Int. J. Morphol.,
37(2)773-779, 2019.

Aspectos Generales del Perfil Protedmico
del Echinococcus granulosus

General Aspects of the Proteomic Profile ofEchinococcus granulosus

Carlos Manterola? Nayely Garcia & Claudio Rojas*

MANTEROLA, C.; GARCIA, N. & ROJAS, R. Aspectos generales del perfil protedmicosiinococcus granulostisit. J. Morphol.,
37(2)773-779, 2019.

RESUMEN: La informacion disponible referente a las caracteristicas protedémidasglehulosu®s escasa (no supera los 50
estudios publicados); y nos parece que la identificacion protedmica, podria mejorar la comprension de algunas carameifsicas b
e inmunolégicas de la Equinococosis Quistica (EQ). De tal modo que el prote@ngrdaulosusain no esta bien descrito. Sélo
existen reportes de algunas secuencias de proteinas. El objetivo de este manuscrito fue comentar algunos aspectosiale la evidenc
existente respecto de los estudios del perfil proteémich.dghnulosusSe recomienda el estudio de al menos el quiste y su pared, el
liquido hidatidico y la viscera del hospedero. Para ello, existen metodologias que han sido empleadas para estudigstasmsaracte
protedmicas de la EQ. Entre ellas, destacan SDS-PAGE, electroforesis bidimensional combinada con Western Blot, inmynoanalisis,
espectrometria de masas mediante técnicas MALDI-TOF. Se han identificado una serie de proteinas en muestras de EQ. Algunas de
ellas, asociadas a procesos inmunolégicos, de gluconeogénesis, glucogenolisis y glucogénesis. Por otra parte, se ha ldocumentado
liberacion de exosomas al liquido hidatidico por parte de los protoescélex y la capa germinativa; estructuras en lasdguntifieshan
do factores de virulencia asociados con la supervivencia del quiste. No obstante lo anteriormente sefialado, se reqiigs de mult
estudios exhaustivos en la materia para comprender mejor la caracterizacion perfil protedmigoadelosus.

PALABRAS CLAVE: Echinococcus granulosusProteémica.

INTRODUCCION

La hidatidosis o equinococosis quistica (EQ), es una Existe cierta evidencia que sugiere que algunos
zoonosis que representa un problema de salud publica gemotipos serian mas virulentos para el hombre humanos
importantes repercusiones socioeconémicas. Es causadaquar otros (Cuchest al, 2016).
la infeccién con el estadio larvario dechinococcus
granulosus (E. granulosuy; parte del phylum Este interesante fendmeno, propio de la biologia del
Platyhelminthes, clase Cestoda; subclase Eucestoda, orBegranulosusse ha estudiado mediante técnicas de biolo-
Cyclophyllidea, familia Taeniidae, género Echinococcugia molecular, basadas en la reaccién en cadena de la
(Romiget al, 2015). polimerasa (PCR) y el analisis secuencial del ADN; lo que

ha permitido caracterizar la complejidad de estos de céstodos

Como todos los euctos, estos organismos carecenddgmominado&. granulosusensu lato (sl), compuesto por:
tiene intestino, por lo que, el intercambio de nutrientesBy. granulosusss (genotipos G1-G3E. equinugG4), E.
desechos se produce a través del tegumento o cubierta datleppi (G5) y E. canadensi§G6-G10); con variaciones
célula externa. fenotipicas, que se pueden evidenciar en las caracteristicas

del ciclo biolégico, especificidad del huésped intermedio,

El hombre, se infecta por la ingestion accidental deatron de desarrollo, patogenicidad, antigenicidad, dinami-
huevos dé. granulosusprovenientes de heces de canidosa de transmision y; por consiguiente, en las medidas nece-
infectados. Sin embargo, se ha reportado que Echinococeagias para controlar la enfermedad (Bovdesl, 1992;
spp, pueden infectar a las personas a través de aliment®owles & McManus, 1993a,b; Daniel Mwambedeal,
por contacto directo con animales. 2004; Ahnet al, 2015).
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La informacion disponible referente a las caracteriRESULTADOS
ticas protedmicas d&l. granulosu®s escasa (no supera los
50 estudios publicados); y nos parece que la identificacion
protedmica, podria mejorar la comprension de algunas ca-  Con las estrategias utilizadas en las fuentes de infor-
racteristicas bioquimicas e inmunoldgicas de la EQ (M’radacion, se lograron recuperar 35 articulos, los cuales fue-
et al, 2005; Cucheet al; Manterola & Otzen, 2016; Avila ron analizados a titulo y resumen; lo que permitié seleccio-
et al, 2017). De tal modo que el proteoma de EQ aun mar un total de 15 articulos, los que fueron revisados a texto
esta bien descrito. Solo existen reportes de algunas secuEmnpleto, los que constituyen el insumo del presente repor-
cias de proteinas (UniProt, 2019; NCBI, 2019). te. Con ellos, se sintetiza la evidencia respecto de las si-
guientes definiciones:
El objetivo de este manuscrito fue comentar aspec-
tos de la evidencia existente respecto de los estudios Nfterial de estudio: Se recomienda el estudio de al menos
perfil protedmico del EQ. el quiste y su pared, el liquido hidatidico y la viscera del
hospedero; a partir de los cuales se puede realizar analisis
de datos y listar las proteinas especificas encontradas (Ahn
MATERIAL Y METODO et al) (Fig. 1).

En muestras de EQ, se pueden estudiar las caracte-

Disefio: Revision narrativa. risticas protedmicas del hospedero, de la pared del quiste,

del liquido hidatidico y de los protoescélex. Es asi como,
Poblacion: Se incluyeron todo tipo de estudios publicadoexiste evidencia de cambios en la expresion de proteinas de
hasta febrero de 2019, sin restriccion idiomatica, que inclios protoescoélex, en respuesta a factores externos, como el
yeran poblacién humana o animal, que aportasen en tostamiento antihelmintico (Chemadeal, 2003). Algo si-
métodos de cuantificacion protedmica de EQ. No se conegiilar a lo descrito para la composicion de proteinas del li-
deraron criterios de exclusion. quido hidatidico en diferentes ubicaciones anatomicas del

hospedador (Aziet al, 2011; Cukt al, 2013).
Fuentes de informacion:Se revisaron los siguientes
metabuscadores, bibliotecas y bases de datos: Trip Databd&&tpdos utilizados:Uno de los métodos mas utilizados para
BIREME-BVS, SciELO, WoS, MEDLINE, EMBASE y el andlisis de proteinas es el SDS-PAGE (electroforesis en
SCOPUS. gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico) (Aetz

al.). De hecho, ya ha sido utilizado para el estudio de liqui-
Estrategias de busquedaEn las fuentes antes sefialadagjo quiste hidatidico (Fig. 2).
se realizaron blsquedas sensibles utilizando los términos
"Echinococcus granulostgMesh]; "Echinococcus La electroforesis bidimensional combinada con
granulosugyenetics"[Mesh]; Echinococcus granulostis Western Blot, asi como el inmunoanalisis, también han ju-
metabolism"[Mesh]; "Proteomics"[Mesh]; "Proteomics/gado un rol clave para el andlisis protedmico incluso en la
methods"[Mesh]; y conectores booleanos (AND y OR); utblsqueda de antigenos Hegranulosusspecificos (Li &
lizando estrategias adaptadas a cada fuente de informacidmao, 2012).

Protocolo de estudio:La recuperacion de documentos se Sin embargo, el bioandlisis de las técnicas de
cerro el 28 de febrero de 2019. De los articulos selecciomspectrometria de masas mediante técnicas MALDI-TOF
dos, se analizaron en orden progresivo titulos, resimendd$ (Matrix-assited laser desorption/ionization time-of-flight
articulo en extenso, en busqueda del cumplimiento de lmg&ss spectrometry) se convirtié en un recurso de referencia
criterios de inclusién y exclusion. para la protedmica y la identificacion de microorganismos

en parasitologia clinica; entre otras, en EQ. De hecho, con
Variables de interés:Las variables de interés fueron mateanalisis MALDI-TOF/TOF, se ha demostrado la expresion
rial de estudio necesario para determinar protedmica, métambiante de proteinas de EQ, generando alteraciones en
dos mas frecuentemente utilizados, y proteinas identificadéss niveles de expresion de éstas en el suero de pacientes

con EQ (Sadjjadet al, 2018).
Herramientas estadisticasNo se utilizan.

Proteinas identificadas:Se han identificado alrededor de
Aspectos éticosSe realiz6 enmascaramiento de autores80 proteinas diferentes en muestras de EQ (Fig. 3). Algunas
centros. de ellas, asociadas a los procesos de gluconeogénesis,
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Fig. 1. Andlisis de un higado humano infectado BogranulosusLas
regiones de interés son el quiste y su pared, el liquido hidatidico y el higa-
% do. Una vez obtenida las muestras, se realiza el procesamiento bioquimico,
los péptidos proteoliticos digeridos se someten a cromatografia liquida de
masas, espectrometria de masas y analisis de datos, para posteriormente
adjuntarlos al listado de proteinas especificas.
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Fig. 2. SDS-PAGE de liquido de quiste Fig. 3. Principales componentes de la respuesta inmunolégica al liquido
hidatidico humano, después de tincién con hidatidico en el huésped. Moduladores inmunoldgicos derivados. del
azul de Coomassie. Se evidencian protei- granulosusy principales citoquinas que regulan esta respuesta. Moléculas
nas que se tifien de 170 kDa a 11 kDa. El derivadas del paréasito (AgB, EgTeg y EQEF-1b/d), pueden provocar activa-
carril de la izquierda corresponde al con- cién predominantemente Th2; mientras que EQTPx y otros, pueden provo-
trol y el de la derecha a una muestra de car activacion de células Th1/Th2 de forma concomitante.

hidatidosis humana. El sistema de numera-
cion utilizado para las discos de gel se apre-
cian a la derecha de la muestra.
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glucogenolisis y glucogénesis (Azt al.; Cuiet Tabla I. Algunas proteinas parasitarias identificadas mediante espectrometria
al.). En una experiencia china (A&tal), el ana- de masas en tandem, en liquido de quistes hidatidicos humanos por infec-

lisis de material de quistes hidatidicos fértiles pro-cion conE. granulosus

venientes de tres pacientes intervenidos porID Descripcion Recuento espectral
hidatidosis en Xinjiang; permitié reconocer algu- (% de cobertura)
nas proteinas presentes en el liquido hidatidico, CO-Enzimas metabdlicas
nociendo de este modo la composicion de las pro-,173; Fructosa-bifosfato aldolasa 5 (18,0)
teinas del parasito (Tabla I); asi como algunas pro- ¢4+, Fosfoenolpiruvato 48.0)
teinas_ presentes en los hospederos que han sidg7276 Glutation S-transferasa 3(16,0)
estudiados (Tabla ). 82276 Malato deshidrogenasa 26,0)

Por otra parte, se ha observado que al com->> 10 Glucosa fosfatasa > 10,0)
parar el perfil proteémico del liquido hidatidico, Cito esqueleto .
existen diferencias en la expresion de la proteina y ! 4260 Actina 6(10.0)
adaptacion del metacestodo en su entorno huésped82514 Proteina tegumentaria 22L0
segun la localizacion de la lesion quistica; asi como Protedlisis
también isoformas en las fracciones citosdlica, nu- 40093 Antigeno 5 de 38 kDa 19 (25,0)
clear, mitocondrial y microsomal (Alvite & Esteves, Miscelaneas
2016; Zeghir-Bouteldj&t al, 2017). Por ende, se 11212 Histona H4 3(29,0)
puede sefialar que existe evidencia orientativa de 4646 Poliubiquitina 3(8,0)
asociacion de proteinas especificas a diversos teji-j ¢35 Proteina amiloidea beta A4 2 (13,0)
dos, fenotipos celulares, estadios del parasito y pro-g3,s9 Antigeno B 5(65.,0)
cesos patobioquimicos, asi como procesos 16286 Antigeno B subunidad 4 4(360)

inmunoldgicos en la EQ (Longuesp&ieal., 2017).

Tabla Il. Proteinas del huésped identificadas mediante espectrometria de masas en tdndem, en liquido de quistes
hidatidicos humanos por infecciéon déngranulosus

Recuento espectral
(% de cobertura)

ID Descripcion

Enzimas metaboélicas

1 Carbonico anhidrasa 2 3(14,0)
2 Carbonico anhidrasa [ 6(33,0)
5 Piruvato quinasa 4(14,0)
6 Enolasa 38.,0)
7 Biliverdina reductasa B 2(14,0)
8 Triosefosfato isomerasa 1 2(22,0)
Respuesta inmunoldgica
16 IgA 1 2(10,0)
17 IgG 10 (16,0)
18 1gG 5(7,0)
22 IgM 3(17,0)
23 Ig kappa 7 (44,0)
28 Alfa-1-acido glicoproteina 5(22,0)
29 Zinc-alfa2- glicoproteina 2(7,0)
30 Complemento C3 6 (4,0)
Miscelaneas
68 Galectina-7 (union de azucar) 5(40,0)
69 Ciclofilina (actividad de peptidil-prolil cis—trans isomerasa) 3(18,0)
70 Histona 1H2AD 2(37,0)
71 Haptoglobina (proteolisis) 3(12,0)
72 Factor 1 eucariotico de translacion elongacion 2(5,0)
73 Proteina ribosomal S5 (estructural) 2 (14,0)
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Por otra parte, se ha verificado que los componentesproteinas de metacéstodo para inmunodiagndéstico (Gasser
de un quiste hidatidico, en especial los protoescolex ydaal, 1989, 1991).
capa germinativa; producen y liberan exosomas en el liqui-
do hidatidico; estructuras en las que se han identificado fac- Las herramientas protedmicas y el analisis
tores de virulencia asociados con la supervivencia del quiseinformatico de sueros de pacientes con niveles de expre-
te, incluidos antigenos y peptidasas altamente inmunogénisaén de proteinas relacionados en este caso con hidatidosis;
(Siles-Lucaset al, 2018). En este sentido, se han desarrpodrian ayudar a realizar diagndstico mas validos y
llado investigaciones de productos excretores y secretomemfiables; lo que redundaria en un incremento en la cali-
de las proteinas antigénicas Belgranulosusen su forma dad de los procesos de seguimiento posteriores a un trata-
adulta en canidos (Warg al, 2015). miento (Celiket al,, 2009; Sadjjadet al).

El diagnostico de moléculas liberadas en el suero de
DISCUSION pacientes con hidatidosis, podria utilizarse como objetivo
diagnostico-terapéutico; por ende, el andlisis del suero de
sujetos con equinococosis quistica y su comparacion con
El enfoque inmunoproteémico para el diagnoéstico dadividuos normales, podria ayudar a una mejor compren-
enfermedades infecciosas humanas es una herramienta sidg de la relacion huésped-parasito (Virgiei@l, 2012).
interesante. Los primeros pasos en este sentido se dieron a
fines de la década de los 80’s y principios de los 90’s se Siguiendo esta linea de trabajo, es que no parece leja-
inicio el estudio y caracterizacion de proteinas en membra el poder desarrollar una nueva vacuna para el huésped in-
nas y muestras de liquido hidatidico, utilizando como fuetermediario a partir del perfil proteémico de los genotipos méas
frecuentes que afectan un territorio (en el caso nuestro G1,
o G3, G5 y G6) (Manterol&t al, 2008;
Procesos biologicos Espinozaet al, 2014; Alvarez Rojast al,

Proliferacion celular 2017; Corréat al, 2018; Hernandegzt al,
:mm’:xfmm 2019); puesto que la existente (Providean
Muerte celular Hidatil EG 950), fue desarrollada por utili-
BB iaasis seti . zando una pequefa fraccion proteica de la
Procesos multiorganismo membrana exterior del parésito; por lo cual
Senalizacion . L . .
Reproduccion _— presenta una serie de limitaciones, por ejem-
g:':.':“'uc.on calular el plo no otorgar similar cobertura en otros
Localizacién genotipos como G6 y G7, pues fue desarro-
Respuesta a estimulos

Desarrollo de procesos llada para G1; y no da cobertura a la gran
Procesos multicelulares variabilidad de haplotipos descritos (Chow
R lacion blologic .

Pracescs metabdlicos et al, 2008; Alvarez Rojast al, 2013).

LNEER BN mEE  EmD

Procesos celulares

Por otra parte, se han asignado tér-
minos de ontologia génica a las proteinas
identificadas (Fig. 4); sobre la base de la

X similitud utilizando Blast2Go (software de
N\ bioinformética para la anotacién funcional
‘ automética de nuevos datos de secuencias)
(Gotzet al, 2008).

Funcién molecular

Actividad enzimatica
Actividad transcripcion

Unlones
Actividad catalitica .‘ \ / i N
Actividad antloxidante | | No obstante lo anteriormente sefia-
Actividad transportadora . . .
Actividad estructural ; / lado, se requiere de multiples estudios ex-
haustivos en la materia para comprender
mejor la caracterizacion perfil proteémico
del EG,; lo que indudablemente contribui-
|

‘ i ré en una serie de aspectos del conocimien-

Fig. 4. Términos ontolégicos del proceso biolégico, funcién molecular y subcategori@sJ€ |2 enfermedad (morfologia y fisiolo-
de componentes celulares de genes asociados con proteinas del parasitos idenfffidade! parasito, virulencia, diagnéstico
das en el fluido de un quiste hidatidico mediante Blast2Go. precoz, prevencion y tratamiento).
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