Original Breve

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

PURIFICACION DE LA FRACCION ANTIGENICA 27-28 KDA

A PARTIR DEL ANTIGENO METABOLICO SECRETADO-
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RESUMEN

En el presente estudio, las fracciones antigénicas de 27-28 KDa de Fasciola hepatica fueron purificadas por cromatografia
de exclusiéon molecular para su aplicaciéon en el diagnéstico de la fascioliasis humana. Se obtuvieron antigenos de
excrecion y secrecion a partir de fasciolas adultas vivas obtenida de higado de ovino y bovino, y cultivados en medio
minimo esencial. La reactividad y eficacia del antigeno purificado fueron evaluadas por la prueba de inmunoblot
empleando cuatro sueros con fascioliasis humana; cuatro sueros con otras parasitosis, y dos sueros negativos. Se
concluye que las fracciones antigénicas purificadas no presentan reaccién cruzada con otras parasitosis, por inmunoblot,
por lo que se considera a las proteinas purificadas como potenciales candidatas a ser utilizadas para el diagndstico de
fascioliasis humana.
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PURIFICATION OF ANTIGENIC FRACTION 27-28 KDA FROM THE
METABOLIC ANTIGEN FROM METABOLIC SECRETED-EXCRETED
FROM Fasciola hepatica

ABSTRACT

Antigenic fractions of 27-28 kDa from Fasciola hepatica were purified by size-exclusion chromatography for use in the
diagnosis of human fasciolosis. Excretion and secretion antigens were obtained from living adult flukes collected from
sheep and cattle liver, and cultured in minimum essential medium. The reactivity of the purified antigen and efficacy were
assessed by immunobilot test using four sera with human fascioliasis; four sera with other parasites, and two negative
sera. We conclude that the purified antigenic fractions do not cross-react with other parasites by immunoblot. Therefore,

purified proteins are considered as potential candidates to be used for the diagnosis of human fascioliasis.
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INTRODUCCION

Los antigenos metabdlicos de excrecion-secrecion de
Fasciola hepatica (AgMFhE/S total), han sido reportados
como potenciales antigenos de importancia inmunoldgica
debido a su importante rol en inducir la formacion de
anticuerpos. Los productos de AQMFhE/S total, tienen en
su composicion proteasas que participan en la nutricion y
son consideradas factores importantes de virulencia asi
como en la evasion de la respuesta inmune del parasito y
en la invasion de tejidos del hospedero (2.

Algunos analisis electroforéticos y bioquimicos del antigeno
total AQMFhE/S de F. hepatica, mostraron 31 bandas de
naturaleza polipeptidica en rango de 10-116 KDa, dentro

de los cuales destacan un grupo de siete polipéptidos entre
66-116 KDa; un segundo grupo de nueve polipéptidos
entre 60-31 KDa, un tercero con seis polipéptidos entre
29-17 KDa, y una agrupacion de nueve polipéptidos entre
10-15 KDa @4, Estos antigenos son utilizados en pruebas
seroldgicas con enfoque diagndstico, con valores variables
de sensibilidad y especificidad ©9. Se conocen cuatro
bandas de diagnostico especificas (8, 12, 15 y 24kDa)
en pacientes infectados con F. hepatica ©. En Perud se ha
evaluado la eficacia del inmunoblot para inmunoglobulina
G (IgG) utilizando AgMFhE/S totales, encontrandose
que la bandas 17 y 23 KDa son altamente sensibles
y especificas ®. A la vez, se encontraron reacciones
cruzadas con ofras parasitosis como paragonimiasis,
amebiasis y enfermedades crénicas hepaticas ©6).

! Laboratorio de Zoonosis Parasitaria, Instituto Nacional de Salud. Lima, Peru.

* Bidlogo; ® Técnico de Laboratorio; © Magister en Biologia Parasitaria; ¢ Doctor en Ciencias.

Recibido: 14-01-14  Aprobado: 28-05-14

Citar como: Antitupa I, Quispe W, Mayo ], Valverde F, Sanchez E. Purificacién de la fraccién antigénica 27-28 KDa a partir del antigeno metabdlico
secretadoexcretado de Fasciola hepatica. Rev Peru Med Exp Salud Publica. 2014;31(2):288-91.

288 |



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2014; 31(2):288-91.

Purificacion antigénica en Fasciola hepatica

También fueron evaluados antigenos purificados que
mostraron valores de especificidad y sensibilidad entre
94,5 y 100%, con fracciones antigénicas purificadas de
pesos moleculares de 14 KDa y 24-29 KDa @17,

Se ha observado que un componente antigénico del
producto metabdlico AQMFhE/S total del parasito adulto
con una masa molecular aproximada de 27 KDa podria
tener importancia inmunodiagnéstica hasta con 100% de
sensibilidad y 98% de especificidad. (. La purificacion
parcial de AgMFhE/S total de F. hepatica utilizando
Sephadex G-200 elimina gran parte reactividad cruzada
con sueros de fascioliasis 9.

El propdsito del presente estudio es purificar una
fraccion antigénica (27-28 kDa) de F. hepatica mediante
cromatografia de exclusién molecular para su aplicacién
en el diagnéstico de la fascioliasis humana.

EL ESTUDIO
ANTIGENO TOTAL

El antigeno total AQMFhE/S fue obtenido a partir de pa-
rasitos adultos obtenidos de higado de ovinos y bovinos
naturalmente infectados. Los parasitos fueron lavados
con solucién fosfato salino (PBS) 0,01M a pH=7,2. Es-
tos, a su vez, fueron cultivados en 100 mL de medio mi-
nimo esencial (MEM) (GIBCO™), enriquecido con bicar-
bonato de sodio a pH=7,2 a 37 °C (cincuenta parasitos
por placa). El sobrenadante del cultivo colectados cada
4 h, durante 16 h, fue dializado en membrana de dialisis
de 12 -14KD (Spectra/Por 1), en agitacion contra 100
volumenes de agua destilada. Finalmente, el dializado
fue centrifugado 10 000 x g durante 30 min a 4 °C. La
concentracion de proteinas del antigeno fue determina-
da por el método de Lowry.

ELECTROFORESIS SDS-PAGE

El analisis del perfil proteico del AgMFhE/S total
y purificado se realizd por SDS-PAGE en gel de
poliacrilamida al 12% en un equipo Mini-Protean I
(BIO-RAD) a una diferencia potencial de 160 V. Se
utilizé 8 uL de antigeno en concentracion de 1,15 pg/uL.
El gel fue coloreado con nitrato de plata.

ANTIGENO PURIFICADO

La purificaciéon de AQMFhE/S se realizé por cromatografia
de exclusién molecular (sephadex G-100), equilibrado
con buffer de equilibrio pH=7,2 (0,01M NaH,PO,, 0,01M
Na,HPO,). Finalmente, se usé 2 mL de AGMFhE/S [1,15
pg/uL] alicuotado después de la didlisis. La elucién de

los antigenos se realizd con NaCl 1M; se colecto trece
fracciones en tubos de 1,5 mL; luego se determind la
concentracion proteica de cada fracciéon y, finalmente,
se realizd6 una electroforesis SDS-PAGE al 12%. Las
fracciones que contenian las proteinas purificadas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (BIO-RAD) por
electrotransferencia a voltaje constante de 55V por 75 min.

REACCION INMUNOENZIMATICA

La seleccion de los sueros en la seroteca se hizo
de acuerdo con los siguientes criterios: examen
parasitolégico (heces) y serolégico (ELISA). Se tomaron
cuatro sueros de fascioliasis, un suero de hidatidosis, un
suero de cisticercosis, un suero de paragonimiasis, un
suero de Blastocystis hominis y dos sueros negativos,
para evaluar su reactividad antigeno-anticuerpo
mediante la técnica de Western Blot con las tiras
reactivas de AgMFhE/S total y AQMFhE/S purificados
que contienen las fracciones 27-28 KDa.

HALLAZGOS

La concentracion del AQMFhE/S total fue de 2,07 ug/uL;
en la caracterizacion proteica en geles SDS-PAGE al
17% se observo la presencia de diez bandas de pesos
moleculares aproximados: 64,1; 28,3; 27,4; 20,4; 17 ,1;
14,1; 8,8;6,5; 5,9y 4,1 KDa visualizandose la fracciéon de
interés a purificar; estos pesos moleculares aproximados
fueron determinados con un coeficiente de confiabilidad
de 95%, comparando la movilidad electroforética (Rf) de
la proteina de peso molecular desconocido con el del
MPM (BIO-RAD) (datos no mostrados).

Marcador de Peso
AgMFhE/S
AgMFh-Purif.

116,3 KDa —
974KDa ™
66,2 KDa =

45,0 KDa =

31,0KDa == 27-28 KDa

21,5 KD ==

Figura 1. Electroforesis en SDS-PAGE al 12% de AgMFhE/S
purificados por cromatografia de exclusion molecular. Se puede
observar que la flecha indica la banda de 27-28 kDa purificado
en una matriz de Sephadex G-100. Linea A, MPM (BIORAD);
linea B, 10 yL de AgMFhE/S total [2,73 ug/uL]; linea C, 10 pL
de fraccion purificada de AQMFhE/S [0,93 ug/uL]
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Figura 2. Cuantificacion de las fracciones de AgMFhE/S
purificadas por cromatografia de exclusion molecular en una
matriz de sephadex G-100. Las fracciones 8, 9 y 10 indican las
fracciones donde caen las bandas de interés (27-28 KDa); en
cada fraccion se puede observar las diferentes concentraciones
de antigeno en ug/uL

Mediante cromatografia por exclusion molecular utilizando
sephadex G-100, que es una técnica que permite separar
moléculas en funcion de su tamafio molecular, se purifico
bandas de importancia diagnédstica de pesos moleculares
aproximados entre 27-28 KDa a partir de AQMFhE/S totales
(Figura 1); a la vez, estas fracciones purificadas caen en
las alicuotas 8, 9 y 10 con concentraciones de 0,740 ug/
uL; 0,630 ug/uL y 0,590 ug/uL respectivamente (Figura 2),
los picos mas altos se grafican cuando las alicuotas 8, 9y
10 contienen las proteinas de interés purificados.

Una vez obtenidas las fracciones purificadas, se probd
su utilidad en el diagnéstico de fascioliasis humana, para
esto se procedid a realizar una prueba de Western Blot

AgMFhE/S total AdMFhE!S purificado
M12 3 L 1°2] 34)516/ [7 8 910
97 KDa =— W
66 KDa =—
45 KDa =
31KDa =—
:
21KDa —
14KDa =

Figura 3. Prueba de Western Blot utilizando las fracciones
totales (A) y purificados (B) para el diagndstico de F. hepatica en
humanos: M: MPM (BIO-RAD); 1 y 2: sueros control negativo;
3, 4, 5y 6: sueros positivos para fascioliasis humana; 7, 8, 9
y 10: sueros de otras parasitosis. La flecha indica la fraccion
antigénica purificada 27-28 KDa.
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utilizando estas fracciones purificadas, luego se evalué
con sueros de pacientes con fascioliasis confirmados,
con sueros controles negativos y sueros con otras
parasitosis. A la vez, se comparé con tiras producidas
AgMFhE/S totales (Figura 3).

En la reaccion inmunoenzimatica se observé que los
AgMFhE/S totales mostraron bandas reactivas de
pesos moleculares aproximados de 8,8 KDa hasta 27-
28 KDa (8.8, 14.2, 17.1, 20.4, 27-28 KDa) con sueros
de pacientes con fascioliasis humana confirmadas
mediante examen coproldgico y seroldgico, detectando
las cuatro muestras como positivas. En cambio, las tiras
reactivas que contienen AgMFhE/S total, que fueron
incubadas con sueros de otras parasitosis, hacen
reaccion cruzada a Blastocystis hominis y Paragonimus
spp, con la presencia de bandas de peso molecular 20,4;
27-28 KDa (Figura 3A), mas no con sueros de pacientes
con cisticercosis e hidatidosis.

En cambio los AQMFhE/S purificados no presentaron
reacciones cruzadas; también se detecta las cuatro
muestras de pacientes con fascioliasis humana
confirmada, donde se puede observar la presencia de
la banda 27-28 KDa (Figura 3B). Esto demuestra la
especificidad y sensibilidad de esta fraccion purificada y
su potencial uso en el diagnéstico de fascioliasis humana
por Western Blot y en otras pruebas de serologia.

DISCUSION

La concentracion de AgMFhE/S purificado desde
AgMFhE/S total, es directamente proporcional, es decir
cuanto mayor es la concentracion de AGQMFhE/S total em-
pleado para la purificacion, se obtiene mayor concentra-
cion de AQMFhE/S purificado. Por ejemplo, de una alicuota
de concentracion de 2,73 ug/uL del AQMFhE/S total se ob-
tiene 0,90 ug/uL del AQMFhE/S purificado.

Los AgMFhE/S totales de F. hepatica son proteinasas
que se encuentran en el exterior del parasito, como
resultado de regurgitacion "9, asi como los AGMFhE/S
totales obtenidos en el presente trabajo. Por lo tanto
se puede decir que la fraccion molecular purificada
(27-28 KDa) es de esta misma naturaleza, que puede
estar implicada en la digestién extracelular de las
células intestinales ('". También se observo que cuando
los parasitos inmaduros y maduros de F. hepatica,
se mantenian en cultivo durante 16 h se liberaban
metabolitos como producto de la secrecion - excrecion
tegumentaria y alimenticia, que influyen en la migracion
del parasito. Como se ha evaluado en otros trabajos
estas enzimas fueron clasificadas como proteinasas de
cisteina, divididas en dos grupos (grupo 1: 60-90 KDa y
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grupo 2: 27,5 a 50 KDa) ("2, esto se puede comparar con
los resultados obtenidos, en donde la fraccion purificada
tiene un peso molecular aproximado de 27-28 KDa.

Las fracciones de pesos moleculares aproximados 27 KDa
y 25-26 KDa son de naturaleza proteinasa como catepsina
L-like, segun el andlisis de las secuencias N-terminal, se
trata de una de las proteinas méas importantes excretadas
y secretadas por F. hepatica in vitro y son las moléculas
predominantes en un 80%, también se pudo demostrar
por microscopia que se encuentran en vesiculas a nivel
de las células epiteliales del intestino de F. hepatica
(1314 Si solo nos basariamos en el peso molecular de
la fraccion purificada en este trabajo, se podria decir
que se trata de la misma proteinasa que tiene mucha
importancia en el inmunodiagnostico de la fascioliasis
humana; para demostrar esto es recomendable realizar
un trabajo de caracterizacion molecular y bioquimica de
esta fraccion; ya que esta proteinasa, catepsina L-like,
se usa en otros paises en pruebas de ELISA y Western
Blot, obteniéndose buenos resultados y que ahora
podrian ser utilizados como una proteina de importancia
inmunodiagndstica (*17), Esto es correlativo con este
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