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RESUMEN

Los parasitos utilizan diferentes mecanismos moleculares para detectar, invadir y subsistir
en sus hospederos. En estos mecanismos intervienen las proteinas excretoras/secretoras (ES),
también conocidas como secretoma. El interés en estas proteinas como blancos de fAirmacos ha
crecido dada su importancia en la interaccion hospedero-parasito. La creciente disponibilidad de
genomas ha permitido el estudio de las proteinas ES en algunos parasitos de animales terrestres;
sin embargo, el conocimiento y estudio de estas proteinas en parasitos de la clase Monogenea es
escaso. Los monogéneos son parasitos que ocasionan dafios en distintas especies de peces en
cultivo. El objetivo principal de este trabajo fue predecir y anotar funcionalmente los secretomas
en cuatro especies de monogéneos (Gyrodactylus salaris, Neobenedenia melleni, Eudiplozoon
nipponicum 'y Protopolystoma xenopodis) y compararlos con secretomas de otros platelmintos
parasitos (clases Trematoda y Cestoda) y de vida libre (Rhabditophora) por medio de herramientas
bioinformaticas. El tamafio de los secretomas fue variado en un intervalo de 4.33 a 11.6%, donde
el monogéneo P. xenopodis presentd la mayor proporcion de proteinas ES con respecto a su
proteoma. La anotacion funcional en términos GO destacd funciones de procesos metabolicos,
celulares, actividad catalitica y la respuesta a estimulos. Los secretomas fueron comparados entre
las distintas especies mediante diagramas de Venn; cuatro especies de monogéneos analizadas
comparten 13 proteinas del secretoma (3 clusters), mientras que las especies representantes de las
cuatro clases de platelmintos comparten 56 proteinas del secretoma (22 clusters). En el monogéneo
Gyrodatylus salaris, se identificaron un total de 15 proteinas ES tnicas (o exclusivas) de esta
especie); por lo tanto, estas proteinas se consideran como posibles blancos de farmacos. De estas
15 proteinas, una (denominada aqui GyrC) resulté homoéloga de la procatepsina L (206X), la cual
se ha registrado como un blanco farmacolédgico viable en el trematodo Fasciola hepatica. Por lo
tanto, se realizd un analisis de Acoplamiento Molecular entre la proteina 206X (junto con otras
ocho proteinas homologas) y distintos antihelminticos, de los cuales la Emodepsida resulto ser el
ligando con mejor puntaje de afinidad (-12 Kcal/mol) con el receptor 206X. Asi, la Emodepsida
podria ser un antihelmintico efectivo para combatir a G. salarisy y quiza otros monogéneos. Esta
informacion puede ser util para un mejor estudio del secretoma de pardsitos monogéneos y su

importancia como posible terapia antihelmintica.

Palabras clave: Monogenea, proteinas ES, secretoma, blanco de farmacos, acoplamiento
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ABSTRACT

Different molecular mechanisms are deployed by parasite to colonize into their hosts.
Excretory/Secretory (ES) proteins, also known as secretome, play an important role in the host-
parasite interactions. Therefore, these proteins have received attention as therapeutic targets for
parasitic diseases. The availability of genomes and transcriptomes have facilitated the study of ES
proteins in parasites of medical and veterinary importance; however, the knowledge is poor for
parasites of the class Monogenea. Some monogenean species may cause health problems in farmed
fish. The goal of the present study was to identify and functionally annotate the secretomes in four
monogenean species (Gyrodactylus salaris, Neobenedenia melleni, Eudiplozoon nipponicum and
Protopolystoma xenopodis) and compare to secretomes from other parasitic (class Trematoda and
Cestoda) and free-living (Rhabditophora) plathelminths by using a bioinformatic approach. The
secretome sizes ranged from 4.33 to 11.6% of the total predicted proteome. The most represented
Gene Ontology Terms were metabolic process, cellular process, catalytic activity, and stimulus
response. The four monogenean species shared 13 ES proteins (three clusters), whereas
representants of the four classes of plathelminths shared 56 ES proteins (22 clusters). A total of 15
unique ES proteins were identified in G. salaris. These proteins were considered as potential drug
targets, but only one (herein named GyrC) was homologue homologue of the procathepsin L
(206X), which is a viable drug target in the trematode Fasciola hepatica. The molecular docking
analysis were run with procathepsin L (along eight other homologue proteins) and different
anthelmintics. The anthelmintic emodepside had the best affinity (-12 Kcal/mol) with 206X.
Therefore, emodepside could be an effective anthelmintic against G. salaris and other
monogeneans. These finding may be informative for future studies that analyze the secretome of

monogeneans and their importance as therapeutic targets.

Keywords: Monogenea, ES proteins, secretome, drug targets, molecular docking
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1. INTRODUCCION

Los platelmintos pueden ser de vida libre (Clase Rhabditophora) o parasitos (Superclase
Neodermata). Estos ultimos se clasifican en tres clases (Cestoda, Trematoda y Monogenea) e
incluyen especies responsables de diversas enfermedades en humanos y animales (Collins, 2017).
Los monogéneos pueden causar problemas respiratorios y osmorregulatorios, irritacion y anemia
en los peces (Rohde, 2005; Ogawa, 2015). Estos parasitos tienen un ciclo de vida directo, con
tiempos generacionales cortos y fecundidad muy alta, que al desarrollarse completamente dentro
de los sistemas de cultivo, dificulta la prevencion o control de las infecciones (Ogawa, 2015; Hoali,
2020). Un monogéneo altamente patdogeno es Gyrodactylus salaris, el cual ha impactado
negativamente el cultivo de salmon (Salmo salar Linnaeus, 1758) y de algunas otras especies como

la trucha arcoiris y trucha artica (Bakke et al., 2002).

Existen distintos tratamientos para combatir a estos parasitos. La aplicacion de bafios de formalina,
praziquantel, ivermectina y extractos de plantas son comunes; sin embargo, hay ocasiones en que
las dosis no son adecuadas y los tratamientos resultan toxicos para los peces o no son eficaces
contra todos los estadios del parasito, como huevos o larvas (Sharp et al., 2004; Forwood et al.,
2013; Militz et al., 2013; Morales-Serna et al., 2018). Por ello, es importante buscar alternativas

que permitan atacar de una manera mas eficiente al parasito.

Entre las alternativas estd la identificacion de blancos moleculares hacia los cuales dirigir los
farmacos. En ese sentido, un grupo interesante de moléculas son las proteinas excretoras/secretoras
(ES) que en conjunto conforman el secretoma. Estas proteinas son aproximadamente 30% del total
de proteinas codificadas (proteoma) que ingresan a la via secretora (Skach, 2007). Las proteinas
ES de un organismo pueden ser distintas moléculas, tales como enzimas digestivas, proteasas
extracelulares, hormonas y anticuerpos (Maizels y Yazdanbakhsh, 2003; Bonin-Debs et al., 2004),
las cuales tienen funciones como la adhesion, protedlisis y organizacion de la matriz extracelular
(Gomez et al., 2015). Varias proteinas que se han detectado en el secretoma de parasitos cumplen
funciones metabodlicas y ayudan a evadir el sistema inmune del hospedero (Maizels y
Yazdanbakhsh, 2003; Zarowiecki y Berriman, 2015). Ademas, las proteinas ES suelen ser

antigenos de diagnostico inmunogénico por su accesibilidad para ser reconocidas por los sistemas
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inmunitarios del hospedero, siendo asi posibles biomarcadores para detectar infecciones

parasitarias (Wang et al., 2015).

Las proteinas ES son posibles blancos de farmacos, ya que al salir de la célula pueden ser inhibidas
por los medicamentos. Ejemplo de ello son la insulina, el interferén, anticuerpos recombinantes,
activadores de plasmindgeno y hormona del crecimiento (Bonin-Debs et al., 2004). Algunas
proteinas que se han estudiado como candidatas a blancos de farmacos en parasitos son las
catepsinas, serinas, proteinas de choque térmico y quinasas, las cuales han sido estudiadas
mayormente en parasitos como Schistosoma mansoni, Echinococcus multilocularis, E. granulosus,
Taenia solium y Fasciola hepatica, que parasitan animales terrestres (Cass et al., 2007;

Merckelbach y Ruppel, 2007; Abaza, 2014; Jedlickova et al., 2019).

En el pasado, la identificacion de nuevos blancos de farmacos se basaba en la deteccion de una
molécula activa y su validacion se hacia después de que un farmaco antiparasitario estaba
disponible para posteriormente hacer un ensayo y determinar si el medicamento funcionaba contra
el parasito (Woods y Williams, 2007). Dado que la determinacion experimental de las interacciones
farmaco - molécula blanco siguen siendo procedimientos complicados y demandantes la relacion
costo-tiempo, la intervencion de métodos computacionales (analisis in silico) para su optimizacion
se ha hecho cada vez mas presente (Saldivar-Gonzélez et al., 2017). En los ultimos afios, el
procedimiento computacional del Acoplamiento Molecular (docking) ha permitido evaluar la
afinidad de union entre miles de macromoléculas (receptor) y moléculas pequeiias (ligando) (Trott
y Olson, 2010), lo que reduce el abanico de posibilidades y da lugar a una validacion experimental

mas objetiva y segura.

La informacion que se conoce acerca de la clase Monogenea es limitada en esta area, tan solo se
tienen proteomas predichos pero sin estar anotados y de manera general no se sabe mucho de la
biologia molecular de estos organismos, ni de parasitos que sean de ambientes acuaticos. En el
presente trabajo se aplican herramientas computacionales para predecir el secretoma de
monogenéos y compararlo con el de otros platelmintos parasitos y de vida libre. Adicionalmente,
se realiza la anotacion funcional de las proteinas ES y la prediccion de posibles blancos de farmacos

mediante acoplamiento molecular.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de los Platelmintos Parasitos

El filo Platyhelminthes comprende una gran diversidad de especies tanto acuaticas como terrestres.
Por lo general tienen una simetria bilateral y un cuerpo suave que carece de proteccion, son
dorsoventralmente aplanados, usualmente hermafroditas y pueden ser pequefios o muy grandes.
Estos pueden ser de vida libre (Clase Rhabditophora) o parésitos (Subfilo Neodermata). Los
platelmintos parésitos se dividen en tres clases: Cestoda, Trematoda y Monogenea (Maule y Marks,
2006; Collins, 2017). Estas clases han pasado por procesos evolutivos que les conceden
caracteristicas Unicas para adaptarse al medio en el que se desarrollan, por lo cual diferentes
hipotesis han sido planteadas. Park y colaboradores (2007) corroboran la idea de que el
ectoparasitismo es una condicion primitiva y el endoparasitismo una condicidon derivada, que esta
relacionado con los ciclos de vida directo (clase Monogenea) e indirecto (clase Trematoda y

Cestoda) (Figura 1).

Por otro lado, hay una caracteristica que todas comparten: el tegumento. Este se extiende por todo
el cuerpo del parasito y tiene la funcion de absorber nutrientes, asi como la comunicacion quimica
inicial entre parasito y hospedero. El tegumento representa una defensa contra los mecanismos de
ataque del hospedero y es capaz de unir moléculas externas de 'sefalizacion' para iniciar procesos
celulares, moleculares o bioquimicos internos involucrados en numerosas funciones, lo cual

explica su larga y exitosa vida en el hospedero (Maizels et al., 2004; Maule y Marks, 2006).

La clase Monogenea esta representada por especies ectoparasitas de peces (Tinsley, 2005). Aunque
hay excepciones, como los monogéneos de la familia Polystomatidae que parasitan la superficie u
organos internos de animales semiacuaticos, como anfibios, tortugas e hipopdtamos (Héritier et al.,

2015).
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Figura 1. Relaciones filogenéticas entre los grupos del subfilo Neodermata basadas en el analisis
de datos de secuencias de aminodcidos de proteinas mitocondriales utilizando el anélisis
Bayesiano, métodos de maxima probabilidad y maxima parsimonia. Imagen tomada de Park et al.
(2007).

La principal caracteristica de los monogéneos es su organo llamado haptor, que les ayuda a
sujetarse de la superficie de su hospedero. Por esta caracteristica, la clase Monogenea se divide en
dos subclases: Monopisthocotylea y Polyopisthocotylea (Figura 2). La primera incluye especies
que habitan principalmente en superficies externas como piel, aletas, branquias, cavidad oral y
cabeza; pueden moverse facilmente en el hospedero, se alimentan de células epiteliales y presentan
un haptor unico compuesto por ganchos. Por otro lado, los monogéneos de la subclase
Polyopisthocotylea, prefieren las branquias de los teledsteos, se alimentan de sangre y tienen un

haptor que lleva numerosas unidades de agarre en forma de ventosas esclerotizadas (Rohde, 2005).
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Figura 2. Diferencias en el haptor de los monogéneos de la subclase A. Polyopisthocotylea y B.
Monopisthocotylea. Imagen tomada y modificada de Rohde (2005).

2.2. Secretoma

El término secretoma fue utilizado por primera vez por el autor Tjalsma et al. (2000) mientras
trabajaban con la bacteria gram positiva Bacillus subtilis. Este concepto hace alusion al conjunto
de proteinas que son secretadas y a la maquinaria involucrada en este proceso. Otro autor lo define
como “el estudio global de proteinas que son secretadas por una célula, tejido u organismo en un
momento dado o bajo ciertas condiciones” (Hathout, 2007) y més tarde Agrawal y colaboradores
(2010) proponen al secretoma como “el grupo global de proteinas secretadas en el espacio
extracelular por una célula, tejido, 6rgano u organismo en cualquier momento y condiciones a
través de mecanismos secretores conocidos y desconocidos que involucran organulos secretores
constitutivos y regulados". La secretdmica es un subconjunto de la protedmica que incluye
informacion sobre las proteinas secretadas, los compuestos organicos y otras vias de secrecion

(Ganesan, 2016).

Las células exportan proteinas desde su sitio de sintesis hacia otros destinos dentro o fuera de la
célula. Las proteinas ES son transportadas convencionalmente mediante el reticulo endoplasmico

(RE) al aparato de Golgi y luego a la membrana plasmatica para ser liberada al espacio extracelular.
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Para esto, las proteinas se forman como pre-proteinas con un péptido sefial en el extremo N-
terminal, el cual es removido por peptidasas sefial especificas (SPase) una vez que la proteina se
ha liberado en su lugar correcto. Una de las principales rutas para la exportacion de proteinas es la
dependiente del sistema Sec; no obstante, para algunas proteinas particulares hay rutas alternas,
como el sistema Tat (twin arginine transport) o rutas dependientes de transportadores ABC
(Tjalsma et al., 2000). La ruta del sistema Sec tiene varios componentes divididos en seis grupos:
chaperones citosolicos, motor de translocacion (SecA), componentes del canal de translocacion
(SecYEG y SEcDF-YajC), SPases, SPPases y factores de plegado. En general, una pre-proteina es
reconocida primero por factores de focalizacion solubles para su transporte a la membrana blanco,
donde la proteina llega a ser asociada con la maquinaria de translocacion. Enseguida, la cadena de
polipéptidos es transportada a través de un canal proteinico. En la mayoria de los casos este
transporte es manejado por un motor de translocaciéon que une e hidroliza nucleo6sidos trifosfatos.
Finalmente, la péptido senal es removido, resultando en la liberacion de una proteina madura. Si la
proteina es translocada en una conformacion desplegada, la proteina madura se doblaré en su forma

original poco después de su liberacion.

Algunas proteinas pueden también ser liberadas a la membrana plasmadtica y espacio extracelular
sin pasar por la ruta convencional de secrecion (RE-Golgi). Hay dos categorias de estas proteinas
(Rabouille, 2017). La primera abarca proteinas sin péptido sefial que atraviesan la membrana
plasmatica y son activas en el medio extracelular, siendo secretadas por tres rutas con distintos
mecanismos: Tipo I, translocacion a través de la membrana mediada por poro; Tipo II, secrecion
basada en transportadores ABC; y Tipo III, secrecion basada en autofagosoma/endosoma. La
segunda categoria abarca proteinas con péptido sefial y/o un dominio transmembrana que entra en
el RE pero evita el aparato de Golgi en su camino hacia la membrana plasmaética. Una caracteristica

comun entre estas rutas es que, con algunas excepciones, se inducen por estrés.

La secrecion de proteinas es un proceso necesario para un funcionamiento normal del organismo,
por lo que un desequilibrio en la produccion de proteinas secretoras podria indicar alguna patologia

(Hathout, 2007).

Las proteinas excretoras/secretoras (ES) estan presentes en todos los seres vivos y se involucran en
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procesos de adhesion celular, migracion celular, diferenciacion, supervivencia, determinacion de
patogenicidad, factores de virulencia en bacterias y en la respuesta inmune de los organismos

(Bonin-Debs et al., 2004; Ganesan, 2016), por lo que su presencia en pardsito no es una excepcion.

2.2.1. Proteinas ES como Blancos de Farmacos en Parasitos

Un nuevo campo se ha concentrado en estudiar a las proteinas ES ya que tienen funciones de
comunicacion célula-célula y adhesion y en los parasitos son esenciales para procesos de evasion
del sistema inmune del hospedero (Gomez et al., 2015). El secretoma en los parasitos pueden
cambiar dependiendo de los estimulos y mensajes que sus células reciban, es decir, puede secretar
diferentes proteinas si se encuentra en situaciones de estrés (por ejemplo la accion de un fairmaco)
o el estadio de vida por el que esté pasando (Hathout, 2007; Wang et al., 2015). Las proteinas ES
circulan por todo el cuerpo y se localizan o liberan en la superficie celular (Ranganathan y Garg,
2009). Los antigenos “secretados” incluyen enzimas digestivas que producen los parasitos adultos
en sus intestinos, asi como contenidos uterinos liberados por helmintos junto con huevos o larvas

(Hewitson et al., 2009).

Con el desarrollo de las plataformas digitales de bases de datos y la obtencion de nuevos genomas,
proteomas y transcriptomas, el estudio in silico del secretoma en parasitos ha sido posible y ha
permitido la deteccion de nuevos posibles blancos de farmacos. Por ejemplo, mediante
herramientas bioinformaticas, Cuesta-Astroz et al. (2017) predijeron los secretomas de 31 especies
de Nematoda y 13 especies de Platyhelminthes, incluyendo especies de parasitos de plantas y
animales, asi como especies de vida libre. Los nematodos tuvieron secretomas mas grandes con
respecto a los platelmintos, asi mismo, los parasitos que infectan a animales siguen la tendencia de
tener un secretoma mas chico (en promedio 7.1% con respecto al proteoma). Seis especies de los
platelmintos analizados tuvieron menos de 500 proteinas secretoras (dentro de las clases Cestoda
y Trematoda). La mayoria de las proteinas ES tuvieron una longitud de 100-300 aa, mientras que
algunas pocas tuvieron una longitud mayor a 1000 aa, las cuales forman parte de secretomas en

organismos de vida libre como Caenorhabditis elegans y Pristionchus pacificus. El secretoma mas
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grande fue el del nematodo Bursaphelenchus xylophilus (porcentaje de 13.9% con respecto al
proteoma), que es parasito de la madera del pino, seguido por C. elegans (13% del proteoma).
Aunque el porcentaje del secretoma en B. xylophilus es mayor (con respecto a las proteinas del
proteoma), el secretoma de C. elegans tiene un mayor numero de proteinas en su secretoma (2,077
proteinas del secretoma en B. xylophilus y 3,121 proteinas del secretoma en C. elegans). El
secretoma mas pequeio correspondié al platelminto parasito Schistosoma mansoni (4.2% del
proteoma). El tinico monogéneo (Gyrodactylus salaris) incluido en el estudio tuvo un secretoma

con 653 proteinas, equivalente a 5.8% del proteoma total.

También con métodos bioinformaticos, Gahoi et al. (2019) predijeron y anotaron funcionalmente
las proteinas ES en el genoma de 73 especies de nematodos. Los autores identificaron un total de
452 proteinas ES de nematodos parasitos del humano y plantas, las cuales presentaron homologia
con blancos aprobados por DrugBank y con genes clasificados como letales (indispensables para
la vida) en C. elegans, por lo tanto sugirieron que estas proteinas representan potenciales blancos
para el control de parasitos y para realizar futuros experimentos que ayuden a entender las

interacciones hospedero-parasito.

En otro ejemplo, Wang et al. (2015) analizaron computacionalmente el proteoma del céstodo
Echinococcus multilocularis e identificaron 673 proteinas ES putativas, las cuales estuvieron
representadas principalmente por inhibidores de proteasas, proteasas, glucosidasas, pliegues
similares a inmunoglobulinas y factores de crecimiento. Estos autores identificaron 383 proteinas
ES como potenciales blancos de farmacos; ademas, determinaron que cuatro de estas proteinas

blanco tienen correspondencia con farmacos conocidos.

Las afinidades de union y estabilidad entre proteinas ES blanco y farmacos pueden analizarse
también con métodos computacionales. Uno de estos métodos es el acoplamiento (docking)
molecular, el cual predice la orientacion preferida de una molécula sobre otra. Esta orientacion se
usa para predecir la fuerza de la unién entre las dos moléculas. Asi, el docking se usa
frecuentemente para predecir la orientacion de la union entre potenciales moléculas de farmacos y
su proteina blanco, con la idea de predecir a la vez la afinidad y actividad del farmaco (Prakash et

al., 2010). Por ejemplo, Chavez-Fumagalli et al. (2019) analizaron el proteoma del parésito
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Leishmania y encontraron una proteina hipotética, parecida a glucosidasa, como ideal blanco de
farmaco. Esta proteina fue modelada para obtener su estructura 3D, a partir de la cual, mediante
docking, confirmaron que dos farmacos comerciales presentaron afinidad hacia el sitio activo

identificado en el modelo molecular.

2.2.2. Estudios de Proteinas en Monogéneos

Los monogéneos del género Gyrodactylus, Neobenedenia y Eudiplozoon han sido de los mas
estudiados por su impacto en los cultivos de peces. Algunas proteinas como las catepsinas
(cisteinas proteasas que tienen diferentes familias) se describe que cumplen roles en la alimentacion
y crecimiento del parésito; éstas han sido encontradas en Neobenedenia melleni (catepsina L) y E.
nipponicum (catepsina L, catepsina B y catepsina D) (Rao y Yang, 2007; Jedlickova et al., 2016;
Jedlickova et al., 2018). En el parésito E. nipponicum también se han detectado proteinas
importantes como las serinas proteasas (proteinas Kunitz) que son responsables de procesos como

la digestion y homeostasis del parasito (Jedlickova et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Identificar in silico el secretoma y posibles blancos de farmacos en monogéneos.

3.2. Objetivos Especificos

1) Predecir el secretoma de los monogéneos G. salaris, Protopolystoma xenopodis, Eudiplozoon
nipponicum 'y Neobenedenia melleni, asi como de otros platelmintos parasitos (Trematoda:
Schistosoma mansoni 'y Fasciola hepatica, Cestoda: Echinococcus multilocularis) y de vida
libre (Tricladida: Schmidtea mediterranea y Macrostomum lignano) para fines comparativos.

2) Realizar la anotacion funcional de los secretomas, agrupandolos de acuerdo a las tres
categorias de la Ontologia de Genes (GO): Componentes celulares (CC), Funcién Molecular
(MF) y Procesos Bioldgicos (BP).

3) Comparar la funcion de las proteinas del secretoma entre especies de monogéneos y otros
platelmintos parasitos y de vida libre.

4) Identificar la estructura 3D de proteinas esenciales y unicas del monogéneo G. salaris para
determinar posibles blancos de farmacos.

5) Realizar el acoplamiento molecular entre las proteinas potenciales de blancos de farmacos
elegidas por homologia y los ligandos catalogados como antihelminticos en la base de datos

de DrugBank enfocado hacia un posible reposicionamiento de farmacos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencion de Datos y Prediccion de Secretomas

Los proteomas predichos de Gyrodactylus salaris (Hahn et al., 2014), Protopolystoma xenopodis,
Fasciola hepatica, Schmidtea mediterranea, Schistosoma mansoni y Macrostomum lignano se
descargaron de WormBase Parasite (https://parasite.wormbase.org/index.html) (Howe et al.,
2016). Los marcadores de secuencia expresadas (ESTs) de Neobenedenia melleni se descargaron
de NCBI y el transcriptoma de Eudiplozoon nipponicum de
https://github.com/jirivorel/Eudiplozoon-nipponicum-transcriptome-secretome. Para la prediccion
de las proteinas ES se utilizaron diferentes programas bioinformaticos (Figura 3). Primero, las
proteinas excretadas por la via clasica se identificaron con SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011), el
cual predice la presencia de péptidos sefial y su sitio de escision en las proteinas. Las proteinas
secretadas por la via no clésica fueron predichas con SecretomeP 1.0 (Bendtsen et al., 2004) bajo
parametros automaticos para mamiferos, seleccionando solo aquellas con puntaje NN mayor o
igual a 0.9 (Garg y Ranganathan, 2011; Cuesta-Astroz et al., 2017). Una vez obtenidas las proteinas
con péptido senal, se us6 TMHMM 2.0 para descartar proteinas con regiones transmembranales
(Krogh et al., 2001). Las proteinas con al menos un dominio transmembranal se verificaron con el
algoritmo Phobius, con el fin de distinguir tramos de residuos hidrofobicos y topologia
transmembranal (Kéll et al., 2004, 2007). Con el programa TargetP 1.1 se identificaron proteinas
mitocondriales con una especificidad de 90% y usando las opciones automaticas para organismos
que no forman parte del Reino Plantae (Emanuelsson et al., 2000). Estas proteinas mitocondriales
fueron descartadas. Las proteinas restantes se analizaron con el programa PS-Scan 1.86 (de Castro
et al., 2006), el cual detecta la secuencia sefial en el reticulo endopldsmico (cddigo prosite:
PS00014), mientras que PredGPI 1.1 (Pierleoni et al., 2008) se us6 para excluir las sefiales de
anclaje GPI o anclaje glicosilfosfatidilinositol en proteinas. El programa Cd-hit 4.8.1 (Li y Godzik,
2006; Fu et al., 2012) Los falsos positivos o proteinas redundantes con una identidad de secuencia
global de 1 se removieron con el programa Cd-hit 4.8.1 (Li y Godzik, 2006; Fu et al., 2012) y asi

finalmente se obtuvieron las proteinas ES.
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Para verificar los resultados predichos por el pipeline, se llevo a cabo un BLASTP entre el proteoma
predicho de F. hepatica y S. mansoni y las proteinas detectadas por espectrometria de masas en los
trabajos de Robinson y colaboradores (2009), Floudas y colaboradores (2017) y Knudsen y
colaboradores (2005).

Descargar proteomas (\VarmBase

ParaSite)
1 -SecretomeP --4— 2 -SignalP — — -®  Proteinas no secretoras
\ TMHMM/  _ . Proteinas transmembranales
Phobius
TargetP — — -  Proteinas mitocondriales
\J
PS - Scan —— - Proteinas lumen ER
PredGFI — — #  Proteinas ancladas-GPI
Cd-hit — = #®  Proteinas redundantes

v v v

Gene Ontology Mapeo rutas Mapeo GO terms
(Pannzer2) KEGG (KAAS) (WEGO)

Analisis de enriquecimiento

Figura 3. Programas bioinformaticos utilizados para la prediccion de proteinas ES y para el
analisis de anotacion funcional.

4.2. Analisis de Grupos Ortélogos

Se realiz6 un analisis de ortologia comparando los secretomas mediante el programa Orthovenn 2
(Xu et al., 2019), con un e-value de 0.00001 y un valor de inflacion de 1.5. Este indice de inflacion
(con valores 1 a 4) equilibra la sensibilidad y la selectividad entre grupos de proteinas y mide como
los miembros de un grupo son similares entre si, por lo que entre mayor sea el indice, la agrupacion

serd mas ajustada (habra un mayor nimero de clusters), pero se deben tener en cuenta el numero

23



de secuencias de los andlisis, para evitar que las secuencias con diferentes funciones queden juntas
y a su vez se puedan separar los verdaderos ortélogos (Li et al., 2003). Orthovenn2 utiliza el método
heuristico de OrthoMCL (Li et al., 2003) para la deteccion de homologia entre proteinas de
distintos organismos. Este método genera clusters de proteinas ortdlogas o paralogas recientes entre
al menos dos especies y se basa en el algoritmo Markov Cluster que sigue la teoria de probabilidad
y flujo de graficos y permite la clasificacion simultanea de relaciones globales en un espacio de

similitud (Li et al., 2003; van Dongen, 2000).

Se compararon los secretomas de las cuatro especies de monogéneos (G. salaris, N. melleni, P.
xenopodis y E. nipponicum). Ademas, se comparé el secretoma del monogéneo G. salaris contra
los secretomas de especies representantes de las otras dos clases de platelmintos parasitos

(Trematoda: S. mansoni y Cestoda: E. multilocularis) y una especie de vida libre (S. mediterranea).

4.3. Anotacion funcional de proteinas

La anotacion funcional permite categorizar a un gran numero de genes en clases funcionales para
tener una mejor comprension fisioldgica de ellos y evaluar sus diferencias. La base de datos
Ontologia de Genes (Gene Ontology Consortium, 2004) organiza la informacién disponible de un
gen en relacion a su rol funcional, analiza una secuencia y le proporciona un término GO (del inglés
Gene Ontology). Los términos GO se clasifican en 3 categorias: 1) Funcion Molecular (MF por sus
siglas en inglés), describe actividades cataliticas o de union, pero no hace referencia a entidades
como moléculas, ni especifica cuando o en qué lugar se lleva a cabo la accidon; 2) Procesos
Biologicos (BP) que refieren a objetivos biologicos logrados por uno o més conjuntos de funciones
moleculares, tales como la apoptosis, que es una actividad de alto nivel que tiene subprocesos; y
3) Componente Celular (CC), describe ubicaciones de los niveles de estructuras de complejos
macromoleculares, por ejemplo, membrana interna nuclear o matriz extracelular. La anotacion
funcional del conjunto de proteinas del secretoma se dividid en grupos de: platelmintos parasitos,
vida libre y monogéneos. Estos se analizaron en el servidor en linea PANNZER2 (T6ronen et al.,

2018). Este programa funciona con tres servidores distintos: el servidor web frontend que contiene
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la interfaz, SANSparallel (Somervuo y Holm, 2015) y DictServer. SANSparallel se utiliza para la
busqueda de homdlogos en la base de datos de Uniprot, a este paso se le llama filtrado de
secuencias, ya que solo se aceptan secuencias con 40% de identidad y 60% de cobertura de
alineacion entre las secuencias de consulta y destino. Ademas de una longitud minima de alineacion
de 100 aminoécidos. Las secuencias asociadas con anotaciones de GO se recopilan para cada
resultado de busqueda llamando al DictServer, que se encarga de administrar metadatos asociados.
Todos los predictores GO implementados por PANNZER2 se basan en estadisticas de
enriquecimiento de la vecindad de secuencias problema, en donde para este caso se utilizd la

funcion de puntuacion de Argot (Falda et al., 2012).

Después de este analisis, se descargo el archivo de salida “GO prediction details” y se graficaron
los resultados (términos GO) con el programa en linea de WEGO 2.0 (Ye et al., 2018). El analisis
de enriquecimiento de las proteinas se realiz6 por medio de la prueba Chi-cuadrada (p-value <0.05)
y se compararon las distribuciones de los términos del secretoma contra genoma de tres grupos:

parasitos, vida libre y monogéneos.

4.4. Analisis de Rutas KEGG

El servidor en linea de KAAS (https://www.genome.jp/kegg/kaas/) fue utilizado para predecir las

rutas metabolicas (Kanehisa et al., 2016) representativas del secretoma de los distintos
platelmintos, esto con el fin de saber si las proteinas ES intervienen en alguna ruta que pueda ser
importante en los parasitos. Se seleccioné como grupo de genes representativos a Eucariotas y el
método bidireccional (BBH). Su prediccion se agrup6 en cuatro clases: Monogenea, Trematoda,

Cestoda y Rhabditophora.

4.5. Identificacion de Potenciales Blancos de Farmacos

Un buen blanco antiparasitario es aquel que tiene el potencial de identificar moléculas, las cuales
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pueden ser administradas de manera eficiente y rentable para lograr una eliminacion rapida y segura

del parasito (Woods y Williams, 2007).

Para elegir potenciales proteinas blanco de farmacos se realizé un primer filtro, el cual consistié en
comparar el secretoma predicho de G. salaris contra el proteoma de su pez hospedero, el salmon
del Atlantico (S. salar), mediante BLASTP (e-value 0.00001) (Figura 4). Esto permiti6 descartar
proteinas homologas que pudieran generar problemas de toxicidad en el pez. El criterio del filtrado
fue exigente y cualquier proteina compartida entre parasito y hospedero, sin importar su porcentaje
de identidad, fue descartada. Posteriormente, los potenciales blancos de farmacos se identificaron
al comparar las proteinas ES “exclusivas” de G. salaris con las bases de datos de Uniprot y Protein
Data Bank (Berman et al.,, 2003) mediante BLASTP (e-value 0.00001), seleccionando sdélo

proteinas homologas con porcentaje de identidad igual o mayor que 60%.

El siguiente paso fue descargar los genes RNAi de C. elegans de la lista
rnai_phenotypes_quick. WS276.wb (ftp://ftp.wormbase.org/pub/wormbase/releases/current-
production-release/ONTOLOGY/). El ARN de interferencia (ARNi) del nematodo modelo C.
elegans, al ser uno de los mejores estudiados, se utiliza en la validacion de blancos farmacologicos
y para el estudio de genes que desempefian funciones importantes para la biologia y desarrollo de
los parasitos (Kumar et al., 2007; Woods y Williams, 2007; Doyle et al., 2010). La eliminacion de
un gen clave y su proteina relacionada, conduce a una falla en las funciones del parasito que puede

dar lugar al descubrimiento de moléculas antiparasitarias (Woods y Williams, 2007).

En la  pagina de Wormbase, se utilizoé la herramienta =~ Wormine
(http://intermine.wormbase.org/tools/wormmine/begin.do) para extraer los genes RNAI
clasificados como letales. En Wormine se cred una lista nueva y se cargoé un archivo (.txt) con los
codigos de los genes letales (separados por comas, e.g., WBGene00019433, WBGene00007110,
WBGene00019400). Se descargaron los archivos (secuencias de acidos nucleicos) en formato
FASTA y se compararon las proteinas ES exclusivas de G. salaris con los RNAI letales de C.
elegans mediante TBLASTN (e-value 0.00001), seleccionando solo las proteinas con porcentaje
de identidad mayor o igual que 60%, para al final obtener las secuencias de proteinas catalogadas

como posibles blancos de farmacos.
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Las secuencias de proteinas ES catalogadas como potenciales blancos de farmacos fueron
mapeadas contra las bases de datos de Uniprot y Protein Data Bank (www.rcsb.org) (Berman et
al., 2003), usando BLASTP con un e-value <0.00001, para seleccionar las estructuras 3D a emplear
en el docking. La seleccion de proteinas para el analisis de acoplamiento molecular se bas6 en su

funcion y cercania filogenética con G. salaris.

Proteoma G. salaris vs
hospedero

v

Fenotipo letal RNAi C.
elegans

v

Candidatos blancos de firmacos

(PDB, Uniprot, ChEMBL)

\

Ligandos
(DrugBank)

Acoplamiento molecular

Figura 4. Pasos para la identificacion de potenciales blancos de farmacos y sus ligandos.

4.6. Preparacion del Receptor y el Ligando

Las estructuras 3D de las proteinas se descargaron en formato pdb (Tabla 1) y se procesaron con
el programa UCSF Chimera 1.14 (www.cgl.ucsf.edu/chimera) (Petterson et al., 2004) para la
preparacion de la proteina, que consta de la limpieza de moléculas de agua, ligandos y
minimizacion de energia mediante descensos mas pronunciados y técnicas de gradiente conjugado
(Alietal., 2020), se agregaron los hidrogenos polares y se hizo una minimizacion (campo de Fuerza
Ambar), que se realizo en forma cargada. Esto nos permitié convertir los archivos de proteinas de

formato pdb a pdbqt para ser procesadas en el acoplamiento molecular.
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Los ligandos catalogados como antihelminticos se descargaron en formato mol2 de la base de datos
ZINC y DrugBank (Sterling e Irwin, 2015; Wishart et al., 2017) (Tabla 2). Estos fueron procesados
con el programa UCSF Chimera 1.14 (www.cgl.ucsf.edu/chimera) (Petterson et al., 2004), en

donde se removieron solventes, se agregaron hidrogenos y se asignaron cargas.

Tabla 1. Receptores seleccionados para el acoplamiento molecular.

Receptor (Cédigo PDB) % de identidad Organismo al que
pertenece
ProCatepsina L1 (206X) 45.25 Fasciola hepatica
Procatepsina L 3 digestiva (3QT4) 48.52 Tenebrio molitor
Catepsina L (514H) 66.3 Homo sapiens
Procatepsina L (1CS8) 50.33 Homo sapiens
Catepsina L mutante (6JD0) 50.33 Homo sapiens
Procatepsina S humana (2C0Y) 42.24 Homo sapiens
Mutante de catepsina K (5Z250) 41.82 Homo sapiens
Inhibidor de catepsina L (30F8) 56.33 Homo sapiens
Procaptesina K (1BY8) 42.73 Homo sapiens

Tabla 2. Farmacos catalogados como antihelminticos.

Antihelmintico Fuente
Albendazol Zinc
Carbamazina Zinc
Carbamazina (pH 7.4) Zinc
Cythioate Zinc
Emodepsida Drug Bank
Fenbendazol Zinc
Fenbendazol (pH 7.4) Zinc
Flubendazol Zinc
Levamisol Zinc
Levamisol (pH 7.4) Zinc
Mebendazol Zinc
Oxamniquina Zinc
Oxana Zinc
Pirantel Zinc
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Piperazina Zinc

Pirvinio Zinc
Praziquantel Zinc
Quinacrina Zinc
Quinacrina (pH 8.4) Zinc
Triclabendazol Zinc
Triclabendazol (pH 7.4) Zinc
Violeta de Genciana Drug Bank

4.7. Acoplamiento Molecular (Docking)

El acoplamiento molecular se llevo a cabo con el programa AutoDock Vina 1.1.2 (Trott y Olson,
2009). Una vez preparados los receptores y ligandos en formato pdbqt se disefid una caja grid o
rejilla de caja en UCSF Chimera 1.14 (Petterson et al., 2004), la cual consta de tres medidas (para
los ejes X, Y y Z) y que usualmente abarca el sitio activo de la proteina, ya que es el area en el que
usualmente se lleva a cabo la interaccion del ligando con la proteina (Roy et al., 2015). Sin
embargo, en este caso, se decidid hacer un acoplamiento “ciego”, es decir, se selecciono toda la
proteina para detectar el sitio de interaccion. El acoplamiento se realiz6 con receptores rigidos y
ligandos flexibles. Posteriormente se descargd del manual de AutoDock Vina
(http://vina.scripps.edu/manual.html) el script que nos permitié hacer el acoplamiento molecular

con varios ligandos (http://vina.scripps.edu/vina_screen_local.sh) y se gener6 un archivo de

configuracion que incluye las coordenadas X, Y, Z, el nombre del receptor, el rango de energia
(igual a tres para todos los acoplamientos), la exhaustividad (igual a 1000) y el nimero de modos
de union (igual a nueve). La afinidad entre receptor y ligando se represent6 en valores de energia
de union (unidades Kcal / Mol) y se eligio la mejor, que resulta ser la que tiene la energia de union

mas baja.
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4.8. Analisis Filogenético de Receptores

Para conocer la cercania evolutiva entre los receptores del acoplamiento molecular (Tabla 1) y el
blanco farmacologico seleccionado en G. salaris, se realizé un analisis filogenético. Para esto, las
secuencias fueron alineadas con el programa MUSCLE 3.8.31 (Edgar, 2004) usando pardmetros
preestablecidos y recortadas con TrimAL 1.2 (Capella-Gutiérrez et al., 2009). Posteriormente, la
seleccion del mejor modelo evolutivo, usando el Criterio de Informacion Akaike Corregido (AICc),
y la construccion del arbol filogenético se llevaron a cabo en MEGA X 10.1.8 (Kumar et al., 2018),

usando el método de maxima verosimilitud.
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5. RESULTADOS

5.1. Prediccion de Secretomas

El presente estudio incluyd cuatro especies de monogéneos ademds de otras cinco especies de
platelmintos con fines comparativos. Los programas que integran el pipeline establecido para la
prediccion de proteinas ES descartaron diferente nimero de proteinas en el proceso (Tabla 3). De
un total de 215,025 proteinas, los programas SignalP y SecretomeP predijeron 23,017 como
secretadas por las vias clasica y no clésica, mientras que TMHMM y phobius descartaron 4,899
proteinas transmembranales. TargetP identifico 99 proteinas mitocondriales y Ps-Scan 159
proteinas del reticulo endoplasmatico, dejando un total de 17,860 proteinas. Estas proteinas fueron
procesadas por PredGPI que identifico 659 proteinas con anclaje glifosilfosfatidilinositol. Un total
de 17,201 pasaron por un ultimo programa, cd-hit, para descartar proteinas redundantes y se
obtuvieron 14,459 proteinas ES, de las cuales, 11,040 pertenecieron a platelmintos parasitos (8,297
de clase Monogenea, 2,071 de clase Trematoda y 672 de clase Cestoda) y 3,429 a platelmintos de
vida libre (clase Rhabditophora).

Los proteomas predichos en las cuatro especies de monogéneos presentaron secretomas de distintos
tamafios (Tabla 3). Cabe sefialar que solo para E. nipponicum, P. xenopodis y G. salaris se tuvieron
proteomas predichos completos, mientras que para N. melleni se analizé so6lo un grupo de
secuencias EST. En relacion al tamafio de su proteoma, los secretomas de E. nipponicum y G.
salaris fueron mas pequefios (6.3% y 6.5% del proteoma, respectivamente), que P. xenopodis
(11.4%). En las secuencias EST de N. melleni se encontraron 567 proteinas ES. En el caso de los
trematodos S. mansoni y F. hepatica y el céstodo E. multilocularis el tamano de su secretoma fue,
respectivamente, 5.08%, 8.47% y 6.29% con respecto al proteoma. En el caso de los platelmintos

de vida libre M. lignano y S. mediterranea sus secretomas representaron 4.3% del proteoma.
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Tabla 3. Proteinas del secretoma en las distintas especies de platelmintos.

Especie Proteinas Proteinas Proteinas mitocondriales y del ~ Proteinas con Proteinas Proteinas del
secretadas transmembranales reticulo endoplasmico anclaje GPI redundantes secretoma/
(SignalP y (tmhmm y phobius) (TargetP, Ps-scan) (PredGPI) (cd-hit) Proteinas
SecretomeP) totales
Gyrodactylus 1395 277 1, 11 11 79 1016/15436 —
salaris 6.5%
Neobenedenia 789 87 0,0 22 113 567/4851 —
melleni 11.6%
Eudiplozoon 3340 591 6,10 55 307 2371/37062 —
nipponicum 6.39%
Protopolystoma 4839 372 42,2 56 24 4343/37906-
xenopodis 11.4%
Fasciola hepatica 1619 229 12,3 30 11 1334/15739
- 8.47%
Schistosoma 1325 404 1,6 16 161 737/14499 -
mansoni 5.08%
Echinococcus 1173 384 2,9 62 44 672/10669 —
multilocularis 6.29%
Macrostomum 6724 2186 34,115 392 1863 2134/49013 —
lignano 4.35%
Schmidtea 1823 369 1,3 15 140 1295/29850 —
mediterranea 4.33%
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En la comparacion que hicimos entre proteinas obtenidas por espectrometria de masas para F.

hepatica y las proteinas ES predichas, se registrd que 15 proteinas predichas coincidieron con 51

proteinas del estudio experimental (Tabla 4) (Robinson et al., 2009), que en su mayoria fueron

catepsinas. En el caso de S. mansoni, 9 proteinas ES predichas coincidieron con 13 del estudio

experimental (Floudas et al., 2017; Knudsen et al., 2005) (Tabla 5 y 6).

Tabla 4. Proteinas ES predichas encontradas en el andlisis de espectrometria de masas de
proteinas ES de F. hepatica del estudio hecho por Robinson et al. (2009).

Codigo Uniprot Proteina Proteina ES % identidad e-value
predicha
Larvas enquistadas
ATUNB2 F. hepatica cathepsin B D915 14770 99 0
D915 10733 71 8e-124
D915 15401 65 2e-54
QS8I7B2 F. hepatica procathepsin B2 precursor D915 10733 99 6e-171
D915 14770 69 6e-172
A5X494 F. hepatica cathepsin B3 D915 14770 98 0
D915 10733 70 le-111
D915 12220 63 le-137
A8W17J0 F. hepatica procathepsin L D915 14227 75 2e-180
D915 08575 69 5e-163
QI9GRWo6 F. hepatica procathepsin L3 D915 14227 74 9e-178
D915 08575 68 3e-161
Q711M2 F. hepatica legumain-like precursor D915 13585 74 4e-39
Q71TTS S. japonicum actin -
Q27655 F. hepatica enolase -
Q5DF69 S. japonicum SJCHGCO063 18 protein -
BOLT92 F. gigantica thioredoxin peroxidase D915 05992 86 7e-164
Q2YHGI C. sinensis myosin regulatory -
light chain
Q86ET3 S. japonicum Clone ZZD1444 mRNA -
sequence
Juveniles recién eclosionados
Q27655 F. hepatica enolase -
P80527 F. hepatica Hemoglobinase-like protein 1 D915 10788 80 9e-08
P91883 F. hepatica thioredoxin D915 05992 82 2e-138
peroxidase
Q7MA4G1 F. hepatica fatty acid-binding protein type-
2
QIU1G6 F. hepatica fatty acid-binding protein type-
3
Q7M4G0 F. hepatica fatty acid-binding protein -
Fh15
QI9GRW4 F. hepatica partial procathepsin D915 14227 73 5e-173
L3 (pFH64) D915 08575 69 le-159
QI9GRW6 F. hepatica partial procathepsin D915 14227 74 9e-178
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L3 (pFH22) D915 08575 68 3e-161
QI95VA7T F. gigantica cathepsin L D915 14227 74 0
D915 08575 68 3e-170
B3TM67 F. hepatica cathepsin L3 (CL3-uy5) D915 14227 73 7e-175
D915 08575 69 2e-163
B3TM68 F. hepatica cathepsin L3 (CL3-uy9) D915 14227 74 le-175
D915 08575 69 6e-159
A8W638 F. hepatica metacercariae cathepsin L D915 14227 76 0
D915 _08575 68 3e-169
A8W7J0 F. hepatica metacercariae procathepsin L D915 14227 75 2e-180
D915 _08575 69 Se-163
Paréasito Inmaduro
Q27655 F. hepatica enolase -
Q5FX78 F. gigantica 14-3-3 protein -
A7UNB2 F. hepatica cathepsin B D915 14770 99 0
D915 10733 71 8e-124
D915 15401 65 2e-54
Q8I7B2 F. hepatica pro-cathepsin B2 precursor D915 10733 99 6e-171
D915 14770 69 6e-172
Q711M2 F. gigantica legumain-like precursor D915 13585 74 4e-39
A6Y9U8 F. gigantica legumain-1 D915 14251 97 0
D915 15009 78 4e-73
A6Y9U9 F. gigantica legumain-2 D915 14251 56 4e-107
QO06A71 F. hepatica GST sigma class -
P56598 F. hepatica GST mu class 26 kDa -
isozyme 1 (GST1)
P31671 F. hepatica GST mu class 26 kDa -
isozyme 7 (GST7)
P31670 F. hepatica GST mu class 26 kDa -
isozyme 47 (GST47)
P30112 F. hepatica GST mu class 26 kDa -
isozyme 51 (GST51)
BOLT92 F. gigantica thioredoxin peroxidase D915 05992 86 7e-164
076945 F. hepatica protein disulphide isomerase D915 10097 99 0
Q8T5Z9 F. hepatica cathepsin L D915 08575 78 0
D915 15922 70 0
D915 14227 74 2e-175
Q7INQ9 F. hepatica secreted cathepsin L1 D915 08575 79 0
D915 15922 69 0
D915 14227 74 0
QO6RO18 F. hepatica cathepsin L protein D915 08575 78 0
D915 15922 69 0
D915 14227 73 0
Q24940 F. hepatica cathepsin L-like proteinase D915 08575 78 0
D915 15922 69 0
D915 14227 74 0
Q9GRW5 F. hepatica cathepsin L1 D915 08575 78 0
D915 15922 70 0
D915 14227 73 9e-173
Q7INQS F. hepatica secreted cathepsin L2 D915 08575 76 0
D915 15922 66 3e-179
D915 14227 71 le-172
AS5Z1V3 F. hepatica secreted cathepsin L2 D915 08575 77 0
D915 15922 67 0
D915 14227 71 le-173
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AS5X483 F. hepatica cathepsin L2 D915 08575 75 8e-119
D915 15922 63 Se-111
D915 14227 71 3e-110
A3FMG6 F. hepatica cathepsin L D915 08575 76 0
D915 15922 66 7e-177
D915 14227 70 2e-168
Q95VA7 F. gigantica cathepsin L D915 14227 74 0
D915 _08575 68 3e-170
A8W638 F. hepatica cathepsin L D915 14227 76 0
D915 08575 68 3e-169
QINGW3 F. hepatica cathepsin L D915 08575 78 0
D915 15922 71 0
D915 14227 72 0
QI9NB30 F. hepatica cathepsin L D915 08575 79 0
D915 15922 70 0
D915 14227 72 le-180
Q711IN7 F. hepatica putative cys] protein -
QIUAS2 F. gigantica fatty acid-binding protein 1 -
Q7M4G1 F. hepatica fatty acid-binding protein type-
2
QIU1G6 F. hepatica fatty acid-binding protein type-
3
Q7M4G0 F. hepatica fatty acid-binding protein -
Fhl5
Q2HPD3 F. hepatica cathepsin L1 proteinase D915 08575 77 0
D915 15922 69 0
D915 14227 73 2e-179
Q4KSLS F. gigantica saposin-1 D915 14814 57 le-28
Secretoma de adulto
Q7INQ9 F. hepatica secreted cathepsin L1 D915 08575 79 0
D915 15922 69 0
D915 14227 74 0
AS5Z1V3 F. hepatica secreted cathepsin L2 D915 08575 77 0
D915 15922 67 0
D915 14227 71 le-173
QI9NB30 F. hepatica cathepsin L D915 08575 79 0
D915 15922 70 0
D915 14227 72 le-180
Q8T5Z9 F. hepatica cathepsin L D915 08575 78 0
D915 15922 70 0
D915 14227 74 2e-175
QI9GRW5 F. hepatica cathepsin L1 D915 08575 78 0
D915 15922 70 0
D915 14227 73 9e-173
Q6RO18 F. hepatica cathepsin L protein D915 08575 78 0
D915 15922 69 0
D915 14227 73 0
Q24940 F. hepatica cathepsin L-like proteinase D915 08575 78 0
precursor D915 15922 69 0
D915 14227 74 0
A5X483 F. hepatica cathepsin L2 D915 08575 75 8e-119
D915 15922 63 Se-111
D915 14227 71 3e-110
Q24945 F. hepatica cathepsin L-like protease D915 08575 78 9¢-97
D915 15922 69 2e-84
D915 14227 69 2e-81
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QINGW?3

A5X484

A8I598

BOLT92
QIU1G7
QIUAS2
Q7M4G1

QYU1G6

Q7M4G0

F. hepatica cathepsin L

F. hepatica cathepsin L1

F. hepatica cathepsin L

F. gigantica thioredoxin peroxidase

D915 08575
D915_15922
D915_14227
D915 08575
D915 15922
D915_14227
D915 08575
D915 15922
D915 14227
D915_08406
D915_05992

F. hepatica thioredoxin -
F. gigantica fatty acid-binding protein 1 -
F. hepatica fatty acid-binding protein type-
2

F. hepatica fatty acid-binding protein type-
3

F. hepatica fatty acid-binding protein -
Fhl15

78
71
72
75
65
67
74
61
68
56
86

2e-120
de-115
5e-105
9e-142
2e-129
S5e-127
le-85
Te-164

Tabla 5. Proteinas ES predichas encontradas en el analisis de espectrometria de masas de

proteinas ES de S. mansoni del estudio hecho por Knudsen et al. (2005).

Cédigo Proteina Proteina ES % e-value
Uniprot predicha identidad
Enolase (2-phosphoglycerate -
Q27877 dehydratase)a (Sm)
P53442 Fructose-bisphosphate aldolasea (Sm) -
AAC46966 Actin 2a (Sm) -
Glutathione S-transferase,a 28 kDa (GST 28) -
P09792 (Sm)
P48501 Triose-phosphate isomerasea (TIM) (Sm) -
AAB21173 GST (Sm, 218 aa) -
Q26540 14-3-3 protein homolog 1a (Sm) -
A45630 Vaccine-dominant antigen Sm21.7a (Sm) -
AAL79841 Thioredoxina (Sm) -
GAPDH (major larval surface antigen)a (P-37) -
P20287 (Sm)
AACT9131 Tegumental protein Sm20.8a (Sm) -
AAM43941 Elastase 2a (Sm) S330290.1 99 0
P16641 ATP:guanidino kinase SMC74a (Sm) -
A28942 Pancreatic elastase precursor (elastase 1a) (Sm) S330290.1 82 2e-159
Developmentally regulated albumin gland gene -
AAB00448 (Bg)
AAD17299 Thioredoxin peroxidase 2a (Sm) -
AAC46967 Elastase (elastase 1b) (Sm) S330290.1 80 2e-158
AALI15461 Fatty acid-binding protein Sm14a (Sm) -
AAD24794 Phosphoenolpyruvate carboxykinasea (Sm) -
A39343 Calpain (EC 3.4.22.17) large chaina (Sm) -
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerasea (PPlase) S040790.1 57 le-56
Q26565 (Sm)
P41759 Phosphoglycerate kinasea (Sm) -
TC7546 Homolog to phosphoglycerate mutasea (Sm) -
TC16735 Weakly similar to lactate dehydrogenasea (Sm) -
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https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Q27877&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=P53442&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAC46966&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=P09792&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=P48501&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAB21173&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Q26540&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=A45630&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAL79841&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=P20287&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAC79131&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAM43941&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=P16641&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=A28942&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAB00448&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAD17299&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAC46967&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAL15461&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAD24794&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=A39343&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Q26565&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=P41759&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC7546&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC16735&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom

TC17066
TC14578
Q94748
TC16844
AAF26741
AAB41442
AABS86571
P25319
TC16812
TC7454

AAD26122
CAA28976
Q26551

TC13591
AAA29921
A45529
TC7336
AAC46898
TC13606
TC13658
AAQ16180
AAP94734
TC13604
AAB47536
CAA69721
AAR26703
AAC14467
AAA2988
AAM69406
Q27778
TC11413

Similar to malate dehydrogenase,a cytosolic
(Sm)

Similar to histone H4 (Sm)

Probable dynein light chain (SM10) (Sm)
Similar to malate dehydrogenase,a mito (Sm)
Chlorophyll a/b-binding protein (Ee)
Putative cytosol aminopeptidasea (Sm)
Unknown (serpin) (Sm)

Ferritin-2 heavy chain (Sm)

Homolog to calmodulin (Sm)

Similar to pyruvate kinasea (Sm)

SPO-1 proteina (anti-inflammatory protein 6)
(Sm)

70,000 molecular weight antigen/hsp70
homologa (Sm)

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
precursora (Sm)

Similar to muscle glycogen

phosphorylasea (Sm)

Calcium-binding protein (Sm)

Heat shock protein 86a (Sm)

Homolog to tubulin -2 chaina (Sm)

Similar to carbonyl reductasea (Sm)
Homolog to H2B histone (Sm)

Similar to histone H3 (Sm)

Cysteine protease inhibitor (Sm)
ATP-diphosphohydrolase 1a (Sm)

Similar to ATP synthase B-chain mitoa (Sm)
Calponin homolog (Sm)

Elongation factor 1-aa (Sm)
Actin-binding/filamin-like proteina (Sm)
Cu,Zn-superoxide dismutase (Sm)

Fimbrina (Sm)

Heat shock protein HSP60a (Sm)
6-Phosphofructokinasea (Sm)

Similar to nucleoside-diphosphate kinasea (Sm)

S341790.1
S337250.1

S040790.1

S095980.1

100
54

99

45

5e-85
5e-23

6e-158

5e-32

Tabla 6. Proteinas ES predichas encontradas en el andlisis de espectrometria de masas de

proteinas ES de S. mansoni del estudio hecho por Floudas et al. (2017).

Codigo Uniprot Proteina Proteina ES % identidad e-value
predicha
Smp 000100 Filamin -
Smp 000660 Ornithine--oxo-acid transaminase -
Smp_ 001360 Thymidylate kinase -
Sh3 domain grb2-like protein B1
Smp_003230 (endophilin B1) -
Smp_ 003990 Triosephosphate isomerase, putative -
Smp_004350 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 I, )

Smp_004470.1
Smp_004780.1

Smp_005350
Smp_006390

putative

Peroxiredoxin, Prx3
Immunophilin, putative
Calcium-binding protein, putative
Cystatin B, putative
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https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC14578&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Q94748&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC16844&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAF26741&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAB41442&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAB86571&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=P25319&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC16812&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC7454&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAD26122&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=CAA28976&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Q26551&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC13591&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAA29921&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=A45529&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC7336&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAC46898&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC13606&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC13658&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAQ16180&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAP94734&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC13604&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAB47536&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=CAA69721&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAR26703&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAC14467&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAA2988&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=AAM69406&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=Q27778&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom
https://www.mcponline.org/lookup/external-ref?link_type=GEN&access_num=TC11413&atom=%2Fmcprot%2F4%2F12%2F1862%2FT1.atom

Smp_007270.1
Smp_008070
Smp_008110
Smp_008660.1
Smp_009760
Smp_009780.2
Smp_011830

Smp 014010
Smp 017730

Smp 018240.3

Smp_018890
Smp_019050.2
Smp_019640.1

Smp_020920.1

Smp_021800
Smp_022340
Smp 024110

Smp_028670.1
Smp_030000
Smp_030370

Smp_030730
Smp_031770.4

Smp_032580.2

Smp_032950
Smp_033540

Smp 034490

Smp_034840.2
Smp_035270.2
Smp_038950
Smp_040130
Smp_040790

Smp 042160.2

Smp 042400
Smp 043030
Smp 043120
Smp 044010.2
Smp 046600

Smp 046690

Smp_047370
Smp_047650
Smp_049250
Smp_049270
Smp_049550
Smp_050390
Smp_053220.1

Alpha-actinin, putative

Thioredoxin, Trx1

WD40-repeat containing protein
Gelsolin, putative

14-3-3 protein, putative

14-3-3 protein, putative
Hypothetical protein / C4Q068 (101)
Adenylyl cyclase-associated protein,
putative

200-kDa GPI-anchored surface
glycoprotein

Cell division control protein 48 aaa
family protein, putative
Phosphoglycerate kinase
Hypothetical protein / C4Q286
Calcyphosine/tpp, putative

DNAj homolog subfamily B member 4,
putative

Prefoldin subunit 3-related

Pdz and lim domain protein, putative
Phosphopyruvate hydratase
Carbonic anhydrase II (carbonate
dehydratase II), putative

Leucine aminopeptidase (M 17 family)
Calreticulin autoantigen homolog
precursor, putative

Tubulin beta chain, putative
Tropomyosin, putative

Subfamily T1A non-peptidase
homologue (T01 family)
Calmodulin (CaM), putative
Carbonyl reductase, putative
Proteasome catalytic subunit 1 (TO1
family)

14-3-3 epsilon

Malate dehydrogenase, putative
L-lactate dehydrogenase, putative
Cyclophilin (79)

Cyclophilin B, putative (80)
Fructose 1,6-bisphosphate aldolase,
putative

Hypothetical protein / C4Q8L5
Hexokinase

Universal stress protein, putative
Tropomyosin, putative

Actin-1, putative

Ubiquitin (ribosomal protein L40),
putative

Malate dehydrogenase, putative
Ferritin, putative

Heat shock protein, putative

Heat shock protein, putative

Heat shock protein 70 (hsp70), putative
Aldehyde dehydrogenase, putative
Aldo-keto reductase, putative

S011830.1

S040790.1
S040790.1

S042400.1

100

57
100

100

Te-164

le-56
le-159

8e-138
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Smp_054160

Smp 054240

Smp_056440
Smp_056760

Smp_056970.1

Smp_059480
Smp_059660
Smp_059980

Smp_063120.1

Smp_063530.1
Smp_064380

Smp_064860

Smp_066760.2
Smp_067890
Smp_072900.1
Smp_078690

Smp_079010

Smp_079770.1
Smp_081430
Smp_082030

Smp_083870
Smp_086330.2
Smp_086480
Smp_086530
Smp_090080
Smp_090120.1

Smp_091010

Smp_092280
Smp_092750
Smp_095360.1
Smp_096760

Smp_102070

Smp 103320
Smp 105020
Smp 106930.2
Smp 123440.1
Smp 130110
Smp 132670.1

Smp_135950

Smp 136240.6
Smp 140900.2

Glutathione S-transferase 28 kDa (GST
28) (GST class-mu), putative
Translationally-controlled tumor protein
homolog (TCTP) (Histamine-releasing
factor), putative

Superoxide dismutase [mn], putative
Protein disulfide-isomerase, putative
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (phosphorylating)
Peroxiredoxin, Prx1

Hypothetical protein / C4QDG6
Arginase, putative

Inosine triphosphate pyrophosphatase
(itpase) (inosine triphosphatase), putative
Apoferritin-2

Aspartate aminotransferase, putative
Heat shock protein 70 (hsp70)-
interacting protein, putative
Merlin/moesin/ezrin/radixin, putative
Proteasome subunit alpha 2 (T01 family)
Hsp90 co-chaperone (tebp), putative
Calponin homolog, putative
Camp-dependent protein kinase type II-
alpha regulatory subunit, putative
Protein disulfide-isomerase ER-60
precursor (ERP60), putative

Short chain dehydrogenase, putative
Family C56 non-peptidase homologue
(C56 family)

PwLAP aminopeptidase (M17 family)
Calponin-related

Antigen Sm21.7, putative

Tegumental protein Sm 20.8, putative
Serpin, putative

Alpha tubulin, putative

Glyoxalase II (Hydroxyacylglutathione
hydrolase), putative

Proteasome subunit alpha 3 (T01 family)
Nucleoside diphosphate kinase

Fatty acid binding protein
Phosphoglycerate mutase

GST class-mu, SM26/2 antigen,
glutathione S-transferase 26 kDa
Nuclear movement protein nudc, putative
Titin, putative

Heat shock protein 70, putative

Fad oxidoreductase, putative
Proteasome subunit alpha 6 (T01 family)
Myosin regulatory light chain, putative
Lethal giant larvae homolog 2, cell
polarity protein , inorganic
pyrophosphatase, putative
Vesicle-associated membrane protein
(vamp), putative

Hypothetical protein / C4Q6S1

S063530.1

S079770.1

96

100

3e-140

0.662
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Spectrin beta chain, brain 3 (Spectrin,
Smp 143470.2 non- erythroid beta chain 3) (Beta-IV -
spectrin), putative

Smp_ 146950 Hypothetical protein / C4Q9Q0 -

Smp_147470 Leuc@ne-rich transmembrane proteins, )
putative

Smp 150820 Acyl-CoA thioesterase-related -

Smp 151690 Translation initiation inhibitor, putative -
Glutathione-s-transferase omega,

Smp 152710.2 putative -

Smp_ 155060.2 Set, putative -

Smp_ 157500 Calpain (C02 family) -
Smp 158110.2 Peroxiredoxin, Prx2 -
Smp 161920 Actin, putative -
Smp 163720 Endophilin B1, putative -
Smp_176200.2 Superoxide dismutase [Cu-Zn] -
Smp 179810 Troponin t, invertebrate, putative -
Smp 187370 Phosphoglycerate kinase -
Smp 194770 ATP:guanidino kinase (Smc74), putative -

5.2. Anotacion Funcional de Secretoma

Para los platelmintos parasitos, de las 14,469 proteinas ES, 3,416 (23.6%) se anotaron con 6,269
términos GO. En los cuatro grupos de platelmintos, los términos GO mas representados fueron
unidn y actividad catalitica dentro de la categoria Funcion Molecular, proceso metabolico y proceso
celular dentro de la categoria de Procesos Biologicos, y membrana, parte de la membrana, célula y
parte de la célula en la categoria Componente Celular (Figura 5-8). Haciendo el analisis por
separado para cada una de las cuatro especies de monogéneos se observo que la distribucion de los
términos GO fue similar entre las especies y no se encontraron diferencias puntuales respecto a las

otras clases de platelmintos (Figuras 9-12).
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Figura 12. Asignacion de términos GO al secretoma del monogéneo E. nipponicum.




5.3. Anadlisis de Enriquecimiento

El analisis de enriquecimiento de ontologia de genes se realizd para determinar los términos
enriquecidos del secretoma predicho en comparacion con las distribuciones de términos del
proteoma para monogéneos (Figura 13). Los términos regulacion de la locomocion (GO:0040012),
regulacion del crecimiento (GO:0040008), regulacion de la adhesion celular (GO:0030155) ,
regulacion positiva de locomocion (GO: 0040017), regulacion positiva del crecimiento (GO:
0045927), locomocion (GO: 0040011), motilidad celular (GO: 0048870), taxis (GO: 0042330), la
region de la membrana (GO: 0098589) estuvieron sobrerrepresentados solamente en el secretoma
de monogéneos, mientras que los términos actividad de liasa (GO: 0016829), movimiento de la
célula o componente subcelular (GO: 0006928), actividad catalitica que actuia sobre una proteina
(GO:0140096), respuesta inmune (GO:0006955) y respuesta a estimulo externo (GO: 0009605),
también estuvieron sobrerrepresentados en la clase Trematoda o Cestoda (Figura 14 y 15). El

analisis de enriquecimiento de ontologia de genes para Rhabditophora es presentado en la Figura

16.

m Secretoma m Genoma
746
16143

-1

| 447
Y686

=3
[=]

.
b

Number of genes

Percentage of genes

Ploteiy

£

1 I
Cellular Component Molecular Function Biological Process

Figura 13. Analisis de enriquecimiento de términos GO del secretoma comparado con los del
genoma de la clase Monogenea.
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5.4. Analisis de Rutas KEGG

Un total de 3,193 (21.92%) de todas las proteinas ES de los platelmintos fueron asignadas a 1,710
rutas KEGG detectadas. Entre las 5 rutas mdas representativas, la ruta de Lisosoma
[PATH:ko04142] estuvo presente en todas las clases (Tabla 7), que incluye proteinas como
catepsinas B, L, C, D, A. La ruta del procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmatico
[PATH:ko04141] y rutas del cancer [PATH:ko05200] estuvieron presentes en las clases
Monogena, Cestoda y Trematoda, que incluyen proteinas como proteina disulfuro-isomerasa Al
[EC:5.3.4.1], chaperdn BiP del reticulo endopldsmico [EC:3.6.4.10], manosil-oligosacarido alfa-
1,3-glucosidasa [EC:3.2.1.207], factor de conjugacion de ubiquitina E4 B [EC:2.3.2.27] y

laminina, alfa 1/2, proteina morfogenética 6sea 2, Notch 1, respectivamente.
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Tabla 7. Rutas KEGG mas representativas en las diferentes clases de platelmintos.

Clase Ruta KEGG [cédigo] Proteina [codigo] Numero de proteinas ES
(%)
Monogenea Lysosome [PATH:ko04142] 63 (1.83)
LYPLAZ3; lysophospholipase I1I [EC:3.1.1.5] 7 (0.20)
CTSB; cathepsin B [EC:3.4.22.1] 6 (0.17)
CTSC; cathepsin C [EC:3.4.14.1] 5 (0.15)
CTSD; cathepsin D [EC:3.4.23.5] 5 (0.15)
CTSL; cathepsin L [EC:3.4.22.15] 5 (0.15)
Protein processing in endoplasmic 50 (1.45)
reticulum [PATH:ko04141]
PDIA1, P4HB; protein disulfide-isomerase Al [EC:5.3.4.1] 4 (0.12)
DNAIJB11; DnaJ homolog subfamily B member 11 3 (0.09)
HSPAS, BIP; endoplasmic reticulum chaperone BiP [EC:3.6.4.10] 3 (0.09)
Human papillomavirus infection 47 (1.36)
[PATH:ko05165]
LAMAI 2; laminin, alpha 1/2 3 (0.09)
DVL; segment polarity protein dishevelled 3 (0.09)
Pathways in cancer 47 (1.36)
[PATH:ko05200]
DVL; segment polarity protein dishevelled 3 (0.09)
LAMAI1 2; laminin, alpha 1/2 3 (0.09)
Huntington disease 45 (1.31)
[PATH:ko05016]
DNAH; dynein heavy chain, axonemal 15 (0.44)
SOD1; superoxide dismutase, Cu-Zn family [EC:1.15.1.1] 3 (0.09)
Cestoda Lysosome [PATH:ko04142] 20 (6.01)
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CTSB; cathepsin B [EC:3.4.22.1] 2 (0.60)

CTSL; cathepsin L [EC:3.4.22.15] 2 (0.60)
Protein processing in endoplasmic 12 (3.60)
reticulum [PATH:ko04141]

PDIA1, P4HB; protein disulfide-isomerase Al [EC:5.3.4.1] 1 (0.30)

DNAIJBI11; DnaJ homolog subfamily B member 11 1 (0.30)
Pathways in cancer 9 (2.70)
[PATH:ko05200]

BMP2; bone morphogenetic protein 2 2 (0.60)
Hippo signaling pathway 8 (2.40)
[PATH:ko04390]

BMP2; bone morphogenetic protein 2 2 (0.60)

SNAI2, SLUG:; snail 2 2 (0.60)
Alzheimer disease 6 (1.80)
[PATH:ko05010]

APP; amyloid beta A4 protein 2 (0.60)

Trematoda Lysosome [PATH:ko04142] 45 (3.20)

CTSL; cathepsin L [EC:3.4.22.15] 7 (0.50)

CTSB; cathepsin B [EC:3.4.22.1] 4 (0.28)

LYPLA3; lysophospholipase III [EC:3.1.1.5] 3 (0.21)

LIPA; lysosomal acid lipase/cholesteryl ester hydrolase [EC:3.1.1.13] 3 (0.21)

CTSA, CPY; cathepsin A (carboxypeptidase C) [EC:3.4.16.5] 3 (02D
Protein processing in endoplasmic 32 (2.27)
reticulum [PATH:ko04141]

EDEM2; ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 2 2 (0.149)

ERLECI1, XTP3B; endoplasmic reticulum lectin 1 2 (0.14)

GANAB; mannosyl-oligosaccharide alpha-1,3-glucosidase 2 (0.14)

[EC:3.2.1.207]

HYOUT; hypoxia up-regulated 1 2 (0.14)
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PDIA3, GRP58; protein disulfide-isomerase A3 [EC:5.3.4.1] 2 (0.14)
UBE4B, UFD2; ubiquitin conjugation factor E4 B [EC:2.3.2.27] 2 (0.14)
Pathways in cancer 22 (1.56)
[PATH:ko05200]
NOTCHI; Notch 1 2 (0.14)
Human papillomavirus infection 19 (1.35)
[PATH:ko05165]
NOTCHI; Notch 1 2 (0.14)
Antigen processing and 18 (1.28)
presentation [PATH:ko04612]
CTSL; cathepsin L [EC:3.4.22.15] 7 (0.50)
CTSB; cathepsin B [EC:3.4.22.1] 4 (0.28)
Rhabditophora Lysosome [PATH:ko04142] 93 (2.10)
CTSL; cathepsin L [EC:3.4.22.15] 14 (0.32)
NPC2; Niemann-Pick C2 protein 8 (0.18)
LYPLAZ3; lysophospholipase III [EC:3.1.1.5] 6 (0.14)
PSAP, SGP1; saposin 6 (0.14)
CTSA, CPY; cathepsin A (carboxypeptidase C) [EC:3.4.16.5] 5 (0.11)
GAA; lysosomal alpha-glucosidase [EC:3.2.1.20] 5 (0.1D)
MAN2B1, LAMAN; lysosomal alpha-mannosidase [EC:3.2.1.24] 5 (0.1D)
Proteoglycans in cancer 82 (1.85)
[PATH:ko05205]
ACTB_G1; actin beta/gamma 1 25 (0.56)
CTSL; cathepsin L [EC:3.4.22.15] 14 (0.32)
ANK; ankyrin 12 (0.27)
Pathways in cancer 79 (1.78)
[PATH:ko05200]
COLA4A,; collagen, type IV, alpha 11 (0.25)
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Focal adhesion [PATH:ko04510]

Human papillomavirus infection
[PATH:ko05165]

NOTCH3; Notch 3

LAMAI 2; laminin, alpha 1/2

HSP90A, htpG; molecular chaperone HtpG
NOTCHI1; Notch 1

ACTB_G1; actin beta/gamma 1
COLA4A; collagen, type IV, alpha
COLG6A; collagen, type VI, alpha
LAMAI 2; laminin, alpha 1/2

COLA4A; collagen, type IV, alpha
NOTCH3; Notch 3
COLG6A; collagen, type VI, alpha
NOTCHI1; Notch 1

L )

74
25
11

66

11

(0.14)
(0.09)
(0.09)
(0.09)
(1.67)
(0.56)
(0.25)
(0.11)
(0.09)
(1.49)

(0.25)
(0.14)
(0.11)
(0.09)
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5.5. Andlisis de Grupos Ortologos

Los secretomas de las cuatro especies de monogéneos estudiadas comparten tres clusters (13
proteinas) que participan en unioén de iones calcio y en procesos bioldgicos (Figura 17) (Tabla 8).
P. xenopodis y E. nipponicum fueron las dos especies de monogéneos que mds proteinas
compartieron (114 proteinas agrupadas en 51 clusters), entre las que destacan proteinas destinadas
a procesos bioldgicos como la intervencién en procesos metabolicos, proceso metabolico de
macromoléculas, lipidos y carbohidratos, protedlisis, transporte de péptidos y organizacion del
reticulo endoplasmico. El siguiente par de monogéneos que compartid6 mas proteinas fue E.
nipponicum y G. salaris (76 proteinas agrupadas en 23 clusters), la mayoria involucradas en
procesos bioldgicos como respuesta a estimulos, procesos metabolicos celulares y de lipidos,
reproduccién y protedlisis. Cada especie de monogéneo tuvo un niimero alto de clusters que no
comparten entre ellas, excepto por G. salaris. Por otro lado, G. salaris presentd6 como Unicas
algunas proteinas dedicadas a la ubiquitinacion y a la regulacion de transcripcion por RNA

polimerasa.

E. nipponicum M. melleni

a7 53

G. salaris P. xenopodis
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Figura 17. Andlisis comparativo de proteinas del secretoma entre cuatro especies de monogéneos.
El asterisco rojo indica el nimero de clusters compartido entre todas las especies.
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Tabla 8. Clusters compartidos entre la clase Monogenea y sus funciones.

Cluster Numero de proteinas Funcién asignada

1 5 Union de iones calcio

2 4 Plegamiento de proteinas

3 4 Acetilacion de aminoacidos N-terminal en proteinas

Los representantes de las cuatro clases de platelmintos (Rhabditophora, Trematoda, Cestoda y
Monogenea) compartieron 22 clusters de proteinas involucradas principalmente en procesos
metabolicos (Figura 18), respuesta a estimulos, comunicacion celular y algunas otras funciones
como reproduccion, energia de reserva y procesos del sistema inmune. El céstodo E. multilocularis
y el trematodo S. mansoni son el par de platelmintos que compartieron mas proteinas (32 clusters),
involucradas principalmente en procesos bioldgicos, como respuesta a estimulos, transporte,
procesos metabolicos y transporte idnico, también participando en funciones moleculares como
actividad estructural de las moléculas. Algo muy notable es que el platelminto de vida libre S.
mediterranea tiene un numero alto de clusters que son propios de la especie y que al momento de
relacionarse con las otras clases de platelmintos (todos parasitos) su afinidad es baja y mas si se
van sumando el nimero de organismos al tiempo de compartir proteinas. S. mediterranea posee
proteinas involucradas en procesos bioldgicos, de funcion molecular y componentes celulares,
entre los que destacan los procesos metabolicos, proceso metabolico del nitrégeno, actividad de
hidrolasa, actividad reguladora enzimadtica, union de nucledtidos y presencia en regiones
extracelulares, intracelulares y del ntcleo. Las proteinas Unicas de S. mansoni tienen algunas otras
funciones como organizacion de cromosoma, division celular (procesos biologicos), actividad
oxidoreductasa y antioxidante y actividad peptidasa (funciones moleculares), asi como un papel

importante en regiones extracelulares.
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S. mansoni G. salaris

S. mediterranea E. multilocularis

Figura 18. Analisis comparativo de proteinas del secretoma entre diferentes clases de
platelmintos.

5.6. Identificacion de Potenciales Blancos de Farmacos

Para G. salaris se predijeron un total de 1,016 proteinas ES. El anélisis de detecciéon de homologos
entre el secretoma de G. salaris y el proteoma de su hospedero S. salar reveld que 269 proteinas
son exclusivas del parasito. El siguiente filtro en donde se busco6 homologia con genes RNA1 de
fenotipo letal de C. elegans descartd 254 proteinas, dejando un total de 15 proteinas candidatas a
ser blancos de farmacos en G. salaris. De estas 15 proteinas ES, s6lo una cumplid con el criterio
de seleccion, basado en su funcion y cercania filogenética. A su vez esta proteina se comparte entre
los parasitos de la clase Trematoda, Cestoda y Monogenea, a excepcion de P. xenopodis. Esta
proteina considerada como potencial farmacolédgico, estuvo relacionada con ProCaptesina L1 de
F. hepatica, y se denomind GyrC. Debido a la ausencia de informacion estructural de proteinas de
G. salaris, la estructura 3D de ProCaptesina L1 de F. hepatica y ocho proteinas homologas de otras

especies fueron obtenidas de la base de datos PDB para el analisis de acoplamiento molecular.
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5.7. Acoplamiento Molecular

Los mejores valores de afinidad para el acoplamiento molecular se mostraron en tres diferentes
ligandos, que fueron Emodepsida, Praziquantel y Pirvinio (Tabla 9). El mejor valor de afinidad fue
de -12 Kcal/mol entre la proteina ProCaptesina L1 del parasito F. hepatica y el ligando
Emodepsida, seguido de -11.9 Kcal/mol entre la proteina ProCatepsina L 3 digestiva de 7. molitor
y el mismo ligando. El rango de valores de afinidad del ligando Pirvinio fue entre -7.0 y -8.7
Kcal/mol, mostrando el mejor valor con el receptor Procatepsina L 3 digestiva de 7. molitor. El
intervalo de valores de afinidad del ligando Praziquantel fue entre -6.9 y -8.4 Kcal/mol, mostrando

el mejor valor con el receptor mutante de catepsina K de H. sapiens.

5.8. Andlisis Filogenético de Receptores

El andlisis filogenético mostrd que las catepsinas se separaron en dos grupos: el primero que
incluy6 a GyrC y las proteinas 3QT4 y 206X, que corresponden a la Procatepsina L 3 digestiva
del insecto 7. molitor y a ProCatepsina L1 del trematodo F. hepatica, respectivamente; el segundo

que agrupo catepsinas de H. sapiens (Figura 19).

Tabla 9. Valores de afinidad entre los receptores y ligandos evaluados en el andlisis de
acoplamiento molecular.

Receptores
Ligandos 206X 3QT4 S5I4H1  514H2  1CS8 6JDO0 2C0Y 57250 30F8 1BYS
Albendazol -6.1 -6.4 -5.8 -5 -5.5 -6.1 -6.2 -6.8 -5.9 -6.1
Carbamazina pH 7.4 -4.7 -5.1 -4.5 -4.4 -4.5 -4.7 -5 -5.6 -4.3 -4.5
Carbamazina -4.6 -5.1 -4.5 -4.2 -4.5 -4.5 -5 -5.6 -4.3 -4.5
Cythioate -5.5 -5.6 -5.4 -4.8 -5.1 -5.6 5.3 -5.8 -5.2 -5.3
Emodepsida -12 -11.9 9.6 -10.8 9.9 -10.7  -104 -114  -103  -11.5
Fenbendazol pH 7.4 -6.9 -7.1 -6.7 -5.9 -6.3 -7.4 -8.1 -7.5 -6.8 -7
Fenbendazol -7 -7.1 -6.5 -6 -6.2 -7.6 -7.5 -7.8 -6.9 -6.9
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Flubendazol -71.5 -7.9 -1.5 -6.4 -7.6 -8.2 -8.1 -8.3 -7.3 -7.2

Hexilresorcinol -5.6 -5.9 -6.1 -4.7 -4.9 -5.7 -5.9 -6.1 -5.5 -6
Levamisol pH 7.4 -5.4 -6.3 -5.7 -5.2 -5.1 -5.7 -6.5 -6.4 -5.6 -5.7
Levamisol -5.5 -6.1 -5.7 -5.3 -5.4 -5.7 -6.5 -6.4 -5.6 -6
Mebendazol -7.5 -8 -1.5 -6.3 -7.8 -8 -8.1 -8.3 -7.2 -7.5
Oxamniquina -6.4 e -6.2 -5.6 -6.1 -6.4 -6.6 -7 -6.4 -6.3
Piperazina -3.8 -3.7 -3.4 -33 -4 -4 -3.6 -4 -3.7 -33
Pirantel -5.4 -5.9 -5.2 -5 -5.6 -5.2 -5.5 -6.3 -8.1 -53
Pirvinio -7.4 -8.7 -8.1 -7.1 -7 -7.9 -1.5 -7.8 -7.6 -7.4
Praziquantel -8 -7.9 -8 -6.8 -7.3 -7.8 -7.8 -8.4 -6.9 -1.5
Quinacrina pH 8.4 -6.2 -7.4 -6.2 -6 -5.9 -6.5 -6.5 -6.7 -6.9 -6
Quinacrina -6.4 -1.4 -6.2 -53 -6 -6.5 -6.7 -6.7 -6.9 -6
Triclabendazol pH 7.4  -6.8 -6.8 -6.5 -6 -6 -6.7 -6.2 -7.2 -6.4 -6.2
Triclabendazol -7 -7 -6.7 -6.2 -6 -6.6 -6.3 -71.2 -6.4 -6.3
Violeta de Genciana -6.1 -6.6 -6.5 -5.6 -6 -6.2 -6 -6.4 -6.3 -6

514H1 y 514H2 forman el dimero 514H.

63 @ 1CS8

1 4 s14H 2
94| | 4 30F8
¥ 6JDO

as ' 4p 514H1

66

& 2c0v

| 4 1BY8

oo || @ 52501
71 & 52502

& 206X

& 30QT4
58 & cyrC

59

0.20

Figura 19. Analisis filogenético de GyrC con respecto a catepsinas de otros organismos. El arbol
filogenético fue construido con el método de méxima verosimilitud con un bootstrap de 100
interacciones con el modelo de sustitucion de aminoacido WAG+G. La barra de escala representa
el valor 0.20 sustituciones de aminoécidos por sitio. Cada especie esta representada por un color
de la siguiente manera: rojo, G. salaris; azul, F. hepatica; negro, T. molitor; gris, H. sapiens.
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6. DISCUSION

Las diferencia en el tamafio de los secretomas observadas entre las nueve especies de platelmintos
pueden estar relacionadas con sus estilos de vida, ya que se incluyeron platelmintos ectoparasitos,
endoparasitos y de vida libre. Los secretomas de parasitos de animales tienden a un menor nimero
de proteinas, posiblemente debido a que sus hospederos representan un ambiente que les provee
los nutrientes necesarios sin esfuerzo alguno y esta propiedad a su vez es una manera sigilosa para
la evasion del sistema inmune, ya que se reduce el nimero de moléculas extraias expedidas por el

parasito para disminuir el ataque por parte del sistema inmune del hospedero (Krijger et al., 2014).

De las tres especies de monogéneos para las cuales se tuvo el proteoma predicho completo, llama
la atencion que el porcentaje del secretoma en P. xenopodis fue mayor que en G. salaris y E.
nipponicum. Una posible explicacion apunta al hecho que P. xenopodis es un endoparasito de la
rana africana Xenopus laevis, mientras que las otras dos especies son ectoparasitos de peces. La
familia Polystomatidae, a la cual pertenece P. xenopodis, muestra una coevolucion parasito-
hospedero a una escala macroevolutiva (Héritier et al., 2015). Los ancestros del hospedero X. laevis
incluyeron procesos de divergencia que dieron origen a anfibios a partir de peces. Se hace evidente
la transicion entre ecosistemas acudtico-terrestre en donde el parasito requiere de nuevas
adaptaciones para sobrevivir (Verneau et al., 2002; Benevenuto et al., 2018). El parasito P.
xenopodis estd sometido a distintos nichos en su ciclo de vida, desde que infecta (como
oncomiracidio) a la rana en etapa posmetamorfica se aloja en la cloaca, después migra al rifidn,
organo en el que dura de dos a tres meses, y por ultimo llega a la vejiga urinaria, en donde va
madurar y reproducirse (Theunissen et al., 2014). Estas especializaciones se traducen en un proceso
divergente evolutivo que puede ocasionar la expansion y ganancia de genes en el parasito. Estas
ganancias pueden surgir como nuevas proteinas secretoras o por medio de una adicion de péptido
sefal en proteinas existentes, fenomeno que se ha registrado en organismos fingicos (Misner et al.,

2015).

Si bien la prediccion del secretoma en monogéneos es muy Util para darnos informacion, el estudio

experimental de estas proteinas aiin es escaso y existe la posibilidad de que no todas las proteinas
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predichas puedan ser identificadas experimentalmente, como se observa en el analisis de validacion
de resultados que hicimos para estas proteinas en los trematodos F. hepaticay S. mansoni. En parte,
esto dependeria de la fase de desarrollo del parasito, ya que algunas proteinas se producen sélo en
etapas especificas. Por ejemplo, proteinas como vpB1 que forman la cascara del huevo, asi como
proteinas confinadas a tejidos internos del parasito o que son secretadas a niveles por debajo de la
capacidad de los métodos de deteccion, no fueron encontradas en las secreciones de adultos de
Fasciola sp. (Robinson et al., 2009). También, podria suceder que estudios futuros identifiquen
proteinas ES que no han sido predichas en el presente estudio debido a la posibilidad de que SignalP
no detectara péptidos sefial verdaderos (Savojardo et al., 2018). Situaciones como esta se irdn
resolviendo con el mejoramiento de las herramientas bioinformaticas como DeepSig, la cual

predice péptidos sefial con base en métodos de aprendizaje profundo (Savojardo et al., 2018).

El enriquecimiento de proteinas relacionadas con respuesta inmune, con localizacion de la
respuesta celular al estimulo externo, interaccion entre especies entre organismos, en monogeéneos
y otros platelmintos parasitos sugiere que estas proteinas secretadas podrian desempefiar un papel
importante en la interaccién con sus hospederos. Para los parasitos en general, las proteasas son
esenciales para la colonizacion del hospedero, ya que intervienen en la evasion de la respuesta
inmune, evitan la coagulacion de la sangre y potencian el crecimiento (Dzik, 2006). La secrecion
de proteasas sucede en organismos parasitos y de vida libre; sin embargo, la secrecion de proteasas
que degradan la matriz extracelular parece ocurrir s6lo en organismos parasitos (Dzik, 2006). Una
caracteristica particular de las infecciones helminticas es la induccién de una respuesta inmune
Th2/Treg modificada como una defensa contra la reaccion inflamatoria del hospedero. Esta
consiste, a nivel de citosinas, de una sub-regulacion de citosinas pro-inflamatorias (e.g., INFy, IL-
1, TNFa) y sobre-regulacion de citosinas antiinflamatorias (principalmente IL-10 y TGF-p)
(Hewitson et al., 2009). Proteasas como las catepsinas son especialmente importantes para los
helmintos parésitos (Robinson et al., 2008). Por ejemplo, el trematodo Echinostoma caprioni
secreta catepsinas-L que estdn funcionalmente activas en la superficie de su cuerpo para la evasion
del sistema inmune mediante la degradacioén de los anticuerpos locales del hospedero (Cortés et
al., 2019). Asimismo, catepsinas-L secretadas por F. hepatica suprimen la proliferacion de células

T y reducen la expresion de DC4 en mamiferos hospederos (Prowse et al., 2002).
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Las proteasas han sido muy poco estudiadas en monogéneos. Se han hecho algunas
caracterizaciones en Neobenedenia spp. (Hirazawa et al., 2006; Rao y Yang, 2007), pero el analisis
experimental de estas proteinas se ha profundizado en E. nipponicum, reconociéndose una
predominancia de las catepsinas-L que entre sus funciones esta la ruptura del tejido del hospedero
(Jedlickova et al., 2017). Recientemente, mediante pruebas in vitro, Illgova et al. (2020)
demostraron que un inhibidor de peptidasa de serina (rEnStef) de E. nipponicum suprimi6 la

expresion de TNFa, lo cual podria resultar en peces mas susceptibles a infecciones por patdgenos.

La mayor representacion de catepsinas-C y D en las rutas metabolicas de monogéneos podria en
parte ser explicada porque nuestro andlisis incluyd a N. melleni, una especie con una baja
especificidad de hospedero que posiblemente cuente con diversos mecanismos moleculares para
colonizar y subsistir en las decenas de especies de peces en donde se ha encontrado. Ademas, las
especies de monogéneos analizadas tienen habitos alimenticios distintos, unas se alimentan de
células epiteliales y otras de sangre. Las catepsinas-C y D son importantes para la alimentacion de
los parésitos y podrian influir en la especificidad de hospedero. De acuerdo con Williamson et al.
(2002) la compatibilidad de la estructura molecular del alimento proveido por el hospedero con la
estructura molecular de las proteasas del pardsito es un factor importante para la compatibilidad
hospedero-parasito y el nimero de especies hospederas. En el trematodo Clonorchis sinensis,
algunas catepsinas-C han sido detectadas en las ventosas orales y ventrales, las cuales son 6rganos
que el parésito usa para adherirse al hospedero y, por lo tanto, intervienen en la absorcion y
digestion de nutrientes, asi como dafio mecanico y quimico (Liang et al., 2014). Asimismo, en dos
especies nematodos parasitos se observd que las catepsinas-D fueron mas eficientes en digerir
hemoglobina de su hospedero adecuado (o permisivo) que de un hospedero no adecuado
(Williamson et al., 2002). En otro ejemplo, Kang et al. (2019) comprobaron que dos catepsinas-D
se expresan en el intestino y huevos del trematodo C. sinensis, con lo cual los autores sugirieron
que ambas catepsinas son importantes para la nutricion y reproduccion del pardsito. En
Schistosoma spp., hay miembros especificos de catepsinas-D que son esenciales para el
metabolismo y por lo tanto se consideran como potenciales blancos de tratamientos terapéuticos
(Araujo-Montoya et al., 2020). En ese sentido, seria interesante identificar catepsinas-C y D en
monogeéneos y comprobar si tienen funciones como las que se acaban de describir, lo cual seria

informativo para el mejoramiento de tratamientos antiparasitarios.
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Las catepsinas-B y L también parecen ser moléculas importantes en la vida de mondgeneos al igual
que otros grupos de parasitos. Dentro de los platelmintos, dichas catepsinas han sido estudiadas
principalmente en Fasciola spp. y Schistosoma spp., sus funciones son diversas, pero no totalmente
claras. En Fasciola gigantica, las catepsinas-B2 y B3 digieren sustratos del hospedero, tal como
inmunoglobulina, fibronectina y coldgeno, mientras que la catepsina-B5 digiere proteinas
(Sethadavit et al., 2009; Chantree et al., 2012, 2013; Siricoon et al., 2015). Recientemente, Chen
et al. (2019) demostraron que una catepsina-B (rFgCatB) de F. gigantica interactia con el suero
de su hospedero y se acumula en la superficie de la células mononucleares de sangre periférica,
causando aumentos en la produccion de citosinas (IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, TGF-B y IFN-y) y
oxido nitrico, aumento de la apoptosis, e inhibicion de la viabilidad celular, lo cual indica que esta
catepsina-B puede modular funciones inmunolégicas y celulares clave del hospedero. Yang et al.
(2011) observaron que la catepsina-B AcCP-2 fue més abundante en huevos y larvas del nematodo
Ancylostoma caninum, por lo que sugirieron que esta proteasa es importante para el desarrollo del
parasito. En otro nematodo parasito, Necator americanus, Ranjit et al. (2008) sugirieron que cuatro
catepsinas-B (Na-CP-2, -3, -4, -5) estan involucradas en la adquisicion de nutrientes. Las
catepsinas-L también intervienen en varios procesos bioldgicos de los platelmintos parasitos. Por
ejemplo, en F. hepatica se ha observado que la larva infectiva usa la catepsina-L3 para atravesar
la pared intestinal del hospedero, las etapas migratorias usan la catepsina-L2 para penetrar el
higado, y los adultos las catepsinas-L1, L2 y L5 para digerir proteinas del hospedero (McVeigh et
al., 2012). Hasta ahora, la caracterizacion bioinformatica y bioquimica mas completa de proteasas,
particularmente cisteinas peptidasas, en monogéneos fue realizada recientemente por Jedlickova et
al. (2018) en E. nipponicum. Estos autores observaron que los monogéneos adultos expresan una
variedad de catepsinas-L, con una amplia variedad de sitios de unidn a sustratos, lo que sugiere
adaptaciones especificas para varios procesos biologicos que requieren protedlisis. Las
caracterizaciones futuras en otras especies de monogéneos dara lugar a la posibilidad de una
investigacion bioquimica comparativa y entender mejor las interacciones hospedero-parasito a

nivel molecular.

Los blancos farmacologicos ProCaptesina L1 de F. hepatica y Procatepsina L 3 digestiva de T.
molitor tuvieron afinidades mas altas con el farmaco Emodepsida. Las catepsinas L resultan

interesantes para calificar como blancos de control de enfermedades parasitarias (Rao y Yang,
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2007), ya que se encuentran en todos los parasitos, muchas de las cuales son secretadas e
interactuan con moléculas del hospedero, por lo que se les atribuyen funciones de migracion,
evasion del sistema inmune y alimentacion, ya que digieren tejidos del hospedero (Dalton et al.,
2003). La Emodepsida, por su lado, ha sido sugerida como un antihelmintico de amplio espectro
que tiene un efecto inhibitorio sobre la movilidad (Martin et al., 2012). Diferentes estudios reportan
que este farmaco act@ia sobre receptores acoplados a proteina G como latrofilina y canales de
potasio activados con calcio en helmintos (Rana y Misra-Bhattacharya, 2013;), sugiriendo una
accion en la union neuromuscular mediante la liberacion de neuropéptidos inhibidores (Wilson et
al., 2003). Al igual que los canales de potasio, las catepsinas L pueden estar relacionadas con el
mecanismo neuromuscular, por ejemplo, en F. hepatica son requeridas para un comportamiento
neuromuscular normal, por lo que su inhibicidén puede ocasionar fenotipos de movilidad aberrantes,
incluyendo paralisis (McGonigle et al., 2008; Song et al., 2010), caso similar en mamiferos, donde
su funcion se enfoca en la producciéon de neuropéptidos para una comunicacion célula-célula
eficiente en el sistema nervioso (Hook et al., 2012). . Nosotros hipotetizamos que la acciéon del
farmaco Emodepsida puede estar involucrada en la regulacion de otras rutas metabolicas que
incluyen a la catepsina L. Cabe mencionar que este antihelmintico s6lo se ha aplicado en
nematodos. No obstante, los valores de afinidad obtenidos en el acoplamiento molecular sugieren

que su aplicacion contra monogéneos puede ser efectiva.

El blanco farmacologico del monogéneo G. salaris mostré cercania filogenética con los genes
ProCatepsina L1 de F. hepatica y Procatepsina L 3 digestiva de 7. molitor, mientras que las
captesinas de humanos formaron un grupo separado. Las catepsinas se dividen principalmente en
tres subfamilias: catepsinas B, L y F y sus variaciones se basan en el grado general de identidad de
secuencia y similitud entre las proteasas (Lecaille et al., 2002). A pesar de esta separacion, el
pliegue tridimensional y sitio activo de las catepsinas es conservado entre distintas especies, lo cual
puede explicar los valores similares de afinidad en el acoplamiento molecular de distintos
receptores (Jedlickova et al., 2018). La cercania filogenética de ProCatepsina L1 de F. hepatica
con monogéneos sugiere funcionalidades similares involucradas con la alimentacion, la
penetracion de tejidos y la inmunomodulacion que les permiten infectar y establecer la enfermedad

en el hospedero (Collins et al., 2004).
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7. CONCLUSIONES

El tamafio del secretoma en monogéneos y otros platelmintos estd relacionado con sus
nichos y ciclos de vida distintos; prueba de esto fue el monogéneo P. xenopodis, parasito que tuvo
el mayor secretoma de todos los organismos y que presenta procesos evolutivos complejos, ademas
de ser un endoparésito, en una clase donde la mayoria de las especies son ectoparasitos.

En el secretoma existen proteinas y rutas metabolicas dedicadas a funciones esenciales de los
parasitos como procesos metabolicos, respuesta a estimulos y las dedicadas a procesos del sistema
inmune. En los monogéneos y los demas platelmintos, las catepsinas fueron un grupo de proteinas
que tuvieron en comun y que al participar en la invasion de tejidos y evasion del sistema inmune,
resultaron atractivas como blancos farmacologicos.

La proteina parecida a catepsina L en el monogéneo G. salaris puede ser un potencial blanco de
farmaco para su control y la Emodepsida podria ser un antihelmintico alternativo para la aplicacion

en peces infestados por este parasito.
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8. RECOMENDACIONES

Es necesario el estudio experimental del secretoma de la clase Monogenea para conocer
mejor las proteinas que lo componen, asi como sus funciones, ya que a pesar de que se hizo la
anotacion, algunas proteinas no tenian una funcion definida.

Si bien se tienen algunos genomas y transcriptomas de monogéneos, la informacion en bases de
datos de este grupo aun es escasa, por lo que su Optima secuenciacion daria lugar a una mejor
comprension de su interaccion hospedero-parasito.

La utilizacion de Emodepsida como antihelmintico en monogéneos es una opcién que resulta
atractiva y podria ser efectiva para su ataque, por lo que la realizacion de bioensayos seria el

siguiente paso para verificarlo.
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10. ANEXOS

Lista de los nombres de las secuencias de potenciales blancos de farmacos de G. salaris
1.- maker-scf7180006952137-snap-gene-0.60-mRNA-1 (blanco escogido)

2.- maker-sct7180006950314-snap-gene-0.44-mRNA-1

3.- maker-scf7180006947269-snap-gene-0.51-mRNA-1

4.- maker-scf7180006946989-snap-gene-0.31-mRNA-1

5.- augustus_masked-scf7180006947166-processed-gene-0.1-mRNA-1

6.- augustus_masked-scf7180006947344-processed-gene-0.0-mRNA-1

7.- genemark-sct7180006947175-processed-gene-0.2-mRNA-1

8.- genemark-scf7180006950008-processed-gene-0.3-mRNA-1

9.- maker-scf7180006951109-exonerate protein2genome-gene-0.17-mRNA-1
10.- maker-scf7180006952873-augustus-gene-0.51-mRNA-1

11.- maker-scf7180006953297-exonerate protein2genome-gene-0.13-mRNA-1
12.- maker-scf7180006953299-snap-gene-0.83-mRNA-1

13.- snap_masked-scf7180006950517-processed-gene-0.37-mRNA-1

14.- snap_masked-sct7180006951821-processed-gene-0.31-mRNA-1

15.- snap_masked-sct7180006953095-processed-gene-0.14-mRNA-1
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