catepsina L LN715177
ASP LN715178
Ferritina 1 LN715179
Proteasa aspartica 4 LN715180

A partir de la secuencia de nucledtidos, se obtuvieron las secuencias
aminoacidicas deducidas correspondientes, utilizando el programa Translate
de la plataforma EXPASY (http://web.expasy.org/translate/). Dichas
secuencias, asi como el numero de aminodacidos de cada una de ellas, peso

molecular y punto isoeléctrico deducidos se muestran en lafigura 4.13.
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Secuencias aminoacidicas deducidas

aa

pl

Antigeno principal-Major Antigen
SDAAIKETALQREAIEKSLNAMERENRELYKNCAQLQHQIA
QLEMENGNRVIEMTNKQREEQERVLSRMRNEKAQIEKIIES
RERTYKGRIKQLEDQLAIFKEQLETERRRRRELMDRNLITD
IGRYTVSGLGGGIGSGIGGSRLGSGYNSAGGNFYHGDNIDH
SYGSNLRHIRTTFASNPLTPPRGNLTPTHTVRKTIETTSSS
TVPLMTNIGEEGYDHHRSSTPTSRSIHDDNA

Trehalasa
TDPHFVDMPLKYDADIVIKKWINLLDSCEGKVDKLQVEKEV
IENFDEPGNELEEYMPODYNIGPDNLKQISDSHYRHWALDL
HDRWPTLCRQVKQONVKDNKDRYSIIPLPKPFIVPGGRFREM
YYWDSFFTIKGLLASKMYKTVRDMIDNMGYMIEEYGFIPNG
NRIYYLNRSQPPLLSWCIDAYIKETGDYDFIRTSLPWIEKE
LOFFKTYKTVKLDEWKSYLYRYHVNVDSPRPESYREDIETS
EDCETLKCKQILWGELAAAAESGRDFSSRWFANVNSVMGN I
KSIRTSHVLPVDLNAILLKNLSIAEEYCIYVGEHEKSEKYR
NEKEELKEMIQKILWNDDLGCWFDFDMDKEHQILTYYDTNF
FPLVTGINLDEHNQEKIASYITTVGILKYPGGIPTSLQVSG
EQWDFPNAWAPTTWILIEGLNKIGLOELAKYIADKWLRKNY
TVYRDADGKMFEKYNVTTGCALNIAGGGEYIVQEGEFGW

Troponina T
AQKKRHEEEQAAKLLDYSERRRIEKEQQEEEIRLLKEKQER
RRQEREQEEREFAEMRRTAEENRRREEEERKARLEAEKARK
NEEKLKRQOMMAGSFAGHSSGTNGPNFVIQKGEHGNNKLPN
LSGSQKKTALTKEQLEEQKAAYLAAVTRKPDISHMMPNDLK
EATKSLHSRIVKLEAEKYDLEKRSERQEYDLKELNERQRQV
ARNKATQRGLDPDEASNSTHPPKVTVFSKFDRQIDRRSYGD
RRVLFEKPPQKPKFKIAH

14.3.3 zeta
MAENKDELVQRAKLAEQAERYDDMSLSMKKVTEIGAELTNE
ERNLLSVAYKNVVGARRSSWRVISSIEQKTEGAEKKQQLAK
EYREKIEQELKEICEDVLSLLEKYLIPKAGNPESKVEYLKM
KGDYYRYLAEVAIGDARSGASNNSAVAYSEALEVAKTSLAP
THPVRLGLALNYSVYFYEVASSPDRACQLAKQAFDDAIAEL
DTLNEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDTN

Catepsina L
GAVKSNATKWLPPLNVKIPDSVDWRKEGYVTEVKNQKACGS
CYSFSATGALEGQHKRVTGDLVSLSEQNIVDCSTSYGNNGC
NGGLMDYVFEYIKENKGVDTEESYPYKGKEGKCHFKKRDVG
ATDIGYFDLPEGDEEALKVAVATQGPISVAIDAGHSSFQOMY
KKGIYYEPNCSPENLDHG
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Aminopeptidasa sensible a puromicina
IPGKKDQGHFALEVGIKALDYFNEWEFDFTYPVSKMDMIAIP
DFSMGAMENTGLLTFREVALLMDPAKTSIKQKSYISLVIAH
EIAHQWFGNIVTHAWWNQLWLKEGFASFMEYLMVGSNYPEF
NIWQQFLNDEVTAGLSLDSLRSSHPIEVPIENPSELEEIYD
AITYQKSNSVLRMLYGHLGEPTFQKALRNYIKKHQYSNTVT
ADLWNALSEASGONIQOMMDTWTKQVGFPFVSVSQKIEGNK
RILTLSQKRFIADGGDSETPQLWHIPISISTTSSKDQPKFK
FLMTKANETFTIENVDPSEWVKLNTGTTGFYRVEYSESMLD
SLISAVRDGTLPVLDRFGIANDMFALVKAGKLDGVHYLKLF
EASVNENNYIVRYTLDGGIGALSNVLARFEDADVVKREDNF
VIKNLEPLAAKLGWEAKQDEHGKVSLLRALVINRLARSGHR
PTIDAAREKFYDHYKNKTNIDPNLRNAIYSVIGREDGTA

Ferritina 1
FSDEVEKALNAQIMYELNASHAYMSLAAYYMRPEVALENVA
KWFLKQSEEEREHAVGFIKYQNKRGGKVVLKDIKASSPQEF
NSLVEAFQFALDLEKSNNEGLLRLHEISSENKDIDFCTLLE
DKYLEEQTRSIEEIGRFVTKLKRLGSGIGED

Proteasa aspartica 4
GSSNLWIPSKKCPIYNIACLLHNKYDSSSSSTYVTDGRTMA
IQYGTGSMKGFLSKDKVCVADICADDQTFAEATSEPGITFI
AAKFDGILGMAYQSIAVLGVKPVENTFIDQHKVSQPIFAFW
LNRIADDSVGGEITLGGMDPKHYKGDITYVSVTR

490 55,6 5,8

154 17,7 5,0

157 17,0 6,3

Figura 4.13: Secuencias aminoacidicas deducidas de los fragmentos de las proteinas objeto de
estudio. Se indica el niumero total de aminoacidos de cada proteina (aa), asi como el peso
molecular (Mr) y punto isoeléctrico (pl) deducidos (EXPASY).

4.5. Obtencion de las proteinas recombinantes

Para obtener las proteinas recombinantes, los cDNAs se clonaron en los
vectores de expresion pQE30-32 (QIAGEN), para generar proteinas
recombinantes fusionadas a un residuo de 6 histidinas, a partir de las
construcciones generadas en el plasmido pJET 1.2, tal y como se detalla en el
apartado 3.8.5 de Materiales y Meétodos. Las colonias de bacterias
transformadas con la construccidon plasmido-gen de interés se identificaron
mediante PCR. Las colonias positivas se sometieron a ensayo de induccién a
pequefia escala para determinar las condiciones éptimas para produccién de
las proteinas recombinantes. En todos los casos se obtuvo mayor rendimiento
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utilizando la cepa de bacteriana E. coli M15 incubando a temperatura de 37 °C
y concentracién de IPTG de 1mM. La mayor cantidad de proteina
recombinante se detectd tras incubar los cultivos durante toda la noche, salvo
en el caso de la proteina Antigeno principal-Major antigen, cuyo éptimo de
produccién se observd a las 2 h de incubacion. Una vez se determinaron las
condiciones 6ptimas de obtencidn de cada una de las proteinas, se llevé a cabo
un ensayo a mayor escala para obtener mayor cantidad de cada una de ellas.

De las 8 proteinas cuyos cDNAs habian sido clonados, se logré producir con
éxito 5 de ellas en cantidad suficiente: Antigeno principal-Major antigen,
Proteina 14.3.3 zeta, Aminopeptidasa sensible a puromicina, Ferritina 1 y
Proteasa aspartica 4. Las proteinas se purificaron en condiciones
desnaturalizantes, lisando las bacterias inducidas en un tampdn que contenia
urea (Tabla 3.5). A partir de los lisados bacterianos, se purificaron las proteinas
de interés mediante cromatografia de afinidad en columnas de Niquel (Ni-
NTA), para poder separar las proteinas recombinantes (unidas a 6 histidinas
afines por dicho metal) del resto de proteinas bacterianas. Se realizd una
electroforesis en geles de acrilamida cargando 40 ug del lisado bacteriano
previo y posterior a la induccién, asi como 10 pg de las proteinas
recombinantes purificadas (Figura 4.14).
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Proteina 14-3-3 Major Antigen Proteasa aspartica Ferritina 1
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Figura 4.14 Proceso de purificacidon de las proteinas recombinantes: Antigeno principal-Major
antigen; Proteina 14.3.3 zeta; Proteasa aspdrtica 4 y Ferritina 1. (1) Lisado total de bacterias sin
inducir, (2) Lisado total de bacterias con proteina inducida, (3) Proteina recombinante purificada.
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La proteina Aminopeptidasa sensible a puromicina no se pudo purificar
mediante columnas de Ni?* ya que mostrd acumularse en cuerpos de inclusion
insolubles. Para solubilizar dicha proteina recombinante se probaron
diferentes condiciones, que incluyeron variacion en la temperatura de
incubacion de las bacterias recombinantes, distintas concentraciones de IPTG,
cepas bacterianas utilizadas y tiempo de incubacién post-induccién. También
se intentd su solubilizacién empleando un tampdn de lisis con guanidina
(NaH,PO4 100mM, Tris-Cl 10mM, GuHCl 6M, pH 8,0), pero en ningln caso se
logrd purificar la proteina en una cantidad suficiente que permitiese analisis
posteriores. Por ello, se procedid a purificar a la proteina ASP a partir de geles
de electroforesis y transferencia a papel de nitrocelulosa, a partir de los cuales
se extrajo la banda correspondiente a la proteina, de donde se disolvié con el
agente orgdnico DMSO (Figura 4.15).

170
130

95

i

72

55

l!"‘
’
>

43

34

26

I T

Figura 4.15: Proceso de purificacién de la proteina Aminopeptidasa sensible a puromicina. (1)
Lisado total de bacterias sin inducir, (2) Lisado total de bacterias con proteina inducida. (3)
Lisado total de bacterias inducidas transferido a papel de nitrocelulosa y tefiido con Ponceau S.

En el caso de las proteinas Trehalasa, Troponina T y Catepsina L, se probaron
diferentes condiciones de induccién variando la temperatura de incubacién de
los cultivos bacterianos (4 °C; 24 °C; 37 °C), en combinacidn con variaciones en
la concentracidon del inductor de expresién (0,1 mM; 0,4 mM; 0,8 mM; 1mM; 2
mM), y probando con tres cepas de bacterias E. coli diferentes (M15, SG13009
y BL21 (DE3) pLysS) a diferentes tiempos de incubacién. A pesar de los
esfuerzos realizados, no se logré que las proteinas recombinantes fueran
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expresadas por ninguna de las cepas de bacterias en cantidad suficiente para
su posterior purificacion mediante el sistema de columnas Ni-NTA. Sin
embargo, mediante analisis Western blot utilizando anticuerpos anti-histidina
(Apartado 3.10.7) se pudo confirmar la presencia de dichas proteinas
recombinantes en los lisados totales de bacterias transformadas e inducidas.
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55
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Ponceau S

Trehalasa TroponinaT  Catepsina L

Figura 4.16: Identificacion de proteinas recombinantes mediante Western blot con anticuerpos
anti-histidina: Trehalasa; Troponina T y Catepsina L. Se muestra la tincion con Ponceau S como
control de carga. (1) Lisado total de bacterias sin inducir; (2) lisado total de bacterias inducidas.

Se observé que en los lisados totales de bacterias post-induccion se producia
reconocimiento, por parte del anticuerpo anti-histidina, de bandas localizadas
en el peso molecular esperado para cada una de las proteinas recombinantes
producidas (Figura 4.16), mientras que no se observé ninguna sefial al incubar
el lisado de proteinas de bacterias no inducidas frente a dicho anticuerpo. Por
tanto, se confirmaba la produccién de estas proteinas pero no en la cantidad
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suficiente para permitir su purificacidn, por lo que se decidié no continuar
trabajando con ellas.

4.6. Evaluacion de la capacidad diagnostica de las proteinas
recombinantes obtenidas

Con el objetivo de determinar si las proteinas recombinantes obtenidas
podrian ser reconocidas por sueros de pacientes de estrongiloidiasis, se
llevaron a cabo ensayos de inmunodeteccidn, inicialmente de tipo slot blot
como se detallé en el apartado 3.11. Cada proteina recombinante se incubd
frente a diluciones crecientes de mezclas tanto de sueros de pacientes
positivos como negativos para estrongiloidiasis (véase apartado 3.2.2).
Asimismo, se probaron diferentes concentraciones del anticuerpo secundario
anti inmunoglobulinas humanas (GAH).

El resultado de dicho ensayo no mostré diferencias significativas en el
reconocimiento entre sueros positivos y negativos a la enfermedad, ya que las
proteinas recombinantes eran reconocidas tanto por la mezcla de sueros de
pacientes sanos como enfermos.

Dado que los ensayos de slot blot pueden dar reactividad cruzada con varias
proteinas del extracto total bacteriano, se procedié a separar las proteinas
mediante SDS-PAGE para estudios de Western blot y realizar también analisis
ELISA. En todos los ensayos llevados a cabo las proteinas eran reconocidas por
mezclas de sueros tanto positivos como negativos, pese a que se probaron
diferentes diluciones tanto de proteina para tapizar las placas y membranas,
como de los sueros analizados.

A la vista de los resultados se concluyd que los fragmentos proteicos obtenidos
de forma recombinante en el laboratorio, no parecian de gran utilidad para el
diagndstico inmunoldgico de la enfermedad, utilizandolos como antigenos
para la deteccion de anticuerpos frente a ellos en sueros de pacientes con
estrongiloidiasis.
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4.7. Obtencidn y evaluacidon de anticuerpos policlonales con finalidad
diagndstica

Una vez confirmada la poca especificidad del reconocimiento de los antigenos
recombinantes por sueros de pacientes, la siguiente aproximaciéon para
establecer un método diagndstico fué utilizar dichas proteinas recombinantes
purificadas para generar anticuerpos policlonales en conejo, y probar su
utilidad en la deteccion de antigenos en muestras de pacientes. Los
anticuerpos policlonales se generaron como se describe en el apartado 3.12.1.
Dichos anticuerpos fueron purificados a partir de los sueros, divididos en
alicuotas y congelados hasta su uso.

4.7.1. Estudio de la especificidad de los anticuerpos policlonales frente a las
proteinas mediante Western blot

Se realizd un ensayo de Western blot utilizando lisados totales de varios
helmintos parasitos para valorar la especificidad de los anticuerpos presentes
en los sueros de los conejos inmunizados con las proteinas recombinantes de
la L3i de S. stercoralis. Se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE 40 pg
del extracto de proteinas de cada uno de los parasitos disponibles, T. canis, F.
hepatica y Anisakis sp. Tras la transferencia, las membranas fueron incubadas
con una dilucién 1/200, bien de suero de conejo inmunizado con cada una de
las proteinas, bien de suero preinmune, como control negativo del
experimento. Como control positivo del ensayo se utilizaré6 4 pug de cada
proteina recombinante del pardsito, ya que no se disponia de material
parasitario suficiente como para obtener lisado total de larvas L3i.

En el caso de los ensayos con anticuerpos anti-Ferritina 1 y anti-Proteasa 4
aspartica, los resultados obtenidos mostraron que no se producia
reconocimiento especifico de ninguna proteina en los lisados de los otros
helmintos estudiados por parte de los sueros de conejos inmunizados,
mientras que si que reconocia la banda correspondiente con la proteina
recombinante homdloga de S. stercoralis (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Andlisis de la especificidad de los anticuerpos policlonales mediante Western blot.
Como antigenos se utilizaron lisados totales a partir de las especies de helmintos indicadas. Las
proteinas recombinantes objeto de estudio se utilizan como control positivo
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Estos resultados sugieren que los anticuerpos producidos frente a estos
fragmentos de proteinas de la larva L3i de S. stercoralis no presentan
reactividad cruzada con los helmintos pardsitos analizados, y que son
altamente especificos, y por tanto podrian resultar Utiles para el diagndstico de
la estrongiloidiasis.

En el caso de los anticuerpos anti-14-3-3 zeta, se produjo reconocimiento de la
proteina homodloga en el extracto total de Anisakis sp. al incubar con el suero
de conejos inmunizados (Figura 4.17). Como se comentd anteriormente, la
proteina 14-3-3 pertenece a una familia de proteinas bastante conservadas
entre distintos organismos, por lo que probablemente el anticuerpo policlonal
producido en el presente trabajo reconocidé algin epitopo comun en las
proteinas de ambos nematodos.

Para evaluar la utilidad de dichos anticuerpos en muestras de pacientes se
llevaron a cabo ensayos de tipo ELISA de captura de inmunocomplejos en
sueros positivos y negativos a estrongiloidiasis. Con este tipo de ensayos se
pretende aumentar la sensibilidad y especificidad, ya que amplifican la sefial
de reconocimiento. Los experimentos se desarrollaron tal y como se describe
en el apartado de Materiales y Métodos 3.13.2.

Los resultados de esta aproximacién no fueron satisfactorios, no observdndose
diferencias significativas en el reconocimiento de los pools de sueros positivos
y los controles negativos en ninguno de los tres anticuerpos analizados (datos
no mostrados). Por lo tanto, serian necesarios nuevos ensayos variando
algunos pardmetros de los experimentos, asi como distintos tipos de muestras,
para valorar la utilidad diagndstica de los anticuerpos producidos en la
presente Tesis.
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4.8. Inmunolocalizacion de proteinas objeto de estudio en cortes
histoldgicos de larvas L3i de Strongyloides stercoralis

Con el objetivo de estudiar la localizacidn de las proteinas 14.3.3 zeta, Ferritina
1 y Proteasa aspdrtica 4, en larvas L3i de S. stercoralis, se llevaron a cabo
ensayos de inmunofluorescencia en cortes de larvas de 1 um de grosor. Las
muestras se incubaron con los anticuerpos policlonales obtenidos previamente
frente a dichas proteinas y se realizé un analisis por microscopia laser confocal
(Apartado 3.14).

Se utilizé el fluorocromo FITC, acoplado a anticuerpos secundarios anti-
inmunoglobulinas de conejo, de manera que la fluorescencia color verde
corresponde a las proteinas objeto de estudio. Asi mismo, se marcaron los
nucleos celulares mediante tincion con DAPI, que marca DNA, y cuya
fluorescencia es de color azul, que se utilizdé tanto en los controles negativos
como en las muestras incubadas con los anticuerpos.

En los cortes incubados con sueros negativos (control) solamente se aprecio
fluorescencia azul correspondiente al DAPI, no apareciendo fluorescencia de
color verde. Por el contrario, en todos los cortes incubados con los sueros que
contenian los anticuerpos policlonales frente a las proteinas objeto de estudio,
se detectd fluorescencia de color verde, lo que indicaba la deteccién de las
proteinas analizadas en larvas L3i de S. stercoralis (Figuras 4.18, 4.19 y 4.20).

En los tres ensayos se produjo reconocimiento por parte de los anticuerpos
tanto en regiones localizadas en el interior de las larvas, como en la superficie
de las mismas. Esto ultimo puede indicar que se localizarian en la cuticula,
facilitando su reconocimiento por parte del sistema inmunitario. En el caso
concreto del suero anti-Proteasa aspdrtica 4, se detectaron acumulos de
proteina proximos a uno de los extremos de la larva, lo que puede sugerir su
posible excrecion/secrecién al exterior.
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Figura 4.18: Imagenes obtenidas mediante microscopia laser confocal sobre cortes de larvas de
S. stercoralis. A) Control negativo. B) Corte de larva L3i incubado con suero anti-proteina 14-3-3
zeta marcado con FITC.

Figura 4.19: Imagenes obtenidas mediante microscopia laser confocal sobre cortes de larvas de
S. stercoralis. A) Control negativo. B) Corte de larva L3i incubado con suero anti-proteina
Proteasa aspartica 4 marcado con FITC. C) y D) Detalle del extremo de la larva incubada con el
antisuero, donde se observa por separado el marcaje con DAPI (C), y el correspondiente a la
proteina marcada con FITC (D).
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Figura 4.20: Imagenes obtenidas mediante microscopia laser confocal sobre cortes de larvas de
S. stercoralis. A) Control negativo. B) Corte de larva L3i incubado con suero anti-proteina
Ferritina 1 marcado con FITC.

4.9. Estudio morfolégico mediante microscopia electronica de barrido
(SEM) de la superficie de larvas L3i de S. stercoralis

En el presente trabajo, ademas del estudio de los transcritos mas abundantes
en larvas L3i de S. stercoralis, y de la caracterizacion de algunas de sus
proteinas, también se ha querido hacer una contribucién para mejorar el
conocimiento morfoldgico de dichas larvas.

Se realizaron fotografias con microscopio electrénico de barrido de larvas
enteras recuperadas de muestras de pacientes mediante cultivo en placa de
agar, a las que se traté mediante el proceso de punto critico para su posterior
observacién, tal y como se indicé en el apartado 3.15.1 de Materiales y
Métodos.

En la figura 4.21 se muestra una fotografia de una larva completa, en la que se
indican sus extremos anterior y posterior, y donde se aprecia su forma y
tamafio.
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Figura 4.21: Fotografia obtenida mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) de la larva
completa L3i de S. stercoralis. La flecha fina indica el extremo anterior y la gruesa el posterior. La
flecha roja marca la posicion donde se sitta el fasmidio.

De esta manera se pudieron apreciar detalles de la cuticula de la larva, tales
como la suave estriacion transversal (Figura 4.22. F), asi como los campos
laterales, que recorren lateralmente ambos lados de la larva y constituyen el
punto de anclaje de la musculatura en los nematodos (Figura 4.22. E).

En la region cefdlica se aprecia una boca pequefia, tipo poro. Ademas se
observaron las papilas cefdlicas, subdsorsales y subventrales, todas ellas de
reducido tamafio y situadas a ambos lados de la cavidad bucal. Estds papilas
tienen funciones receptoras (Figura 4.22. A, B).

En el tercio posterior, se pudieron apreciar con detalle los fasmidios (Figura
4.22. D), 6rganos pares situados en los campos laterales, caracteristicos del
grupo Phasmidia. A los fasmidios también se les atribuyen funciones
receptoras.

Finalmente, se pudo apreciar el extremo posterior, con la caracteristica
terminacion tetrafurcada en la punta (Figura 4.22. C).
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Figura 4.22: Fotografias obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) de la
superficie de larvas L3i de S. stercoralis. A-B) Extremo anterior de la larva, donde se aprecia en
detalle la cavidad bucal y las papilas. C) Detalle del extremo posterior truncado D) Fasmidio. E)
Campos laterales. F) Estriacion de la cuticula.
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El parasito S. stercoralis tiene la capacidad de establecer un ciclo autoinfectivo
en su hospedador, lo cual unido a la escasa sintomatologia asociada a la
parasitosis, desemboca en una enfermedad crdnica. Si no se lleva a cabo un
diagndstico precoz y el subsecuente tratamiento, el curso de la enfermedad
puede complicarse poniendo en riesgo la vida de quien la padece.

Se estima que este parasito afecta entre 30 y 100 millones de personas en
todo el mundo, pero esta cifra se considera infraestimada ya que, como se
mencioné anteriormente, las técnicas diagndsticas utilizadas en la mayoria de
los estudios epidemiolégicos sobre geohelmintiasis presentan baja sensibilidad
para Strongyloides spp. (Bisoffi et al., 2013). Ademads, la escasez de
sintomatologia asociada a la presencia del parasito favorece que muchos casos
pasen desapercibidos y no sean diagnosticados, ya que en las regiones donde
esta enfermedad es endémica, habitualmente el acceso al sistema sanitario es
dificil para la poblacién general. Todo ello conduce al desconocimiento del
alcance real de esta parasitosis, convirtiéndola en una enfermedad olvidada
estrechamente asociada a situaciones de pobreza donde las condiciones
higiénico-sanitarias son deficientes y permiten la conservacion del ciclo
infectivo del pardsito. El desarrollo de sistemas de diagndstico rapido de la
estrongiloidiasis, que sean sencillos de utilizar y econdmicos, resultaria de gran
utilidad para poner de manifiesto la situacion real de la enfermedad,
proporcionar el tratamiento adecuado a quien la padezca y, de esta manera
reducir el niUmero de casos.

La distribucién del parasito, pese a estar principalmente restringida a regiones
con clima tropical y subtropical, también puede ampliarse a zonas templadas
donde las condiciones higiénico-sanitarias permitan la perpetuacion de su ciclo
vital e infectivo. Tal es el caso de la Comarca de La Safor valenciana, lugar
considerado foco de parasitacién endémica desde que se confirmaran los
primeros casos en el siglo XIX. Aunque actualmente no se producen nuevas
infecciones en esta zona (Martinez-Pérez & Lépez-Vélez, 2015), si que existen
todavia casos no diagnosticados de estrongiloidiasis crénica asociados a
infecciones que se produjeron afios atras.
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Hoy en dia la mayoria de los casos que se diagnostican en nuestro pais
corresponden a infecciones producidas en otros paises endémicos, bien de
personas oriundas de dichos paises y que actualmente residen en Espafia, bien
de espafioles que han viajado o residido temporalmente en estos paises
(Ramirez-Olivencia et al., 2014). En el estudio de Ramos et al. (2015), realizado
en el Hospital General Universitario de Alicante, se analizé la prevalencia de
algunas enfermedades parasitarias y viricas en 180 inmigrantes
latinoamericanos residentes en Espaia, y se determind que el 26,8% de los
pacientes analizados eran positivos a S. stercoralis. Similares fueron los
resultados hallados por Cabezas-Fernandez et al. (2015), del Hospital de
Poniente en Almeria, que encontraron un 23% de casos positivos en los 1384
pacientes analizados procedentes de distintos paises, siendo la mayoria de los
positivos nativos de regiones subsaharianas. Por lo tanto, pese a que en
nuestro pais ya no se produzcan nuevos casos autéctonos de infeccién por S.
stercoralis, la enfermedad sigue presente. Es muy importante tener este hecho
en cuenta, especialmente en aquellas personas que vayan a ser sometidas a
tratamientos inmunosupresores y en cuyo historial clinico aparezca eosinofilia
y hayan viajado o residido en zonas endémicas.

Para la realizaciéon de los experimentos incluidos en esta Tesis se ha requerido
tanto de sueros como de larvas L3i del parasito, procedentes de muestras de
heces, de enfermos crénicos de La Safor, gentilmente facilitadas por centros
hospitalarios localizados en estos antiguos focos de endemia.

Como se comentd en el apartado de Introduccidn, existe una amplia gama de
técnicas diagndsticas para esta enfermedad, pero en la actualidad aln no hay
ningun gold standard en el diagndstico. Las técnicas parasitoldgicas son las que
muestran mejores resultados en cuanto a especificidad principalmente, pero
presentan el inconveniente de ser técnicas laboriosas de realizar y precisar de
personal cualificado para la identificacién de las larvas, mientras que las
inmunoldgicas, a pesar de ser mas sensibles que las parasitoldgicas, presentan
algunos problemas tales como la reactividad cruzada con otras helmintiasis. Es
por ello que se necesita identificar nuevas moléculas del parasito para el
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desarrollo de técnicas sencillas mds sensibles y especificas que ayuden a
obtener un diagndstico temprano de la estrongiloidiasis.

Actualmente aun no se ha publicado la secuenciacién del genoma completo de
S. stercoralis, y la informacién sobre el proteoma es ain muy escasa. En los
trabajos llevados a cabo por Mitreva et al. (2004) se analizaron 10921 ESTs de
las fases larvarias L1r y L3i de S. stercoralis y se compararon con las fases
homdlogas del nematodo de vida libre C. elegans. Posteriormente,
Ramanathan et al. (2011) realizaron un estudio en esta misma linea
comparando mediante microarrays de RNA la expresién diferencial de genes
entre la L1r y la L3i de S. stercoralis, identificando 935 genes expresados de
forma diferencial entre ambos estadios larvarios. La presente Tesis parte de los
datos obtenidos del estudio del transcriptoma de la fase L3i del parasito
llevados a cabo por Marcilla et al. (2012), donde se identificaron un total de
8037 proteinas putativas. Todos estos trabajos son muy valiosos para poner de
manifiesto proteinas que puedan resultar empleadas como dianas
terapéuticas, diagndsticas o moléculas utiles para el desarrollo de vacunas.
Como se comentd, el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral fue el de
identificar y caracterizar proteinas de larvas L3i de S. stercoralis que pudieran
ser utilizadas para mejorar el diagndstico actual de la enfermedad en sus fases
aguda y crénica. De modo que, teniendo en cuenta estos estudios y el hecho
de que las secuencias de proteinas de las que se dispone en base de datos son
aun muy escasas, se decidio realizar un andlisis mas detallado de algunas de las
proteinas correspondientes a los mMRNAs mas abundantes en el transcriptoma
de larvas L3i del parasito. La seleccidon de proteinas contemplé ademas que
hubieran sido previamente identificadas en productos de E/S o en la superficie
de otros helmintos parasitos o incluso de S. stercoralis. Se prestd especial
atencion a aquellas proteinas cuya secuencia no mostrara elevada homologia
con las secuencias depositadas en base de datos de otros nematodos parasitos
para evitar reactividad cruzada entre especies.

A partir de las secuencias obtenidas en el estudio del transcriptoma de la L3i se
clonaron fragmentos génicos codificantes para las proteinas seleccionadas con
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el fin de probar su reactividad frente a asueros de personas infectadas con S.
stercoralis. Ademads, se obtuvieron anticuerpos policlonales frente a estos
fragmentos proteicos para valorar su capacidad de reconocer antigenos del
pardsito en muestras de suero de pacientes con estrongiloidiasis, asi como
para llevar a cabo ensayos de inmunolocalizacidon en cortes de larvas de estas
proteinas.

Con el mismo fin de busqueda de moléculas utiles en diagndstico, también se
trabajd con péptidos sintéticos disefiados a partir de secuencias aminoacidicas
deducidas de proteinas que habian sido identificadas como antigénicas en
enfermos de estrongiloidiasis en estudios previos (Pérez-Garcia, 2010).

5.1. Sobre el andlisis de proteinas de la larva L3i de S. stercoralis para
su produccién como proteinas recombinantes

Uno de los objetivos del presente trabajo fue el de identificar y caracterizar
proteinas de larvas L3i de S. stercoralis que pudieran ser utiles en el desarrollo
de un sistema de diagndstico rapido para la estrongiloidiasis.

Como se comentd anteriormente, los antigenos de superficie y los presentes
en los productos de E/S de parasitos han demostrado ser de gran utilidad en el
desarrollo de nuevas técnicas seroldgicas para el diagndstico de
enfermedades. El problema estriba en la dificultad de obtenciéon de estas
proteinas en cantidad suficiente, ya que en muchas ocasiones, y en nuestro
caso en particular, el acceso al material parasitario es limitado y el
mantenimiento de ciclos infectivos en el laboratorio resulta muy dificultoso y
costoso. Por esta razdn, la obtencién de proteinas recombinantes es de gran
utilidad, permitiendo la caracterizacién de moléculas del pardsito que pueden
ser Utiles para diagndstico, tratamiento y vacunacién (Marcilla et al., 2007;
Higdn et al., 2008; Rodriguez-Mahillo et al., 2008; Hu et al., 2009; Edaye et al.,
2015, Wang et al., 2014). En los ultimos afos, los ensayos con proteinas
recombinantes han demostrado ser muy utiles para el diagndstico tanto de S.
stercoralis (Ravi et al., 2002; Ramanathan et al., 2008), como de otras
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helmintiasis (Gonzales et al., 2013; Jawaharlal et al, 2014; Liu et al., 2015;
Rahman et al., 2014; Saenseeha et al., 2014).

En el caso concreto de S. stercoralis son pocas las proteinas tanto de superficie
como de E/S que han sido caracterizadas, probablemente debido a la dificultad
en obtener un numero suficiente de ejemplares para su estudio en el
laboratorio. Es por ello que el trabajo que se ha realizado en la presente Tesis
constituye una importante contribucion a la mejora del conocimiento
proteédmico de este helminto.

En nuestro estudio se ha trabajado con proteinas de la larva L3i, ya que esta es
la forma infectiva del parasito, tanto en primoinfecciones a través de la piel del
hospedador como en autoinfeccion, traspasando las paredes intestinales hasta
alcanzar el torrente sanguineo. Debido a la migracion sistémica que
experimenta esta larva, se genera una reaccién inmunitaria que, como se
indicd en el apartado 1.3, se caracteriza por la liberacidn de citoquinas y la
produccién de eosindfilos y anticuerpos especificos de isotipos 1gG, IgA, IgE e
IgM. El isotipo IgG es el mayoritario en el suero de las personas infectadas, por
lo que la mayoria de los métodos diagndsticos estdn basados en la deteccién
de esta inmunoglobulina frente a antigenos de la larva (Marcos et al., 2011,
Bosqui et al., 2015). Siguiendo esta linea, en el presente trabajo, se ha optado
por trabajar con proteinas de larvas L3i para la deteccién de IgG. El isotipo IgA
es el segundo mas frecuente en suero, siendo el mayoritario en superficie y
secreciones de la mucosa, por lo que podria ser una alternativa en futuros
estudios (Levenhagen & Costa-Cruz, 2014; Bosqui et al., 2015).

A partir de los datos obtenidos del analisis del transcriptoma de larvas L3i
llevado a cabo por Marcilla et al. (2012), se realizé un anélisis bioinformatico
de las secuencias nucleotidicas para seleccionar aquellas que pudieran estar
mas representadas en la fase larvaria, pero que no presentaran un alto grado
de homologia con las de otros helmintos parasitos. Entre los 50 transcritos mas
abundantes se encontraron los mRNAs correspondientes a algunas proteinas
previamente identificadas como antigénicas frente a sueros de pacientes con
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estrongiloidiasis crénica en estudios anteriores (Pérez Garcia, 2010). Tal es el
caso de la proteina HSP70, que también ha sido identificada en los productos
de E/S en otros helmintos parasitos (Higdn et al., 2008; Oleaga et al., 2009), asi
como formando parte del tegumento de estos (Higén et al., 2008; Pérez-
Sanchez et al., 2008). Sin embargo, esta proteina fue descartada para nuestro
estudio debido a su alta homologia con la HSP70 de otras especies de
nematodos (Wang et al., 2009; Zhang et al., 2013). Otra molécula encontrada
entre los transcritos mas abundantes de la larva L3i fue la Paramiosina,
proteina citoesquelética que habia sido identificada en la superficie de S.
stercoralis por Marcilla et al. (2010), como también lo ha sido en la superficie
de otros helmintos como Schistosoma sp, (Gobert & McManus, 2005; Pérez-
Sanchez et al., 2008), asi como en productos de E/S de Echinostoma friedi
(Bernal et al., 2006). Al igual que en el caso de la HSP70, la Paramiosina fue
descartada para el presente estudio por su elevada semejanza con las
secuencias de esta proteina depositadas en las bases de datos
correspondientes a otros nematodos.

Gracias a las herramientas bioinformaticas disponibles, se pudo realizar un
andlisis mas detallado de los fragmentos génicos codificantes para las
proteinas de S. stercoralis que nos permitiera seleccionar las mds adecuadas
para nuestro estudio. Mediante el estudio del perfil hidrofébico asi como de
los dominios mas antigénicos, se pudo determinar qué fragmentos proteicos
poseian un perfil marcadamente antigénico a lo largo de toda su secuencia.
Con todos estos datos se decidid clonar las secuencias codificantes para
amplificar fragmentos de las proteinas siguientes: Antigeno principal-major
antigen, Trehalasa, Troponina T, 14-3-3 zeta, Catepsina L, Aminopeptidasa
sensible a puromicina, Ferritina 1 y Proteasa aspartica 4.

El mRNA de la proteina denominada Antigeno principal-major antigen,
presentd el mayor numero de copias tras el andlisis del transcriptoma de las
larvas de L3i de S. stercoralis, y fue identificada como tal proteina por su
homologia con las secuencias depositadas en las bases de datos tanto de
Ascaris suum (Wang et al., 2011), como de T. canis (Zhu et al., 2015). Ademas
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también se observd homologia de secuencia con la proteina Lin-5, identificada
en nematodos de vida libre del género Caenorhabditis, y considerada como un
componente esencial del huso mitdtico y necesaria para la correcta replicaciéon
celular (Lorson et al., 2000).

La Troponina T es una de las tres subunidades proteicas que constituyen el
complejo de la troponina, el cual se une a la Tropomiosina permitiendo la
interaccion de la Miosina y la Actina y por tanto la contraccién muscular. En los
trabajos de van Balkom et al. (2005), se identificé la Troponina T en la fraccidon
proteica no tegumentaria de adultos de Schistosoma mansoni. Esta localizaciéon
se confirmd en los estudios llevados a cabo por Ludolf et al. (2014), en los que
también se demostrd la capacidad antigénica de esta proteina y su posible uso
para el diagndstico de esquistosomiasis, ya que en estos ensayos la Troponina
T reaccioné Unicamente con pools de sueros de pacientes infectados por el
pardsito. Mayta et al. (2009) clonaron un antigeno de 42 kDa con un dominio
semejante al de la Troponina T que se comprobd era exclusivo de la fase de
oncosfera de Taenia solium, aunque no obtuvieron buenos resultados en el
uso de este antigeno en diagndstico de la cisticercosis/teniasis humana. Esta
molécula también ha sido identificada como alérgena en nematodos
(Fitzsimmons et al., 2014). No obstante, existen pocos estudios acerca de la
utilidad de la Troponina T en imunodiagndstico, por lo que es interesante
ahondar mas en el conocimiento y utilidad de esta proteina, no solo como
diana diagndstica, sino también para el desarrollo de vacunas. En esta linea,
Wang et al. (2014), clonaron y expresaron el gen de la Troponina T de
Schistosoma japonicum, demostrando la capacidad de esta molécula de inducir
inmunidad parcial en ratones.

Otras proteinas estructurales responsables de la contraccion muscular como
Actina, Tropomiosiona y Miosina han sido identificadas en el tegumento de S.
stercoralis (Marcilla et al., 2010), asi como en el de otros helmintos como
Schistosoma bovis (Pérez-Sanchez et al., 2008), S. mansoni (MacGregor &
Shore, 1990) y S. japonicum (Mulvenna et al., 2010). Asi mismo, la
Tropomiosina es uno de los alérgenos bien caracterizados presentes en

121



<2 %%E Discusion

nematodos (Fitzsimmons et al., 2014). En trabajos anteriores de nuestro grupo
de investigacién la Tropomiosina fue clonada y expresada para su uso en
diagndstico de estrongiloidiasis, comprobandose su eficacia en el
reconocimiento de pools de sueros de pacientes infectados por S. stercoralis
(Pérez-Garcia, 2010).

En el caso de la proteina 14-3-3, ésta ha sido identificada previamente en
larvas L3i de S. stercoralis y caracterizada como una proteina de superficie
(Marcilla et al., 2010). La 14-3-3 pertenece a una familia de proteinas bastante
conservadas y presentes en todos los organismos eucariotas. Estas proteinas
estdn implicadas en multitud de procesos celulares tales como la transduccion
de sefial, apoptosis, respuesta frente al estrés o en la organizacidon del
citoesqueleto (Hermeking & Benzinger, 2006). Ademas, la 14-3-3 ha sido
identificada en el tegumento de Echinococcus multilocularis (Siles-Lucas et al.,
1998), S. mansoni (Schechtman et al., 2001) y S. bovis (Pérez-Sanchez et al.,
2008), asi como en material de E/S de numerosos parasitos, entre los que se
encuentran Echinococcus granulosus (Siles-Lucas et al., 2000), S. mansoni (van
Hellemond et al., 2007), S. japonicum (Liu et al., 2009), Ancylostoma caninum
(Mulvenna et al., 2009) y A. suum (Wang, T.et al., 2013). Es por todo ello, que
la 14-3-3, pese a ser una proteina conservada entre especies, resulta una
candidata muy interesante para un estudio mas detallado en S. stercoralis,
debido a su importancia en multitud de procesos celulares y su localizacion
tegumentaria en la L3i de este parasito.

La Ferritina es una proteina citosélica encargada del almacenamiento de hierro
y juega un importante papel en el mantenimiento del balance intracelular del
mismo. Pese a ser una proteina intracelular se ha demostrado su presencia en
el secretoma de Opistorchis felineus (L'vova et al., 2014), y en materiales de
E/S de Angiostrongylus cantonensis (Morassutti et al., 2012). Ademas, estudios
recientes han demostrado la existencia de Ferritina en vesiculas de secrecidn,
denominadas exosomas en trematodos (Marcilla et al., 2012a), lo que puede
explicar la presencia de algunas proteinas no superficiales, como la Ferritina,
en la interfase parasito-hospedador. Precisamente el descubrimiento de los
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exosomas en 1983, se realizé con el receptor de Ferritina en reticulocitos
(Johnstone et al., 2005). Se han caracterizado Ferritinas de S. mansoni (Dietzel
et al., 1992), S. japonicum (Glanfield et al., 2007), Paragonimus westermani
(Kim et al., 2002), Taenia saginata (Benitez et al., 1996), Echinococcus
granulosus (Ersfeld & Craig, 1995), Clonorchis sinensis (Tang et al, 2006) y F.
hepatica (Caban-Hernandez et al., 2012). Ademads, se ha demostrado la
inmunogenicidad de esta proteina, y se han desarrollado ensayos de
inmunodiagndstico utilizando Ferritina recombinante. Tal es el caso de los
trabajos llevados a cabo por Caban-Hernandez et al. (2014), en los que se ha
utilizado una Ferritina recombinante de F. hepatica (FhFth-1) en ELISA,
obteniéndose un 96,6 % de sensibilidad y 95,7% de especificidad frente a
fascioliasis. Liu et al. (2012) llevaron a cabo ensayos de inmunoproteccién
utilizando una proteina recombinante de Ferritina de E. multilocularis,
logrando una inmunidad parcial en ratones frente a esta enfermedad.

En el proceso de seleccion de moléculas candidatas llevado a cabo en la
presente Tesis, también se prestd especial atencidn a aquellas proteinas que
tuvieran funcidn enzimatica o que pudieran ser importantes en el metabolismo
del parasito por el interés que pueden tener no solo como dianas diagndsticas,
sino también terapéuticas o incluso para ensayos de inmunizacién y desarrollo
de vacunas. Tal es el caso de las proteinas Trehalasa, Catepsina L, Proteasa
aspartica 4 y Aminopeptidasa sensible a puromicina.

La Catepsina L es una cisteina-proteasa incluida en la familia de las catepsinas,
las cuales son proteinas lisosomales presentes en una amplia gama de
organismos, desde bacterias a vertebrados. En mamiferos estan presentes en
todos los tipos celulares (Bond & Butler, 1987), estando demostrada su funcion
como enzimas intracelulares implicadas en la degradacién de proteinas en el
interior de los lisosomas (Britton & Murray, 2002). Las cisteina-proteasas
parasitarias estan asociadas con la patogenicidad de estos organismos, la
captacién de nutrientes del hospedador, la penetracidn tisular y la evasién del
sistema inmunitario (Sajid & McKerrow, 2002). Por ello, estas proteasas son
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consideradas buenas dianas para el control de las enfermedades parasitarias,
asi como para su uso en técnicas de inmunodiagndstico. Santana et al., (2013),
han obtenido excelentes resultados utilizando la Catepsina L de F. hepatica en
ensayos de ELISA para diagndstico de fascioliasis. Con este mismo fin, se ha
caracterizado la Catepsina L de algunos helmintos parasitos como C. sinensis (Li
et al., 2012), Taenia pisiformis (Wang, Q. et al., 2013), Strongylus vulgaris
(Ultaigh et al., 2009) y E. multilocularis (Sako et al., 2007). Ademas, se ha
identificado Catepsina L en productos de E/S de F. hepatica (Jefferies et al.,
2001), y recientemente Sansri et al. (2015) han llevado a cabo ensayos de
vacunacidon en ratones con una Catepsina L recombinante de F. gigantica,
obteniendo resultados prometedores.

La Trehalasa es una enzima encargada de hidrolizar el disacarido trehalosa en
las dos moléculas de glucosa que lo forman. En nematodos, la trehalosa no
solo tiene una funcién como fuente energética, sino que también es
importante en la supervivencia siendo indispensable para completar el ciclo de
vida en algunas especies (Behm, 1997; Dmitryjuk & Zoltowska, 2004). La
presencia de Trehalasa ha sido demostrada en numerosos helmintos parasitos
como A. suum (Gentner & Castro, 1974) en adultos de Haemonchus contortus
y Bunostomum trigonocephalum (Gupta & Trivedi, 1986), en adultos y estados
larvarios de Trichinella spiralis (Castro & Roy, 1974), en Brugia malayi y O.
volvulus (Pellerone et al., 2003), en larvas L3 y L4 de A. simplex (Lopienska-
Biernat et al., 2007), y en Hysterothylacium aduncum (Zoltowska et al., 2002).
En A. suum, helminto donde mas se ha estudiado esta enzima, se ha
confirmado su presencia en todos los tejidos del parasito, excepto en la
hemolinfa (Fukushima, 1967). En los trabajos de Lopienska-Biernat et al.
(2007), se demostrd que la presencia de la Trehalasa era mayor en larvas L3
que en larvas L4 de A. simplex, lo que indica que esta enzima puede participar
en la toma de azucares del hospedador a través de la cuticula del parasito.

Las proteasas asparticas son un grupo de enzimas proteoliticas, que incluyen
pepsinas, reninas, catepsinas (D y E) y quimiosinas, y que estan presentes en
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multitud de organismos, desde retrovirus hasta humanos (Szecsi, 1992). Todas
las proteasas asparticas se caracterizan por la presencia de un residuo del
aminodcido acido aspartico en el sitio activo de la enzima. Se ha demostrado,
que las proteasas asparticas de pardsitos son capaces de digerir la
hemoglobina de su hospedador, proteinas del suero, asi como macromoléculas
de la epidermis, por lo tanto deben ser importantes en la penetracién activa de
éstos a través de la piel del hospedador. Este hecho, hace que sean
consideradas buenos antigenos para el desarrollo de vacunas frente a
helmintos y excelentes dianas para el tratamiento de las enfermedades
parasitarias (Loukas, 2005; Hotez et al., 2010). Se han caracterizado proteasas
asparticas de algunos helmintos como A. caninum (Harrop et al., 1996), H.
contortus (Longbottom et al., 1997), O. volvulus (Jolodar & Miller, 1997), la
Catepsina D de C. elegans (Tcherepanova et al., 2000), O. viverrini (Suttiprapa
et al., 2009), Uncinaria stenocephala (Wasyl et al., 2013) y de S. stercoralis
(Gallego et al., 1998). Ademds también se han identificado proteasas en
productos de E/S de otros helmintos parasitos como O. felineus (L'vova et al.,
2014 y A. caninum (Mulvenna et al., 2009;).

Las aminopeptidasas son enzimas proteoliticas que hidrolizan aminodcidos
aminoterminales de las proteinas produciendo péptidos mds pequefios vy
aminodcidos libres. Estan presentes en una gran variedad de seres vivos, desde
plantas a mamiferos, y se localizan tanto en el interior de organulos como en
citoplasma e incluso formando parte de las membranas celulares. En helmintos
se han identificado algunos tipos de aminopeptidasas en materiales de E/S,
procedentes de oncosferas de T. saginata (White et al., 1996), en F. hepatica
(Costa et al., 1998), B. malayi (Hewitson et al., 2008) y O. felineus (L'vova et al.,
2014). Ademas, se ha demostrado que algunas aminopeptidasas, como la
Leucina aminopeptidasa (LAP) de F. hepatica son altamente inmunogénicas.
Precisamente, la proteina recombinante LAP de F. hepatica mostré una fuerte
reaccion frente a sueros de pacientes con fascioliasis, lo cual sugiere que este
tipo de proteinas pueden resultar Utiles en diagndstico de enfermedades
parasitarias (Marcilla et al., 2008). Como se comentd en resultados, la proteina
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recombinante presentd escasa solubilidad, acumuldndose en cuerpos de
inclusion en E. coli. Precisamente esta caracteristica podria ser ventajosa en
ensayos de vacunacién, como muy recientemente se ha descrito para una
aminopeptidasa de F. hepatica (Rivera & Espino, 2016).

5.2 Sobre el uso de proteinas recombinantes para el desarrollo de
nuevos sistemas diagnosticos

Una vez analizadas y seleccionadas las secuencias de RNA de los transcritos
mas abundantes en la larva L3i, se clonaron los fragmentos de DNA
codificantes para las proteinas mencionadas en el vector de expresion
correspondiente. Ello permitié en primer lugar confirmar las secuencias
completas para los fragmentos clonados y depositarlas en bases de datos tal y
como se indica en el apartado de Resultados.

Posteriormente a la transformacién de las bacterias con las construcciones
plasmidicas, se indujo su expresién en distintas cepas de E. coli obteniéndose
resultados similares de expresidén en todas las cepas bacterianas empleadas tal
y como se explica en el apartado de Resultados. Se logré obtener con éxito
fragmentos de 5 de estas proteinas de forma recombinante: Antigeno
principal-major antigen, 14-3-3 zeta, Aminopeptidasa sensible a puromicina,
Ferritina 1 y Proteasa aspartica 4, mientras que no se consiguio que el resto de
proteinas clonadas fueran producidas por las bacterias en cantidad suficiente
para su posterior purificacion. En este Ultimo caso, se probaron diferentes
condiciones de induccién de la produccién de las proteinas (temperatura,
concentracion IPTG, tiempos de incubacidn del cultivo de bacterias), pero no
se logré que fueran producidas en cantidad suficiente. Esto pudo deberse a
que las proteinas resultaran tdxicas para las bacterias o bien que fuesen
inestables al ser sintetizadas (Guevara-Hernandez et al., 2013). En un futuro se
podria intentar clonar estas proteinas utilizando otro tipo de vector o bien
recurrir a diferentes sistemas de expresién de proteinas como levaduras,
células de insecto o células de mamifero. En cualquier caso, disponiamos de 5
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proteinas recombinantes para determinar su utilidad para el desarrollo de un
test diagndstico rapido para la estrongiloidiasis.

Para ensayar los 5 fragmentos proteicos expresados se utilizd una bateria de
sueros pertenecientes a pacientes positivos a la enfermedad y que habian sido
diagnosticados mediante cultivo en placa de agar en los centros hospitalarios
que gentilmente facilitaron los sueros. En primer lugar, se llevaron a cabo
ensayos preliminares de Slot blot, y posteriormente ensayos ELISA y Western
blot (Apartado 4.6), para evaluar la capacidad antigénica de las proteinas
recombinantes frente a pools de sueros de pacientes positivos y negativos a la
enfermedad, todos ellos de personas residentes en la comarca de La Safor. Se
realizaron ensayos a concentraciones crecientes de las proteinas
recombinantes obtenidas, asi como utilizando diferentes diluciones tanto de
anticuerpo primario como secundario. A pesar de todos los esfuerzos
realizados, en ningln caso se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas respecto al reconocimiento de los pools sueros de pacientes
sanos y frente a los obtenidos de enfermos, y eso para todas las proteinas
recombinantes analizadas. De hecho, la sefal obtenida fue bastante leve, lo
que parece indicar baja antigenicidad por parte de las proteinas recombinantes
testadas en nuestros ensayos. Esto puede ser debido a que las regiones de las
proteinas recombinantes obtenidas en el laboratorio no generen una reaccion
inmunoldgica fuerte al enfrentarlas con sueros de pacientes crénicos por ser
poco reconocidas en esta fase de la enfermedad. Los sueros con los que se ha
trabajado correspondian a pacientes crénicos con infecciones antiguas, lo cual
puede implicar un descenso en la concentracidon de anticuerpos y por tanto
respuestas inmunitarias débiles frente a antigenos de la fase larvaria del
pardsito. Esto deja abierta su posible aplicabilidad al analisis de personas con
infecciones agudas.

A pesar de no haber obtenido buenos resultados respecto a la utilidad
diagndstica de las proteinas recombinantes obtenidas frente a sueros de
pacientes con estrongiloidiasis, éstas podrian ser Utiles con otros fines, tales
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como ser dianas de tratamiento, o incluso para generar proteccion frente a la
infeccidn por este helminto.

En este contexto, experimentos realizados sobre la adquisicién de inmunidad a
la infeccién por S. stercoralis en ratones, se ha comprobado que la
inmunizacion con larvas L3i ofrece un alto grado de proteccidn frente a nuevas
infecciones (Abraham et al. 1995). En otros estudios se han utilizado antigenos
concretos, bien de S. ratti (Nouir et al., 2012), bien de S. stercoralis (Herbert et
al., 2002; Abraham et al. 2011), para inmunizar a los ratones, obteniéndose
también buenos resultados en ambos casos. Ello apoya su posible utilidad en el
desarrollo de nuevas vacunas frente a la estrongiloidiasis. Tal seria el caso de la
proteina 14-3-3, que ha sido descrita como inmunogénica, y de localizaciéon
tegumentaria en larvas L3i (Marcilla et al, 2010). Los estudios de
inmunolocalizacién llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral confirman su
ubicacién en la superficie de larvas L3i del parasito (Figura 4.18). Ademas de S.
stercoralis, esta proteina se ha documentado en otros pardsitos cercanos
evolutivamente (Wang, T. et al., 2013), y muestra un alto grado de homologia
entre diferentes especies, ya que pertenece a un grupo de proteinas altamente
conservadas. Por lo tanto, en este caso no solo podria ser buena candidata
para su uso en inmunoproteccidn frente a la infeccion por S. stercoralis, sino
también frente a nematodos en general, tal y como ha ocurrido con antigenos
de otros nematodos gastrointestinales (Mohamed-Fawzi et al., 2013).

5.3. Sobre la utilidad diagndstica de los péptidos sintéticos obtenidos a
partir de proteinas inmunogénicas de larvas L3i

Con el fin de identificar nuevas dianas diagndsticas frente a la estrongiloidiasis,
otra de las aproximaciones que se ha abordado en esta Tesis consistio en el
uso de péptidos sintéticos. Precisamente, uno de los inconvenientes del uso de
proteinas de gran tamafio, especialmente en el diagndstico de helmintiasis, es
la posibilidad de que se produzcan reacciones cruzadas debido a la presencia
de epitopos comunes en dichas moléculas. El uso de péptidos sintéticos de
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menor tamafo puede ayudar a solventar este problema seleccionando tan
solo las regiones mas especificas y antigénicas de una proteina concreta del
parasito.

En los ultimos afos existe una tendencia creciente en el uso de péptidos
sintéticos derivados de proteinas parasitarias como moléculas diagndsticas. La
mayoria de los estudios llevados a cabo son relativos al diagndstico de la
cisticercosis/neurocisticercosis utilizando para ello péptidos derivados de
proteinas, bien de fases adultas de T. saginata, (Ferrer et al., 2003), o de la
fase larvaria de oncosfera (Fleury et al., 2003; Ferrer et al., 2005), o bien
derivados de proteinas antigénicas del propio cisticerco (Hell et al., 2009).

También se han realizado ensayos con péptidos sintéticos con fines
diagndsticos en el caso de filariasis (Pandiaraja et al., 2010), de cestodos como
E. granulosus (Gonzalez-Sapienza et al., 2000), y de trematodos como S.
mansoni (Noya et al., 1998; Oliveira et al., 2008) y F. gigantica (Jezek et al.,
2008).

El uso de péptidos sintéticos también se ha aplicado en ensayos de
inmunizacion para algunos helmintos como S. mansoni (Auriault et al., 1991;
Noya et al., 2001) y A. costaricensis (Solano-Parada et al., 2010).

A partir de las secuencias de proteinas que habian sido caracterizadas en
nuestro laboratorio como antigénicas frente a sueros de pacientes positivos a
estrongiloidiasis (Pérez-Garcia, 2010), se sintetizaron un total de 9 péptidos
(Tabla 3.3). Para ello se seleccionaron las zonas de la proteina que presentaran
menor homologia en su secuencia de aminodcidos con las de otros helmintos
parasitos.

Para evaluar la capacidad diagndstica de los 9 péptidos se realizaron ensayos
ELISA utilizando sueros de pacientes con estrongiloidiasis procedentes de la
zona endémica de la Comunidad Valenciana. Se obtuvieron buenos resultados
en cuanto a sensibilidad (hasta del 93,75%) con 2 de los péptidos, MET1 y
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TRO1, ya que fueron los péptidos reconocidos por un mayor numero de sueros
y generaron respuestas mds intensas.

A tenor de estos buenos resultados, se evalud la especificidad de los péptidos
MET1 y TRO1 utilizando 61 sueros correspondientes a pacientes con otras
helmintiasis, procedentes de otras zonas de endemia diferentes, y cedidos por
el Servicio de Parasitologia del Instituto de Salud Carlos Ill de Madrid. Dichos
péptidos mostraron reactividad también con sueros de pacientes de
esquistosomiasis. Una explicacion que justifique la elevada reactividad cruzada
entre ambas helmintiasis puede ser que al proceder estos pacientes de zonas
tropicales y subtropicales donde ambos pardsitos coexisten, estos pacientes
hubieran padecido (o padeciesen en la actualidad) también estrongiloidiasis, y
por tanto, presentaran anticuerpos frente a estos péptidos en el suero.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Feliciano et al. (2014),
guienes usaron péptidos fusionados a virus bacteriéfagos para el diagndstico
de estrongiloidiasis humana, donde los 2 mejores péptidos presentaron
valores de sensibilidad y especificidad del 85% y 77.5%, respectivamente.
Dichos autores sefialan como de gran importancia la capacidad de
reconocimiento de estos péptidos por IgG de los pacientes y su posible uso
como biomarcadores en ensayos diagndsticos de rutina (Feliciano et al., 2014).
En este contexto, los péptidos MET1 (correspondiente a Metaloproteasa) y
TRO1 (de Tropomiosina), podrian asimismo considerarse como potenciales
biomarcadores de infeccién por S. stercoralis. Futuros estudios con mayor
numero de muestras, y no solo de suero, podrian confirmar esta posibilidad.

5.4. Sobre la produccion de anticuerpos policlonales y su utilizacion
como herramienta diagndstica

Como abordaje complementario, otro de los objetivos de este trabajo fue el de
explorar la posibilidad de generar nuevos sistemas de diagndstico basados en
la deteccidon de antigenos en muestras bioldgicas. Para ello se obtuvieron
anticuerpos policlonales en conejos frente a alguna de las proteinas
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recombinantes obtenidas en el presente trabajo. Asi se obtuvieron vy
purificaron anticuerpos policlonales frente a las proteinas recombinantes 14-3-
3 zeta, Ferritina 1 y Proteasa aspartica 4.

Dichos anticuerpos mostraron diferentes resultados en cuanto especificidad
cuando fueron evaluados frente a lisados totales de los helmintos pardasitos F.
hepatica, T. canis, y Anisakis sp. (Figura 4.17).

Solo uno de los anticuerpos generados, el obtenido frente a la proteina 14-3-3
zeta, reconocié una banda en lisados totales de proteinas de Anisakis sp.,
correspondiente probablemente a la proteina 14-3-3 de este parasito. No se
dispone de la secuencia de esta proteina en Anisakis sp., pero si que ha sido
caracterizada en otros nematodos y, en todos ellos el peso de la proteina se
sitia en los 30 KDa aproximadamente. Por lo tanto, el anticuerpo policlonal
generado contra el fragmento clonado de la proteina de S. stercoralis, no
resultaria atil para su uso en diagndstico cuando se sospeche infeccién por
helmintos como Anisakis sp. Como se ha comentado anteriormente en este
trabajo, la proteina 14-3-3 pertenece a una familia de proteinas bastante
conservadas entre distintos organismos por lo que, probablemente, el
anticuerpo policlonal producido en el presente trabajo reconocid algin
epitopo comun entre ambos nematodos.

Por el contrario, los otros dos anticuerpos policlonales, anti-Ferritina 1 y anti-
Proteasa aspartica 4 no mostraron reactividad cruzada con ninguna de las
proteinas de los parasitos analizados, siendo especificos para los fragmentos
de proteinas recombinantes respectivos, lo que sugiere que los anticuerpos
producidos frente a estas dos proteinas de larvas L3i de S. stercoralis podrian
resultar Utiles para el diagndstico de la estrongiloidiasis.

El no disponer de suficiente material parasitario de S. stercoralis nos ha
impedido realizar nuevos estudios de sensibilidad con lisados del parasito, con
la idea de la puesta a punto de un método diagndstico basado en la deteccion
de proteinas propias de larvas L3i, de una forma fiable y rdpida en heces del
paciente. Futuros ensayos nos permitiran abordar esta parte del estudio.
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Como prueba de concepto, se realizaron ensayos preliminares tipo ELISA de
captura de inmunocomplejos en suero utilizando dichos anticuerpos. Para ello
se emplearon los mismos sueros de pacientes autdctonos que en
experimentos previos (Apartado 3.2.2). Dichos ensayos se realizaron de
manera similar a los descritos muy recientemente por Levenhagen et al.
(2015), en los que utilizé una fraccién de inmunoglobulinas frente a las
proteina HSP60 de Strongyloides sp. Aunque los primeros resultados no han
sido muy satisfactorios, se espera mejorar dichos ensayos en un futuro
cercano. Una vez se hayan puesto a punto en suero se podran realizar ensayos
con muestras fecales.

5.5. Sobre la localizaciéon in situ en larvas L3i de las proteinas
estudiadas

Utilizando los anticuerpos policlonales generados en el presente trabajo se
realizaron ensayos de inmunolocalizacién mediante microscopia laser confocal
de las proteinas nativas 14.3.3, Ferritina 1 y Proteasa aspdrtica 4, en cortes
histolégicos de larvas L3i de S. stercoralis. La localizacion de las proteinas en las
larvas puede resultar muy interesante de cara a su uso en el desarrollo de
sistemas diagndsticos o terapéuticos, ya que las proteinas ubicadas en la
superficie del parasito resultan candidatas ideales para estos fines por su
accesibilidad. Para ello se siguid el protocolo establecido en el laboratorio de
Parasitologia para este tipo de ensayos. En este contexto existen muy pocos
trabajos publicados; de hecho en uno de estos estudios, Abraham et al. (2011)
realizaron ensayos de inmunolocalizacion del antigeno de S. stercoralis Ss-IR,
pero en este caso utilizaron larvas enteras y no cortes de las mismas. En
nuestro caso se optd por realizar cortes para poder no solo analizar la
superficie parasitaria, sino también comprobar si las proteinas estaban siendo
producidas y exportadas desde regiones del interior de la larva. Como se indicé
en el apartado 4.8, se pudo localizar las tres proteinas en los cortes de larvas
L3i tanto en superficie como en estructuras internas de las mismas,
confirmando la utilidad de los anticuerpos en este tipo de técnicas.
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No existen estudios previos en la literatura sobre localizacion en cortes de
larvas de S. stercoralis de ninguna de las proteinas con las que se ha trabajado
en la presente Tesis Doctoral. No obstante, si que existen algunos trabajos
publicados sobre la localizacién de proteinas homdlogas a las analizadas en la
presente memoria en otros nematodos relacionados. La proteina mejor
estudiada en este contexto es la 14-3-3, con la que se han llevado a cabo
estudios previos de inmunolocalizacién en otros helmintos como C. sinensis,
donde se determind que estaba extensamente distribuida en el adulto,
especialmente por la superficie parasitaria y la ventosa, asi como en la pared
de la metacercaria (Wang et al., 2012). Liu et al. (2003) llevaron a cabo ensayos
de inmunolocalizacién de esta proteina en cercarias y adultos de S. japonicum,
localizdndola principalmente en tegumento, subtegumento, mdusculo y
parénquima en ambas fases evolutivas. Similares fueron los resultados
obtenidos por Schechtman et al. (2001), encontrando esta proteina igualmente
distribuida en tegumento de adultos de S. mansoni, y también en el tracto
reproductor femenino de este parasito. Todos estos estudios coinciden con los
resultados obtenidos en la presente Tesis, ya que se confirmd la presencia de
la proteina 14-3-3 en zonas tanto de la superficie como en regiones internas de
la larva.

Sobre la localizacién de proteasas asparticas en vermes, Jolodar et al. (2004),
realizaron ensayos de inmunolocalizacién de una Catepsina D, en los que se
observdé marcaje en el interior de lisosomas situados en la hipodermis y
epitelio del intestino y tracto reproductor en O. volvulus. En ese mismo trabajo
se demostrd la presencia de esta proteasa en oocitos maduros mientras que
en los oocitos inmaduros no hubo sefial positiva. En nuestros experimentos se
confirmé la presencia de la proteina Proteasa aspartica en larvas L3i de S.
stercoralis, localizandose dicha proteina en el interior y en la superficie
larvaria. Ademds, también aparecieron acumulos de marcaje fluorescente
correspondiente a la deteccidn de la proteina en la regién préxima a uno de los
extremos de la larva, lo que sugiere que se podria estar liberando esta proteina
al medio externo como productos de E/S.
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No hay estudios publicados relativos a la localizacion de la Ferritina en
helmintos, de modo que nuestros estudios, en los que se ha confirmado la
presencia de la proteina en la larva L3i, son pioneros en este aspecto.

Como se ha comentado a lo largo del presente trabajo, una de las principales
dificultades con las que nos hemos enfrentado en el desarrollo de los
experimentos, fue la de obtener suficiente material parasitario. Seria
interesante llevar a cabo estudios comparativos sobre la localizaciéon de estas
proteinas en distintas fases evolutivas del pardsito. Del mismo modo, se podria
también analizar los datos de expresion de genes obtenidos tanto de larvas L3i
(Marcilla et al. 2012), como de otras fases evolutivas del parasito en
colaboracién con Viney et al., y compararlos con los datos de protedmica, y
confirmar si finalmente existe correspondencia entre el nimero de copias de
mRNA de los transcritos correspondientes con la presencia real de dichas
proteinas en helmintos.

5.6. Sobre el estudio morfoldégico de la superficie de la larva L3i

Las técnicas de microscopia electrénica son una herramienta muy util que no
solo puede ayudarnos a conocer mejor la morfologia externa (mediante
barrido, o SEM), sino que ademas también es aplicable para estudios
ultraestructurales (transmisién, TEM), e incluso para localizar las proteinas
presentes en estructuras concretas (técnicas inmunohistoquimicas).

Son escasos los trabajos publicados hasta la fecha en los que se hayan utilizado
técnicas de microscopia electrénica de barrido (SEM) con el fin de estudiar la
superficie y estructuras de S. stercoralis, tal vez debido a las dificultades tanto
de obtencion de materiales parasitarios, como de su manipulacién (Arizono,
1976; Sakamoto et al., 1981; Viney et al., 1990; Sato et al., 2007). Sato et al.
(2008) utilizaron SEM para comparar la anatomia del estoma de la region
apical en hembras adultas parasitas de 8 especies del género Strongyloides (S.
robustus, S. callosciureus, S. planiceps, S. papillosus y S. myopotami, S.
procyonis, S. martis 'y S. ransomi).
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En otros trabajos se ha utilizado microscopia electrénica de transmision (TEM)
para estudiar la penetracion de larvas infectivas de S. ratti a través de la piel de
su hospedador (Grove et al., 1987). Dionisio et al. (2000), utilizando también
TEM, realizaron un estudio ultraestructural de larvas de S. stercoralis recién
eclosionadas en el interior del intestino del hospedador. La técnica de TEM se
ha utilizado también para la inmunolocalizacién de diversas proteinas
marcadas en cortes ultrafinos de helmintos (Cohen et al., 2002; Bogitsh et al.,
2001). En este contexto, en cuanto se disponga de materiales parasitarios, se
pretende realizar estudios utilizando TEM con los anticuerpos disponibles y
marcados con oro coloidal, que pueden ayudar a realizar una localizacidn
ultraestructural de las proteinas de S. stercoralis con las que se ha trabajado en
esta Tesis y, al igual que se menciond en los ensayos de localizacién mediante
microscopia laser confocal, podria compararse la produccién y localizacién de
las proteinas en diferentes fases del ciclo de vida del parasito.

En nuestro conocimiento no se han publicado estudios de SEM sobre larvas L3i
de S. stercoralis, consituyendo el presente trabajo la primera aportacion de
este tipo de estudios. En el caso de S. ratti, Sakura & Uga (2010), confirmaron
mediante ensayos SEM como la larva L3s es capaz de penetrar la piel del
hospedador muy rapidamente.

Nuestros resultados mediante SEM han puesto de manifiesto que la técnica de
preparacion utilizada, mediante punto critico, permite la adecuada
preservacion sin artefactos de las larvas L3 de S. stercoralis. Dicha técnica ya ha
sido utilizada con éxito en estudios de larvas de otros nematodos como
Meloidogyne incognita, confirmando su buena prestancia comparada con el
uso de fijadores quimicos como glutaraldehido, formaldehido, tanto solos o
junto a alcoholes (Eisenback, 1986).

Los ensayos realizados han permitido identificar las estructuras tipicas
presentes en los helmintos del grupo Phasmidia previamente puestas de
manifiesto en otras especies relacionadas, asi como la presencia de campos
laterales y de papilas a lo largo de la superficie de las larvas L3.
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\] Conclusiones

Primera:

Se han producido péptidos sintéticos correspondientes a proteinas de S.
stercoralis, donde dos de ellos TRO1 y MET1, correspondientes a regiones de
las proteinas Tropomiosina y Metaloproteasa, respectivamente, pudieran
tener utilidad en el diagndstico de la estrongiloidiasis humana a partir de
muestras de suero de pacientes.

Segunda:

Se ha confirmado la mayor abundancia de los mRNA codificantes para las
proteinas Antigeno principal-major antigen, Trehalasa, 14-3-3 zeta, Catepsina L
y Ferritina 1, en la fase larvaria L3i de S. stercoralis que en otras fases
evolutivas del parasito.

Tercera:

Los fragmentos recombinantes producidos a partir de cinco de las proteinas de
S. stercoralis correspondientes a los transcritos mas abundantes: Antigeno
principal-major antigen, 14-3-3 zeta, Aminopeptidasa sensible a puromicina,
Ferritina 1 y Proteasa aspartica 4, no han mostrado utilidad diagndstica frente
a la estrongiloidiasis humana en ensayos de deteccion de anticuerpos
especificos en sueros de pacientes.

Cuarta:

Se han generado anticuerpos policlonales frente a dos de fragmentos
proteicos, correspondientes a Ferritina 1 y Proteasa aspdrtica 4, que han
mostrado alta especificidad en ensayos inmunoenzimdticos, por lo que
podrian ser buenos candidatos para su uso en ensayos de deteccion de
antigenos en pacientes de estrongiloidiasis.
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Quinta:

Se ha generado un tercer anticuerpo policlonal, frente a la proteina 14-3-3
zeta, que ha mostrado reactividad cruzada con la proteina 14-3-3 de Anisakis
sp., pudiendo presentar aplicabilidad para el diagndstico de anisakiasis cuando
la infeccion por S. stercoralis haya sido descartada.

Sexta:

Se han localizado las proteinas 14-3-3 zeta, Ferritina 1 y Proteasa aspartica 4
en zonas proximas a la superficie y en estructuras del interior de larvas L3i de
S. stercoralis utilizando los anticuerpos policlonales obtenidos. Dichos
anticuerpos constituyen una buena herramienta para el estudio de dichas
moléculas.

Séptima:

Se han realizado, que sepamos, los primeros estudios de larvas L3i mediante
microscopia electronica de barrido, mostrando la utilidad de la técnica
empleada para no alterar el material parasitario y permitir la identificacién de
estructuras caracteristicas de las mismas.
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