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GLOSARIO

Hospedero: Organismo que alberga al parasito y le proporciona las condiciones
necesarias para su supervivencia, como alimento, estimulos hormonales que favorecen su
desarrollo y maduracion sexual, o un ambiente protector. El hospedero definitivo permite
su fase adulta y reproduccion sexual, mientras que en el intermediario se desarrollan

formas inmaduras o asexuales (Saredi, 2006).

Inmunogenicidad: Capacidad de una sustancia para inducir una respuesta inmunitaria

especifica en el organismo (Carrascosa, 2013).

Marcador molecular: Conjunto de proteinas con diferentes pesos moleculares
conocidos. Este patron, al separarse por electroforesis, se utiliza como referencia para
estimar el peso molecular de proteinas de interés en estudios separarse por electroforesis

(Rios et al., 2009).

Periodo prepatente: Intervalo de tiempo entre la entrada del estadio infectante de un
parasito en el hospedero definitivo y la aparicion de formas diagndsticas detectables en

muestras clinicas, como huevos, larvas o quistes (Pardo y Buitrago, 2005).

Trematodos: Grupo de parasitos pertenecientes a la clase Trematoda del filo
Platyhelminthes, conocidos como duelas. Presentan un cuerpo plano, no segmentado y
ventosas que les permiten adherirse a los tejidos del hospedero. La mayoria son
endoparasitos de vertebrados y requieren un hospedero intermediario, habitualmente un

molusco acuatico (Roberts y Janovy, 2009).

xiii
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Resumen
El escaso conocimiento sobre las proteinas somaticas de los parésitos responsables de la
paramfistomosis limita una comprension detallada de su biologia, fisiologia e interaccion
con el hospedador, lo que dificulta el desarrollo de investigaciones orientadas al control
de la enfermedad y favorece su persistencia en zonas endémicas como Cajamarca, donde
contina afectando al ganado y ocasionando pérdidas econdmicas. Frente a esta
problematica, el objetivo del presente estudio fue caracterizar por peso molecular
proteinas somaticas de parasitos adultos de la familia Paramphistomidae en bovinos
faenados en el Matadero Municipal de Cajamarca. Se obtuvo el extracto proteico
somatico de paramphistomidos, cuya concentracion fue determinada mediante el método
de Bradford. El nimero de bandas proteicas y sus pesos moleculares se analizaron a través
de la técnica SDS-PAGE. Los resultados indicaron una concentracion proteica promedio
de 726,5 pg/mL y revelaron 21 bandas con pesos moleculares de 15, 21, 23, 24, 26, 33,
38, 40, 46, 50, 56, 59, 63, 70, 77,91, 96, 100, 105, 113 y 119 kDa. De estas, ocho bandas
mostraron una mayor intensidad, correspondientes a 105, 63, 33, 26, 24, 23,21 y 15 kDa.
Este estudio representa un aporte preliminar al perfil proteico somatico de los
paramphistomidos, enmarcado dentro de la biologia molecular parasitaria. Al
proporcionar datos iniciales sobre su composicion proteica, se busca sentar las bases para
futuras investigaciones mas especializadas, como analisis protedmicos o la identificacion
de proteinas funcionales mediante técnicas complementarias. Esta caracterizacién amplia
el conocimiento cientifico sobre estos parasitos, cuya importancia sanitaria y economica
en zonas ganaderas como Cajamarca exige estrategias de control mas eficaces y

contextualizadas.

Palabras clave: Paramfistomosis; Paramphistomidae; proteinas somadticas; SDS-PAGE;

peso molecular (kDa)
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Abstract
Limited knowledge about the somatic proteins of the parasites responsible for
paramphistomiasis restricts a detailed understanding of their biology, physiology, and
interactions with the host. This lack of information hampers the development of targeted
research for disease control and contributes to the persistence of the infection in endemic
areas such as Cajamarca, where it continues to affect livestock and cause economic losses.
In response to this problem, the objective of this study was to characterize the molecular
weights of somatic proteins from adult parasites of the Paramphistomidae family in cattle
slaughtered at the Cajamarca Municipal Slaughterhouse. A somatic protein extract was
obtained from the paramphistomids, and its concentration was determined using the
Bradford method. The number of protein bands and their molecular weights were
analyzed using SDS-PAGE. The results indicated an average protein concentration of
726.5 pg/mL and revealed 21 bands with molecular weights of 15, 21, 23, 24, 26, 33, 38,
40, 46, 50, 56, 59, 63, 70, 77, 91, 96, 100, 105, 113, and 119 kDa. Among these, eight
bands showed higher intensity, corresponding to 105, 63, 33, 26, 24, 23, 21, and 15 kDa.
This study provides a preliminary contribution to the characterization of the somatic
protein profile of paramphistomids within the field of molecular parasitology. By offering
initial data on their protein composition, it lays the groundwork for future, more
specialized research, such as proteomic analyses or the identification of functional
proteins using complementary techniques. This characterization broadens scientific
understanding of these parasites, whose health and economic relevance in livestock-
producing regions like Cajamarca calls for more effective and context-specific control

strategies.

Keywords: Paramphistomosis, Paramphistomidae, somatic proteins, SDS-PAGE,

molecular weight (kDa)
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CAPITULO1
INTRODUCCION
La paramfistomosis es una enfermedad parasitaria gastrointestinal emergente de
distribucion global, causada por trematodos de la familia Paramphistomidae (Eduardo,
1983; Huson, Oliver y Robinson, 2017) que afecta significativamente la industria
ganadera. Su impacto economico se debe a la disminucion de la productividad lactea y
carnica (Torrel y Paz, 2015; Rubab et al., 2022), los altos costos de tratamiento y, en
casos no atendidos, a una elevada mortalidad (Kilani ef al., 2003; Li, 2011; Chaudhry ef

al., 2017; Hotessa y Kanko, 2020).

El diagnostico de esta enfermedad sigue siendo un desafio, debido a que depende
principalmente de examenes coproparasitologicos ineficaces en infecciones de baja carga
parasitaria o durante el periodo prepatente cuando la identificacion de etapas inmaduras
del parasito, responsables de la mayor patogenicidad, resulta inviable (Horak, 1971; Rieu
et al., 2007). Asimismo, la ausencia actual de una vacuna eficaz agrava la situacion

epidemiolodgica.

En este contexto, la protedmica se ha consolidado como una herramienta clave para el
estudio de proteinas parasitarias, al permitir el analisis de la interaccidon parasito-
hospedero y la identificacion de proteinas inmunogénicas con potencial como
biomarcadores para el diagndstico, blancos terapéuticos y formulacioén de vacunas. Estos
avances han sido aplicados con éxito en distintos trematodos (Van der Ree y Mutapi,
2015; Sripa, Laha y Sripa, 2017; Watakulsin ef al., 2023). En helmintos, las proteinas
somaticas han demostrado ser altamente inmunogénicas, lo que resalta su relevancia en

la investigacion de estas infecciones (Stutzer ef al., 2018). Su caracterizacion representa



un punto de partida para la identificacion de proteinas inmunodominantes con

aplicaciones en el control de la enfermedad (Sripa, Laha y Sripa, 2017).

El conocimiento sobre el perfil electroforético de proteinas somaticas de los parasitos de
la familia Paramphistomidae continta siendo limitado, y en el Peru no se han realizado
estudios al respecto. En particular, la informacion disponible sobre Calicophoron
microbothrioides, hasta el momento la Unica especie identificada como agente etiologico
de la paramfistomosis en Cajamarca, es escasa (Torrel y Paz, 2015). Esta falta de estudios
adquiere especial relevancia en esta region, reconocida como la principal cuenca lechera
y la tercera en produccion de carne de vacuno del pais (Ministerio de Desarrollo Agrario
y Riego, 2024 a,b) y que, ademas, enfrenta el desafio de ser una zona endémica para esta
enfermedad poco estudiada. Segun el estudio de Torrel et al. (2023), la paramfistomosis
presenta una prevalencia del 34,2% en el valle de Cajamarca, superando el 15,3%
registrado para Fasciola hepatica. Su propagacion estd influenciada por factores como el
clima, la vegetacion, las practicas de crianza extensiva y mixta, el riego por inundacion y
la falta de normativas en el transporte ganadero (Torrel y Paz, 2015; Jones et al., 2017,
Rafiq et al., 2022; Torrel et al., 2023). A ello se suma la confusion de los productores
pecuarios debido a la similitud sintomatica con la fasciolosis, lo que ha favorecido la
administracion de tratamientos inadecuados y perpetuado la persistencia del problema

(Howell y Williams, 2020; Hoyle ef al., 2022).

A partir de lo expuesto, el objetivo de la presente investigacion fue caracterizar segin su
peso molecular, proteinas somaticas de parasitos adultos de la familia Paramphistomidae
en bovinos faenados en el Matadero Municipal de Cajamarca. Para ello, se cuantifico la
concentracion de proteinas somaticas mediante el método de Bradford y se determind su

peso molecular a través de la técnica SDS-PAGE. Este estudio aporta informacion de



base en el campo de la biologia molecular parasitaria. Los resultados obtenidos
constituyen un punto de partida para futuras investigaciones orientadas a una mejor
comprension de estos parasitos y al desarrollo de estrategias de control adaptadas a

contextos endémicos como Cajamarca.



CAPITULO IT
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion

Vijayashanthi et al. (2020) realizaron un estudio en la India en el que evaluaron el perfil
electroforético de proteinas somaticas de Cotylophoron cotylophorum, aislado del rumen
de ovejas faenadas en un centro de beneficio. Para la obtencion del extracto proteico, los
ejemplares fueron triturados en un mortero con PBS en una proporcion de 20 duelas por
10 mL de PBS, sometidos posteriormente a un proceso de sonicacion y centrifugacion a
12 000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. La concentracion de proteinas se determiné
mediante el método BCA, la caracterizacion proteica se realizé por SDS-PAGE al 12%
revelando las bandas con tincién de azul brillante de Coomassie. Los resultados
mostraron las concentraciones proteicas entre 1 237 y 2 172 mg/mL, con una extraccion
total de 50,2 mg de proteina a partir de 480 ejemplares adultos y multiples bandas entre
10 a 100 kDa. Se concluyd que estos hallazgos son relevantes para el desarrollo de
estudios inmunolégicos y podrian contribuir a la identificacion de posibles candidatos
antigénicos para el desarrollo de vacunas contra la paramfistomosis ovina y para el

diagnéstico temprano de la infeccion.

Una investigacion realizada en India por Abdullah, Tak y Gani (2019) tuvo como objetivo
analizar el perfil de proteinas somaticas de Paramphistomum cervi aislado de ovejas
mediante SDS-PAGE. Para la obtencion de las proteinas, los parasitos fueron lavados con
PBS y procesados a través de las técnicas de precipitacion con sulfato de amonio, dialisis
y concentracion por evaporacion. La concentracion proteica fue determinada por el
método de Lowry. La electroforesis se realizo en gel de poliacrilamida al 12%, y las
bandas fueron reveladas mediante tincién con azul brillante de Coomassie. El patron
electroforético mostrd varias bandas entre 10 y 150 kDa, destacando las bandas de 10,
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18, 23, 40, 50 y 75 kDa y la concentracion proteica fue aproximadamente de 11 mg/mL.
Los autores concluyeron que estas proteinas podrian someterse a andlisis adicionales para

determinar su potencial en el serodiagnostico o en el desarrollo de vacunas.

Jadav et al. (2018) realizaron un estudio en India que tuvo como objetivo caracterizar
proteinas somaticas de Paramphistomum epiclitum, aislado de cabras y ovejas. Los
parasitos fueron lavados con PBS, y para la extraccion proteica se suspendieron 4 g de
polvo seco del parasito en 100 mL de PBS, se centrifugd a 5 000 rpm durante 30 minutos
a4 °Cy el sobrenadante fue sometido a una segunda centrifugacion a 10 000 rpm durante
45 minutos. La concentracion de las proteinas se estimé usando un espectrofotometro
Nanodrop, y la caracterizacion se realizd por SDS-PAGE al 15%. Los resultados
demostraron la presencia de 16 bandas proteicas con pesos moleculares de 14; 16; 21; 23;
25,8; 27, 29; 32; 37, 39; 42; 43; 47; 52; 57 y 76 kDa y la concentracion proteica fue de 6
mg/mL. Se concluy6 que, en futuras investigaciones de inmunotransferencia, algunas de
estas proteinas podrian evaluarse como herramientas diagnodsticas para la deteccion

temprana de infecciones por P. epiclitum en rumiantes.

Una investigacion realizada en India por Shafi ef al. (2016) tuvo como objetivo evaluar
el perfil electroforético de proteinas somaticas de Paramphistomum cervi, aislado de
bovinos. Para la extraccion de proteinas somaticas, los parasitos fueron lavados y
homogeneizados con PBS utilizando un homogeneizador eléctrico. El extracto somatico
fue centrifugado a 10 000 x g durante 30 minutos a 4 °C, los pesos moleculares fueron
determinados a través de SDS-PAGE al 12% y las bandas proteicas se visualizaron con
tincion azul brillante de Coomassie y tincion con plata. Los resultados manifestaron
multiples bandas entre 12 y 100 kDa, siendo las bandas principales de aproximadamente

66, 52,31, 26,22 y 12 kDa. El estudio concluye que la diversidad de proteinas somaticas



identificadas podria someterse a andlisis adicionales para evaluar su potencial en el

serodiagnostico o en el desarrollo de vacunas contra la paramfistomosis.

En Tailandia Anuracpreeda, Chawengkirttikul y Sobhon (2016) identificaron proteinas
somaticas de Paramphistomum gracile, aislado de bovinos. Para la extracciéon de
proteinas, los parasitos fueron lavados con NaCl al 0,85%, homogeneizados en buffer de
lisis y sometidos a sonicacion. Posteriormente, el extracto somatico fue incubado con
agitacion continua durante toda la noche a 4 °C y centrifugado a 5000 g durante 20
minutos a la misma temperatura, recolectindose el sobrenadante para el analisis. Las
proteinas del extracto se separaron por SDS-PAGE al 12,5% y las bandas proteicas se
revelaron mediante tincion con plata. El andlisis reveld 26 bandas con pesos moleculares
entre 12 y 170 kDa. Los autores destacaron que la proteina de 16 kDa, identificada tras
los analisis de purificacion e inmunotransferencia, podria ser un antigeno potencial para
el inmunodiagnoéstico de la paramfistomosis bovina causada por P. gracile, aunque

sefalaron que es necesario continuar con su caracterizacion y validacion.

Salib et al. (2015) desarrollaron un estudio en Egipto que tuvo como objetivo caracterizar
las proteinas somaticas de Paramphistomum spp. aisladas de bovinos. Para la extraccion
proteica, los trematodos fueron homogeneizados en PBS y sometidos a sonicacion.
Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 10 000 rpm durante 15 minutos a 4 °C y el
sobrenadante obtenido se filtr6. La concentracion proteica se determin6 por el método de
Lowry, la caracterizacion de los polipéptidos se llevo a cabo por SDS-PAGE y las bandas
se visualizaron mediante tincién con azul brillante Commassie R-250. Los resultados
indicaron un contenido proteico somatico de 3,3 mg/mL. Asimismo, se revelaron 14
bandas con pesos moleculares de 11,5; 13,5; 19; 25; 29; 46; 52; 63; 66; 72; 87, 102; 120

y 174 kDa. Se concluyd que, en investigaciones complementarias, algunas proteinas



somaticas podrian tener valor diagnostico, destacando la banda inmunogénica de 63 kDa

como candidata potencial para el desarrollo de pruebas inmunolédgicas especificas.

2.2 Bases Teoricas

2.2.1 Parasitosis gastrointestinales en bovinos

Las enfermedades parasitarias son una de las patologias mds frecuentes que generan
problemas significativos en la salud del ganado (Pulido ef al., 2022). Entre ellas, las
parasitosis gastrointestinales constituyen el principal desafio sanitario en bovinos a nivel

mundial, siendo causadas principalmente por protozoos y helmintos (Pinilla e al., 2018).

En particular, las infecciones por trematodo son altamente prevalentes en el ganado y son
consideradas las de mayor impacto dentro de los helmintos que afectan al ganado. Estas
infecciones se asocian con una variedad de efectos negativos, como reduccién en la
produccion de leche y carne, pérdida de peso, trastornos reproductivos, mayor
susceptibilidad a otras enfermedades y, en casos graves, mortalidad. Todo ello conlleva
significativas pérdidas econdmicas para el sector pecuario (Megersa, Hussein y Shemsu,

2024; De Waal y Mehmood, 2021).

2.2.1.1 Paramfistomosis

Es una enfermedad parasitaria gastrointestinal emergente y de distribucion cosmopolita,
producida por trematodos de la familia Paramphistomidae, es denominada también
helmintiasis del rumen, distomatosis ruminal, anfistomosis, trematodosis gastrointestinal
y miasis ruminal. Estos pardsitos afectan principalmente a rumiantes salvajes y
domésticos; aunque también existen casos de infeccion en humanos y porcinos por la
especie Gastrodiscoides hominis (Trejo, 2000; Horak, 1971; Sah, Acosta y Toledo, 2019;

Ghatani y VeenaTandon, 2024).



El ciclo biologico de los paramphistomidos involucra moluscos pulmonados como
hospederos intermediarios, y la infeccidon se produce tras la ingestion de metacercarias.
Los géneros mas comunes causan infeccion en el pre estdmago e intestino de bovinos,
ovinos, caprinos y bufalos, etc. (Benavides y Romero, 2001). Sin embargo, el género
Gigantocotyle se localiza especificamente en los conductos biliares de los bufalos

(Haque, Mohan y Ahmad, 2011).

Epidemiologia

La paramfistomosis afecta principalmente a bovinos jovenes de 1 afio, debido a que son
mas susceptibles a la invasion de los parasitos. La tasa de mortalidad en poblaciones de
animales con infecciones masivas puede alcanzar hasta el 80 0 90% (Torrel y Paz, 2015;

Chowdhury et al., 2019).

La mayoria de brotes suelen tener lugar en otofo, a finales de verano y principios de
invierno, periodos en que los pastos estan altamente contaminados con metacercarias y
son accesibles a los rumiantes durante el pastoreo. La endemicidad de la enfermedad esta
relacionada a zonas himedas y vegetacion abundante. Estas condiciones favorecen la
proliferacién de caracoles, que actian como hospederos intermediarios del parasito

(Torrel y Paz, 2015).

En Europa, se han reportado especies como Paramphistomum leydeni (Morariu et al.,
2023), Paramphistomum cervi, Paramphistomum microbothrium, Paramphistomum
ichikawai, Paramphistomum daubneyi, Paramphistomum gotoi, Cotylophoron (Postal,
1984) y Calicophoron daubneyi, siendo esta ultima la mas frecuente (Fenemore, Floyd y
Mitchell, 2021). La especie P. ichikawai se encuentra principalmente en Africa, Asia y
Australia (Wenzel et al., 2019). En el continente asiatico, se ha descrito la presencia de

esta parasitosis en Pakistan (Paramphistomum spp.) (Rizwan et al., 2022), Turquia (C.



daubneyi 'y P. leydeni) (Padak y Karakus, 2021) y en la India Paramphistomum epiclitum

(Jadav et al., 2018).

En Europa y Asia, se han alcanzado altas prevalencias, destacando un 77 % en Irlanda
(Martinez-Ibeas et al., 2016), 75,2% en Sarawak (Harizt et al., 2021), en Alemania
prevalencias del 64% y 57% de C. daubneyi (Teschner et al., 2025), 59% en Gales (Jones
et al., 2017), 55,9% en Italia (Sanna et al., 2016), 56,25% en Pakistan (Rizwan et al.,
2022) y 53,8% en Irlanda del Norte (Atcheson et al., 2022). Asimismo, en ciertas areas
del Reino Unido, la prevalencia de paramfistomosis supera a la de la fasciolosis (Huson,

Oliver y Robinson, 2017).

En Africa, se han registrado los géneros Calicophoron phillerouxi, Cotylophoron sp.,
Calicophoron raja, Calicophoron microbothrium, siendo este ultimo la especie mas
comin (Laidemitt ez al., 2017). En cuanto a la prevalencia de paramfistomosis en Africa,
se ha reportado el 62,8 % en Tanzania; sin embargo, en algunas aldeas del pais se han

registrado tasas de hasta el 100% (Nzalawahe et al., 2015).

En Cuba, también se ha registrado una prevalencia del 68,54% de Cotylophoron

cotylophorum en bovinos (Leon et al., 2020).

En cuanto a América Latina, diversos estudios han confirmado la presencia de esta
enfermedad en varios paises. Se han reportado casos en México (Hernandez et al., 2023);
en Brasil asociados a la especie P. leydeni (Lopes, Lopez y Pinto, 2024); en Colombia
(Arroyo et al., 2022); Chile (Cerda et al., 2019); Peru (Cueva-Rodriguez et al., 2024);
Argentina (Sanabria, Moré y Romero, 2011); Venezuela, con registros de la especie
Cotylophoron spp. (Urbina-Andueza et al., 2025); Ecuador, por Paramphistomum spp.

(Espinoza et al., 2024); y en Uruguay, con presencia de C. daubneyi (Sanchis et al., 2012).



En Colombia, las especies reportadas en bovinos incluyen Cotylophoron cotylophorum 'y

Cotylophoron panamensis (Alarcon y Velasquez, 2009; Lopez y Velasquez, 2012).

En Perq, esta parasitosis se ha descrito mayormente en el norte del pais. En San Martin
se ha identificado a Cotylophoron spp. (Rojas et al., 2015), en Loreto a
Cotylophoron cotylophorum (Sanchez et al., 2009; Pinedo et al., 2010). En Chachapoyas,
La Libertad y Cajamarca a Calicophoron microbothrioides (Cueva et al., 2022; Aranda,

2017; Manrique et al., 2013; Torrel et al., 2023).

La prevalencia de infeccion por Calicophoron microbothrioides en ganado vacuno del
distrito de Cajamarca, segun un estudio reciente de Torrel et al. (2023), fue del 34,2%,
con los valores mds altos registrados en los caserios de Huacariz (36,8%), La Colpa
(42,9%) y Huayrapongo (54,4%). Estas cifras superan la prevalencia de fasciolosis
reportada en el mismo distrito, la cual fue del 15,3%. De manera similar, en el distrito de
Bafios del Inca, la prevalencia general alcanzo el 38,5%, destacando Columbo con el valor
mas alto (65,2%), seguido de Tartar grande (39,1%) y Tartar chico (33,35%); todos con
valores superiores a la prevalencia de infeccion por F. hepatica registrada en esta zona,
que fue del 22,6%. Por otro lado, en el distrito de La Encafiada, se reportd una prevalencia

de C. microbothrioides del 30,3% en la localidad de Santa Rosa.

Ubicacion taxonémica

La paramfistomosis es causada por tres géneros de gran relevancia en la medicina
veterinaria: Paramphistomum, Cotylophoron y Calicophoron (Cordero ef al., 2002). Sin
embargo, la familia Paramphistomidae incluye diversos géneros adicionales como
Explanatum,  Gigantocotyle,  Gastrodiscoides, Indosolenorchis, Leiperocotyle,
Nilocotyle, Orthocoelium, Stichorchis (Schoch et al., 2020). A continuacion, se presenta

la clasificacion taxonomica de los principales géneros de los parasitos pertenecientes a la
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familia Pararamphistomidae (Tabla 1) (Schoch et al., 2020).

Tabla 1. Ubicacion taxondémica de los tres géneros mas relevantes dentro de la familia

Paramphistomidae.
Reino Animalia
Filo Platyhelminthes
Clase Trematoda
Subclase Digenea
Orden Plagiorchiida
Familia Paramphistomidae
Género Paramphistomum
P. cervi

P. microbothrioides

Especies P. liarchis

P. ichikawai

P. microbothrium

Género Cotylophoron

C. cotylophoron

Especies
C. streptocoelium
Género Calicophoron
C. microbothrioides
C. calicophoron
Especies
C. ijimai
C. daubneyi
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Estadios evolutivos

Huevo. Semejantes a los huevos de Fasciola hepatica, pero mas grandes (140-150 um
de largo por 63-71 um de ancho) y de color claro. De forma ovalada, con el polo
operculado mas fino que el polo opuesto. El cigoto se ubica en la posicion media
posterior, a diferencia del huevo de F. hepatica, en el que el cigoto se localiza en la region

media anterior (Torrel y Paz, 2015; Cordero del Campillo et al., 2002).

Miracidio. Forma infectiva para el hospedero intermediario, es ovoide y alargado,
presenta en su parte anterior una glandula apical que facilita la penetracion en el caracol,
posee cilios para su desplazamiento en el agua y de dos a tres manchas oculares (Torrel

y Paz, 2015; Cordero del Campillo et al., 2002).

Esporocisto. Primera forma larval que se desarrolla al interior del caracol, con una
estructura sacciforme y tamafio de 93 um por 53 um. Posterior a 11 dias los esporocistos
alcanzan la madurez y contienen maximo 8 redias cada uno (Torrel y Paz, 2015; Cordero

del Campillo et al., 2002; Soulsby, 1993).

Redia. Es de forma alargada, existen una o dos generaciones de redias, se alimentan de
tejidos del caracol y de hemolinfa, especialmente de las células glandulares digestivas.
Algunas especies desarrollan digestion externa mediante enzimas hidroliticas segregadas
por el tegumento, provocando en el molusco lisis de células que rodean la redia (Torrel y

Paz, 2015; Cordero del Campillo et al., 2002).

Cercaria. Presentan color marrén oscuro, dos manchas oculares, una cola propulsora y
miden de 350 um por 280 um. Las cercarias abandonan los caracoles cuando hay mayor
intensidad solar y nadan cerca de la superficie del agua hasta fijarse en las plantas (Torrel

y Paz, 2015).
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Metacercaria. Forma quistica infectiva, ingerida por hospederos definitivos. Las
cercarias pierden la cola y se enquistan en metacercarias que poseen membranas
resistentes, se fijan a las plantas. Los quistes tienen un tamafo de 250 um (Torrel y Paz,

2015; Cordero del Campillo et al., 2002).

Adulto. Piriforme de forma cdnica no aplanada, concavo ventralmente y convexo
dorsalmente, color rojo claro o rosado. El cuerpo estd recubierto por papilas, poseen una
ventosa oral (organela de alimentacion) en el polo anterior mas delgado, un poro genital
al final del primer tercio corporal (organela de fijacion) y una ventosa ventral (Figura 1).
Miden entre 5-10 mm de largo y de 2-4 mm de ancho. El didmetro de la ventosa oral es
de aproximadamente 1 mm, mientras que la ventosa ventral mide en promedio 1,5+0,5
mm de diametro. Estan localizados generalmente en el rumen y en raras ocasiones se
encuentran en el reticulo, abomaso y omaso del hospedero definitivo rumiante (Dirksen,

Griinder y Stober, 2005; Torrel y Paz, 2015).

13



Ventosa oral

Eséfago

Ciegos intestinales
Ventosa genital

E:Ttem

Testiculo anterior

Acetabulo

Figura 1. Diagrama generalizado de la organografia de la forma adulta de Cotylophoron
panamensis (Lopez y Velasquez, 2012).

Ciclo bioldgico

El ciclo biolégico indirecto de trematodos de la familia Paramphistomidae esta basado en
el caracol de agua dulce como hospedero intermediario, mientras que los bovinos son los
hospederos definitivos mas importantes seguidos por ovinos y caprinos. La infestacion
del hospedero definitivo es debido a la ingesta de la forma quistica metacercaria presente
en el pasto, posteriormente el desenquistamiento se lleva a cabo en el abomaso donde se

liberan los pardasitos (trematodos juveniles recién exquistados) que migran al intestino
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delgado situandose en la submucosa para alimentarse durante 6 a 8 semanas
aproximadamente (trematodos inmaduros). Incluso pueden alimentarse de los tejidos del
hospedero hasta tres meses ocasionando un grave dafo tisular (Huson et al., 2018 a),
luego los parasitos se desplazan y se fijan en las papilas o pared ruminal a través de su
acetabulo muscular (duelas pequefias recién migradas) donde maduran (duelas adultas
maduras) para producir huevos en un promedio de 96-130 dias y ser expulsados a través
de las heces. El tiempo de eclosion depende de la temperatura y varia entre 12 a 21 dias;
sin embargo, en condiciones in vitro, se ha demostrado que los huevos eclosionan en el
medio acudtico alrededor de 44 dias a 16 °C y aparecen larvas o miracidios que nadan en
el agua y penetran al caracol a través de la cavidad respiratoria o mediante partes
expuestas (Cordero del Campillo et al., 2002; Torrel y Paz, 2015; Huson, Oliver y

Robinson, 2017; Huson et al., 2021).

En el interior del caracol hospedero, los parasitos se desarrollan a través de tres estadios
larvarios (esporocistos, redias y cercarias). Alrededor de 12 horas, los miracidios pierden
los cilios superficiales convirtiéndose en esporocistos y se desplazan a través de vasos
sanguineos o canales linfaticos hacia areas con alta disponibilidad de nutrientes, al cabo
de 11 dias los esporocistos maduros contienen cada uno maximo 8 redias en su interior,
estas se liberan produciendo redias hijas y luego de 39 dias redias nietas presentes en las
glandulas del intestino medio. Posteriormente, se originan por cada redia entre 9 y 32
cercarias, las cuales completan su desarrollo en 2 semanas dentro del hospedero
intermediario. Las cercarias abandonan los caracoles estimulados por la luz y nadando en
la superficie del agua, son activas algunas horas y luego se enquistan formando
metacercarias adheridas al pasto que permanecen infectivas en verano hasta por cinco
meses y en invierno por tres meses (Figura 2) (Cordero del Campillo et al., 2002; Huson,

Oliver y Robinson, 2017; Torrel y Paz, 2015).
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Intermadiate snail host

Figura 2. Ciclo biolégico de Calicophoron daubneyi. 1: huevos no embrionados, 2:
huevos embrionados, 3: miracidios, 4: hospedero intermediario, 4a: esporocistos, 4b:
redias, 4c: cercarias, 5: metacercarias, 6: hospedero definitivo, 7: desenquiste, 8: parasitos
adultos (Huson, Oliver y Robinson, 2017).

Hospederos

Los hospederos definitivos abarcan una amplia variedad de rumiantes, tanto domésticos
como salvajes. En el caso de los domésticos, los mas comunes son los bovinos y los
bufalos de agua, seguidos por las ovejas, cabras (Cordero del Campillo et al., 2002) y
yaks (Fu et al., 2023). Entre los rumiantes salvajes se incluyen los cérvidos (Sindici¢ et
al., 2017), antilopes (Pfukeny y Mukaratirwa, 2018; Ikeuchi et al., 2022) y corzos
(Morariu et al., 2023). Ademas, se ha documentado el parasito en camélidos (El-Khabaz,
Abdel-Hakeem y Arfa, 2019), cerdos y equinos (Ghatani y VeenaTandon, 2024) e incluso
la especie Gastrodiscoides hominis Lewis y McConnall, 1876 ha sido reportada en

humanos (Kumar, 1980; Sah, Acosta y Toledo, 2019).
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La paramfistomosis involucra una amplia variedad de hospederos intermediarios, que son
moluscos pulmonados de agua dulce, en los cuales se desarrollan las fases de
esporocistos, redias y cercarias. Estos moluscos pertenecen a las familias Planorbidae
(Planorbis, Indoplanorbis, Biomphalaria, Ceratophallus, Helicorbis, Gyraulus, Anisus,
Armiger, Segmentina, etc.), Bulinidae (Bulinus, Bulinus tropicus, Bulinus truncatus,
Bulinus forskalii) y Lymnaeidae (Lymnaea, Galba truncatula; Omphiscola glabra). La
familia Planorbidae y Bulinidae son comunes en Africa, Asia y Australia; mientras que
la tercera es predominante en América y Europa (Cordero del Campillo et al., 2002;
Elsokkary, Heikal y Otify, 2009; Ates y Umur, 2021; Nyagura, Malatji y Mukaratirwa,

2024).

Paramfistomosis aguda o intestinal

Esta fase de la enfermedad, causada por tremados inmaduros, presenta mayor
patogenicidad. La migracion masiva de parasitos a través del tracto intestinal desencadena
gastroenteritis aguda, especialmente en rumiantes jovenes. Asimismo, los trematodos
inmaduros se adhieren a la mucosa del duodeno y yeyuno, y pueden penetrar hasta la capa
Muscularis mucosae. Esta invasion ocasiona hemorragias, petequias, erosiones, necrosis,
hiperemia, congestion severa, ulceras y protrusiones nodulares en las capas superficiales
del epitelio y en las criptas de Lieberkuhn. Ademas, se produce la destruccion de
glandulas digestivas del intestino delgado y abomaso, lo que conduce a un sindrome de
mala digestion y mala absorcion (Cordero del Campillo ef al., 2002; Radostits et al., 2002;

Quiroz, 2005; Tehrani et al., 2015).

El andlisis microscopico del intestino delgado ha evidenciado dilatacion de las glandulas
intestinales, destruccion de las glandulas superficiales, infiltracion difusa de células
inflamatorias y enteritis fibrinonecrética (Tehrani er al., 2015). Las manifestaciones

clinicas a partir de las dos semanas de infeccion incluyen anemia, emaciacion, anorexia,
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dolor abdominal, retraso del crecimiento, disminucion de la condicidon corporal, atrofia
muscular, pérdida del apetito, sed intensa, deshidratacion, hidropericardio, hidrotorax,
edema pulmonar, edema submandibular, ascitis y enteritis hemorragica. Otros signos
caracteristicos son pelo hirsuto, diarrea de caracteristicas fétidas, profusas o
sanguinolentas (Cordero del Campillo et al., 2002) y, en casos severos, mortalidad que

puede alcanzar hasta el 90% (O'Shaughnessy et al., 2018; Urquhart et al., 2001).

Ademas, los ganglios linfaticos pueden presentarse edematosos, distendidos o rotos, los
conductos biliares dilatados y la vesicula biliar distendida. Algunos paramphistomidos
inmaduros pueden perforar la pared intestinal, alcanzando la serosa o el liquido

peritoneal, y en algunos casos, localizarse en la vesicula biliar (Quiroz, 2005).

Paramfistomosis cronica o ruminal

Esta fase se desarrolla por la presencia de duelas adultas que se adhieren a la mucosa del
rumen, reticulo u omaso (Dirksen, Griinder y Stober, 2005; Torrel y Paz, 2015). Aunque
esta etapa de la enfermedad exhibe una menor patogenicidad, puede ocasionar atrofia de
papilas ruminales con ulceracion en los extremos, necrosis papilar focal, alteracion de las
células basales del epitelio, dafio mecanico en la pared ruminal e hiperqueratosis
paraqueratosica, que se manifiesta como un oscurecimiento difuso en la mucosa del
rumen, reticulo y omaso. Generalmente, la fase ruminal es tolerada por el hospedero
definitivo, incluso en presencia de carga parasitaria elevada, por lo que no causa
sintomatologia visible. No obstante, estas alteraciones se traducen en debilidad,
timpanismo ruminal recurrente, atonia ruminal y disminucion en la produccion lactea,
especialmente en casos de infecciones graves (Alzieu y Dorchies, 2007; Fuertes ef al.,

2015; Rizwan et al., 2022).
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Diagnostico

El diagndstico practico de la paramfistomosis se basa en la identificacion de huevos
parasitarios mediante un examen coproparasitologico, especificamente utilizando la
técnica de sedimentacion y decantacion. Sin embargo, este método puede presentar
resultados errdneos al carecer de sensibilidad en infecciones con baja carga parasitaria o
durante la enfermedad subclinica (Horak, 1971; Bida y Schillhorn van Veen, 1977; Rieu

et al.,2007).

El diagnostico de la paramfistomosis en su fase prepatente es fundamental para la
deteccion temprana de la enfermedad. Sin embargo, este objetivo resulta complicado de
alcanzar mediante métodos coprologicos convencionales (Elsheikha et al., 2011). En este
contexto, el inmunodiagnostico podria representar una herramienta mas confiable para la

deteccion de la paramfistomosis (Anuracpreeda, Wanichanon y Sobhon, 2008).

En la actualidad, no existe una prueba inmunodiagndstica comercial disponible para la
paramfistomosis. Sin embargo, en los ultimos afos, diversas investigaciones se han
enfocado en el desarrollo de métodos inmunodiagnosticos, destacando la utilidad de
antigenos somaticos o de excrecion/secrecion nativos de parasitos. Por ejemplo, Jaiswal
et al. (2018) evaluaron la prueba ELISA indirecta como herramienta diagndstica para
Paramphistomum epiclitum, indicando su posible aplicacion, debido a que presentd una
sensibilidad del 100 % y Huson et al. (2021) desarrollaron el primer ELISA basado en
coproantigenos para el diagnoéstico de Calicophoron daubneyi. Por su parte,
Anuracpreeda, Tepsupornkul y Chawengkirttikul (2017) desarrollaron una prueba ELISA
tipo sandwich para la deteccion del antigeno somatico de 16 kDa de Paramphistomum
gracile, demostrando un excelente potencial para el diagndstico preciso de la

paramfistomosis.
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Se ha descrito que la prueba ELISA indirecta es una herramienta confiable para el
diagndstico temprano de la paramfistomosis en diferentes hospederos (Anuracpreeda et
al., 2013). Sin embargo, en estos ensayos, se requiere estudiar los titulos de anticuerpos
IgM e IgG, dado que la presencia de IgM indica una infeccion activa, mientras que los
anticuerpos IgG pueden permanecer detectables incluso después de la eliminaciéon de la
infeccidn, lo que permite diferenciar entre infecciones recientes y pasadas (Rubab et al.,

2022).

Vacunas

Actualmente no existe vacuna contra la paramfistomosis. Se ha desarrollado un estudio
donde se empledé hemoglobina recombinante de Paramphistomum epiclitum para
inmunizar bovinos; sin embargo, no se observaron efectos positivos protectores (Dewilde

et al., 2008).

Las proteinas somaticas pueden ser comunes o especificas entre diferentes especies
dentro de un mismo género o familia de parasitos; sin embargo, aquellas que son
particulares de una especie y presentan propiedades antigénicas son las mas indicadas
como candidatas vacunales, porque inducen una respuesta inmune especifica que
previene la paramfistomosis causada exclusivamente por la especie identificada,
minimizando el riesgo de reacciones cruzadas con otros parasitos (Abdolahi Khabisi y

Sarkari, 2016)

No obstante, la protedmica también contribuye al disefio de vacunas con reactividad
cruzada, capaces de actuar frente a diferentes especies de helmintos. Por ejemplo, en un
estudio se identificaron antigenos con esta propiedad en extractos proteicos intestinales
de los nematodos Mecistocirrus digitatus y Haemonchus contortus, ambos pertenecientes
a la misma familia, lo que sugiere que una vacuna formulada para una especie podria

brindar proteccion parcial contra otra (Dicker et al., 2014). Asimismo, la protedmica ha
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facilitado el desarrollo de vacunas multiepitopo, mediante la combinacioén de antigenos
conservados presentes en distintas especies de helmintos. Este tipo de vacunas tiene el
potencial de generar una respuesta inmunitaria amplia que protege al hospedero contra

diversas infecciones por helmintos (Sharma et al., 2024).

2.2.2 Proteémica

La protedmica es una disciplina que, a través de técnicas moleculares, estudia las
interacciones, la funcidn, la composicion, la estructura y las actividades celulares de las
proteinas, permitiendo, ademas, la identificacién de epitopos antigénicos especificos

(Totomoch, Brito y Manterola, 2021; Wilkins et al., 1996).

La protedbmica desempefia un papel crucial en la caracterizacion de las proteinas
expresadas por parasitos (proteoma). La informacion derivada de enfoques protedmicos
en la interaccion parasito-hospedero, como la identificacion de proteinas sométicas de
helmintos y proteinas antigénicas que son altamente inmunogénicas, es fundamental para
reconocer biomarcadores en el diagndstico, objetivos farmacoldgicos y candidatos
vacunales. Ademas, permite comprender la bioquimica y fisiologia del parasito, asi como
la respuesta inmune del hospedero y su modulaciéon por parte del pardsito (Qian y

Chandramouli, 2009; Van der Ree y Mutapi, 2015).

2.2.2.1 Proteinas somaticas en helmintos

Las proteinas somaticas estan presentes en el soma o cuerpo del parasito, estan asociadas
con los tejidos del parasito y se obtienen por fragmentacién y homogenizacion de
parasitos completos. Estas proteinas se localizan predominantemente en el es6fago y los
intestinos (Espino et al., 1987; Morales y Ludovisi et al., 2021), y se ha demostrado que
algunas de ellas poseen actividad inmunologica (Johnston, MacDonald y McKay, 2009),

por lo que han sido utilizadas como antigenos somaticos en el inmunodiagnodstico de

21



infecciones parasitarias, como en el caso de Haemonchus contortus (Javare, 2017).
Ademas, cumplen un rol relevante en la respuesta inmunitaria frente a helmintos
gastrointestinales, razdn por la cual algunas de ellas se han evaluado como candidatas a

vacunas (Sakthivel et al., 2018; Wang et al., 2019).

Rol fisioldogico de las proteinas somaticas con capacidad inmunogénica
Se han identificado diversas proteinas con capacidad inmunogénica en el proteoma
somatico de helmintos; a continuacidn, se detallan aquellas que destacan por su mayor

potencial inmunogénico.

Las FABPs son proteinas intracelulares de bajo peso molecular (12-15 kDa), que
desempefian una funcion esencial en la supervivencia de los helmintos, ya que participan
en la oxidacién de lipidos. Esta funcion es relevante, ya que estos parasitos carecen de la
maquinaria celular necesaria para la biosintesis de lipidos, por lo que dependen de los
acidos grasos obtenidos del hospedero. Asimismo, las FABPs inhiben la sintesis de 6xido
nitrico en el hospedero, lo que suprime los procesos inflamatorios y modula la respuesta
inmune. Por estas razones, estas proteinas inmunogénicas se proponen como objetivos
prometedores para el desarrollo de vacunas, diagnostico o tratamiento (Figueroa y
Espino, 2014; Sripa, Laha y Sripa, 2017). Las mismas estan presentes en alta
concentracion en células parenquimatosas y tejidos reproductivos, y en menor proporcion

en el tegumento y el epitelio cecal (Sirisriro et al., 2002).

La GST es una proteina (23-28 kDa), cuya funcién principal es la desintoxicacion de
xenobidticos que es importante en la prevencion del estrés oxidativo de los parasitos
(Torres y Landa, 2008). Su potencial como posible antigeno diagndstico ha sido
demostrado en la deteccion de infecciones por Gigantocotyle explanatum, con niveles

mas elevados de esta proteina en extractos somaticos del parasito. Se ha identificado que
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las glandulas vitelinas constituyen la principal fuente de GST en este trematodo (Rehman
et al., 2020). Ademas, debido a su alta inmunogenicidad, las GST han sido consideradas

como candidatas a vacunas (Sanchez et al., 2024).

En Schistosoma japonicum, la proteina disulfuro isomerasa (PDI), con un peso molecular
aproximado de 55 kDa, es esencial en las interacciones parasito-hospedero, lo que la
posiciona como un candidato prometedor para futuras investigaciones orientadas al
desarrollo de herramientas diagndsticas y vacunas para el control de la esquistosomiasis.
Ademas, esta proteina es crucial para el correcto plegamiento de proteinas, regula el
equilibrio redox intracelular y protege al parasito contra el estrés oxidativo. Se ha
demostrado que, en S. japonicum, la PDI se distribuye mayormente en el tegumento y el

parénquima del parasito (Nordberg y Arner, 2001; Cao ef al., 2014).

La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una enzima glucolitica de
aproximadamente 36 kDa, ademas de su funcion metabdlica, modula las respuestas
inmunitarias del hospedero (Perez-Casal y Potter, 2016). En S. japonicum, se ha

caracterizado como una diana vacunal protectora (Tang et al., 2019).

Otra enzima glucolitica es la malato deshidrogenasa (MDH) (36 kDa aproximadamente),
esencial en el metabolismo energético de los trematodos, participando en procesos
aerdbicos y anaerdbicos vitales para su supervivencia. Debido a su rol fundamental, la
MDH resulta un objetivo potencial para el desarrollo de vacunas (Chetri, Shukla y
Tripathi, 2020). Asimismo, la inhibicidn de esta proteina podria constituir una estrategia

para disefar agentes antiparasitarios (Kayamba et al., 2021).

La mioglobina, una hemoproteina de 17 kDa aproximadamente, se encuentra en altas
concentraciones en trematodos (Ren et al., 2014). En Clonorchis sinensis, esta distribuida

por todo el cuerpo del parasito, incluyendo el tegumento, la ventosa oral y la vitelaria
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(Sim, Park y Yong, 2003). Esta proteina desempefia funciones clave para la supervivencia
de trematodos, como el almacenamiento de oxigeno en condiciones anaerobicas, la
reserva de hemo para la produccion de huevos y la capacidad de captar perdxido de
hidrégeno, protegiendo al parésito contra el dafio oxidativo. Esta proteccion contra el
estrés oxidativo sugiere que la mioglobina influye en la evasién de la respuesta
inmunologica del hospedero y puede tener propiedades inmunomoduladoras (Ren et al.,
2014). Asimismo, en Opisthorchis viverrini, la mioglobina se ha considerado como una
candidata potencial para el desarrollo de vacunas; sin embargo, se requiere una mayor
verificacion experimental para confirmar su eficacia en este ambito (Prasopdee et al.,

2019).

Proteinas somaticas identificadas en paramphistomidos

En paramphistomidos se han identificado algunas proteinas somaticas; sin embargo, ain
no se ha comprobado su antigenicidad e inmunogenicidad. No obstante, se ha
caracterizado una proteina de aproximadamente 16 kDa en el extracto somatico de
Paramphistomum  gracile, que muestra potencial como candidata para el
inmunodiagnéstico de la paramfistomosis en rumiantes. Esta proteina no presenta
reacciones cruzadas con antigenos de parasitos frecuentes en rumiantes, tales como
Eurytrema pancreaticum, Gigantocotyle explanatum, Schistosoma spindale, Moniezia
benedeni, Avitellina centripunctata, Haemonchus placei, Trichuris sp. y Setaria

labiatopapillosa (Anuracpreeda, Tepsupornkul y Chawengkirttikul, 2017).

En particular, en Calicophoron daubneyi, las FABPs destacan en el proteoma somatico,

asi como las deshidrogenasas/reductasas, las globinas y las GST (Huson ef al., 2018 b).

Especificamente, en ejemplares adultos de Calicophoron daubneyi se han identificado las

50 proteinas mas abundantes del proteoma somatico mediante SDS-PAGE 2D seguido
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de LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem),
entre las cuales se encuentran las FABPs, las GST, mioglobina, disulfuro isomerasa,
malato deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, la peptidil-prolil isomerasa,
triosafosfato isomerasa, familia de deshidrogenasas/reductasas de cadena corta, proteina
de choque térmico de 70 kDa, familia de chaperoninas (proteina de choque térmico de 60
kDa), enolasa, miosina, espectrina, piruvato carboxilasa, propionil-CoA carboxilasa,
glucogeno fosforilasa, proteina de shock térmico de 90 kDa, filamina, proteinas de
control de division celular, alfa macroglobulina, proteina de béveda mayor, urocanato
hidratasa, dihidrolipoamida deshidrogenasa, calpaina, fosfoenolpiruvato carboxiquinasa,
glutamato deshidrogenasa, citrato sintasa, leucotrieno hidrolasa, succinato CoA-
transferasa, aspartato aminotransferasa, P-tubulina, antigeno del tegumento, etc. y

proteinas que aun no han sido caracterizadas (Huson ef al., 2018 b; Allen, 2019).

2.2.2.2 Caracterizacion por peso molecular de proteinas somaticas

El peso molecular es uno de los parametros fundamentales para la caracterizacion de
proteinas. Su determinacion puede realizarse mediante diversas técnicas, entre las que
destacan el SDS-PAGE y la espectrometria de masas (Santilli et al., 2021). Para la
aplicacion de estas técnicas, las proteinas somaticas deben ser previamente extraidas,
proceso que implica diversas etapas, como la lisis celular, la centrifugacion bajo
parametros controlados de tiempo y temperatura para preservar la integridad de las
proteinas, el uso de reactivos detergentes y, de forma opcional, la precipitacion proteica
con agentes como el sulfato de amonio. La lisis celular puede realizarse mediante métodos
de disrupcion fisica, como la homogeneizacién mecanica, la sonicacion, los ciclos de

congelacion-descongelacion y la trituracion manual (Walker, 2009).
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SDS-PAGE

Esta técnica permite separar proteinas desnaturalizadas seglin el tamafio molecular, lo que
posibilita estimar su peso molecular comparando las bandas obtenidas con un marcador
estandar (Walker, 2002). Esta basada en dos componentes principales: el SDS, un
detergente que desnaturaliza las proteinas y les confiere una carga negativa uniforme; y
el gel de poliacrilamida, que funciona como una matriz porosa para su separacion. Al
aplicar un campo eléctrico, las proteinas se desplazan hacia el &nodo (electrodo positivo),
y su velocidad de migracion es inversamente proporcional a su peso molecular. En
consecuencia, las proteinas mas pequefias migran mas rapido a través del gel, mientras
que las de mayor tamafio avanzan lentamente. Finalmente, para el revelado de las
proteinas en gel, los métodos mas utilizados son la tincién con azul de Coomassie y la

tincion con plata (Nelson y Cox, 2021).

Electroforesis Bidimensional (2D)

Esta técnica combina dos métodos de electroforesis diferentes. En la primera dimension,
las proteinas se separan segun su carga eléctrica (punto isoeléctrico, pI) y en la segunda
dimension por masa molecular (SDS-PAGE). En la primera etapa, se utiliza una tira de
gel con un gradiente de pH inmovilizado, que suele abarcar valores de pH entre 3 y 10.
La muestra proteica se aplica sobre la tira, luego de haber sido previamente
desnaturalizada, por ejemplo, mediante el uso de urea, la cual act@ia rompiendo los
puentes de hidrogeno. Al aplicar un campo eléctrico, las proteinas migran a través del
gel: si el pH es menor que su pl, adquieren carga positiva y migran hacia el catodo; si el
pH es mayor que su pl, se cargan negativamente y migran hacia el anodo. La migracion
se detiene cuando las proteinas alcanzan el pH igual a su pl, ya que en ese momento su
carga neta es cero. Posteriormente, la tira del enfoque isoeléctrico se coloca sobre un gel

de poliacrilamida vertical y se realiza el SDS-PAGE. El resultado final es un gel con
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multiples manchas o puntos (spots), cada uno correspondiente a una proteina individual.
Para su visualizacion, el gel se tifie con plata o azul de Coomassie (Magdeldin et al.,

2014).

Huella digital de masa de péptidos (PMF)

Las proteinas son inicialmente separadas mediante electroforesis en gel o cromatografia
liquida. Luego, se someten a una digestion enzimatica utilizando, por lo general, tripsina,
que fragmenta las proteinas en péptidos con un tamafio promedio de 8 a 10 aminoacidos.
Los péptidos obtenidos son analizados mediante espectrometria de masas, lo que genera
una lista de picos correspondiente a sus masas moleculares. Posteriormente, se realiza
una digestion in silico, donde un software simula la accion de la misma enzima utilizada
experimentalmente sobre las secuencias de proteinas almacenadas en bases de datos y se
obtiene una lista tedrica de picos. Finalmente, el patrén experimental de masas es
comparado con los patrones teéricos generados por el software. La coincidencia entre
ambos permite identificar la proteina problema y conocer su peso molecular. Entre los
programas mas utilizados para este proceso se encuentran Mascot, MS-Fit y Profound.

(Martinez de Bartolomé, 2013; Calabrese, 2019).

Espectrometria de masas en tindem (MS/MS)

El andlisis consta de dos fases: en la primera se obtienen las huellas peptidicas para
adquirir los espectros de masas de los péptidos (MS), en la segunda fase (MS/MS) algunos
de esos péptidos son fragmentados de manera controlada, utilizando métodos como la
colision inducida por gas, la reaccioén i6n-molécula o la fotodisociacion. Los fragmentos
resultantes son detectados por un segundo analizador de masas, generando un nuevo
espectro. A partir de estos datos, se comparan las masas de los fragmentos observados
con masas tedricas generadas in silico, utilizando bases de datos de secuencias proteicas.

Esta técnica tiene otro enfoque denominado secuenciacion de novo, el cual permite
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identificar proteinas extrayendo directamente la informacion de su secuencia contenida
en los espectros de fragmentacion, sin recurrir a bases de datos proteicas (Martinez de

Bartolomé, 2013).

Espectrometria de masas en tindem acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS)
Luego de la extraccion de proteinas, estas son sometidas a digestion enzimatica, ya sea
directamente desde el extracto proteico o luego de una separacion previa mediante SDS-
PAGE o electroforesis bidimensional cuando se requiere identificar proteinas especificas
asociadas a bandas definidas en el gel. Los péptidos generados se introducen en un
sistema de cromatografia liquida, donde son separados en funcién de su hidrofobicidad.
Esta etapa es fundamental, ya que permite reducir la complejidad de la muestra y evitar
interferencias entre los péptidos, lo que garantiza su ingreso ordenado y progresivo al
espectrofotometro de masas. De este modo, se mejora considerablemente la sensibilidad,
resolucion y exactitud del analisis. A continuacion, los péptidos separados pasan por una
fuente de ionizacidon, normalmente ionizacidon por electropulverizacion (ESI) que
transforma los compuestos liquidos separados en iones que puedan ingresar al
espectrometro de masas donde son analizados en dos pasos consecutivos: MS y
MS/MS. Finalmente, la identificacion de las proteinas se logra comparando los espectros
MS/MS obtenidos experimentalmente con espectros tedricos generados in silico a partir
de bases de datos que contienen las secuencias de proteinas conocidas (Suna y Mayr,

2018; Huson ef al., 2018 b; Morchén et al., 2014).
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CAPITULO III

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1 Nivel de Investigacion

Descriptivo

3.2 Tipo y Diseiio de Investigacion

Investigacion de tipo basica con disefio descriptivo y dimension transversal.

3.3 Disefio Metodologico

3.3.1 Localizacion del lugar de muestreo

El Matadero Municipal de Cajamarca estd ubicado en el Centro Poblado Iscoconga (7°
12'04.6" S, 78° 26' 57.4" O), distrito Llacanora, region Cajamarca, Pert (Figura 3). Este
matadero funciona conforme a lo establecido en el Reglamento Sanitario para el

Sacrificio de Animales de Abasto del Peru (D.S. N° 015-2012-AG).

annans

annanas

naannas

B340000
1

Figura 3. Ubicacion geografica del Matadero Municipal de Cajamarca. Centro poblado
Iscoconga, Cajamarca, Peru, 2024. Elaborado mediante ArcGIS version gratuita 10.8.
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3.3.2 Material biolégico
Parasitos adultos de la familia Paramphistomidae obtenidos mediante observacion directa

del rumen y reticulo de bovinos faenados en el matadero municipal de Cajamarca

(Apéndice 1).

3.3.3 Recoleccion de parasitos

Muestras de rumen y reticulo de bovinos faenados fueron revisados. El contenido de
ambas cavidades fue vertido en un recipiente y, posteriormente, se procedio al lavado
cuidadoso de las estructuras con la finalidad de obtener los especimenes adultos de
paramphistomidos. Siguiendo la metodologia descrita por Abdolahi Khabisi y Sarkari
(2016), los parasitos recolectados con pinzas anatomicas fueron lavados cinco veces con
PBS (pH 7,2) (Apéndice 2) y transferidos a tubos de 50 mL que contenian PBS.
Posteriormente, fueron transportados a 37 °C al Laboratorio de Biotecnologia en Sanidad
Animal de la Estacion Experimental Agraria Bafios del Inca del Instituto Nacional de

Innovacion Agraria (INIA).

3.3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se emplearon fichas de recoleccion de datos para registrar la obtencion de muestras de
paramphistomidos y para documentar la distancia de migracion (cm) de las bandas del
marcador molecular y de las bandas proteicas de la muestra problema, con el fin de

determinar posteriormente su peso molecular (Apéndice 3).

3.3.5 Extraccion de proteinas somaticas

La extraccion de proteinas somaticas se realizd conforme al protocolo propuesto por
Cabrera, Chavez y Ravines (2020). Se distribuyeron 10, 20 y 30 parasitos en microtubos
individuales de 2 mL y se conservaron en una cubeta con hielo. Posteriormente, los
microtubos fueron sumergidos en nitrogeno liquido a —195 °C durante aproximadamente

20 segundos, repitiendo este proceso tres veces.
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Inmediatamente después del ultimo congelamiento, los microtubos que contienen las
muestras fueron rotos manualmente para permitir la extraccion del contenido. Durante
este procedimiento, se retiraron cuidadosamente los fragmentos de plastico resultantes,
asegurando que solo el material bioldgico fuera procesado. Posteriormente, las muestras
fueron trituradas hasta obtener una consistencia pastosa (Apéndice 4). La pasta se colecto
en nuevos microtubos de 2 mL, se afiadié 1,5 mL de PBS y se homogenizo6 en un vortex
(VWR®, Vortexer Mini 230V, EE. UU). Las muestras se centrifugaron a 14 000 g durante
10 minutos a 4 °C. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y el pellet obtenido se

dej6 secar a temperatura ambiente.

El pellet se suspendi6 en el reactivo de extraccion de proteinas BugBuster® (Novagen®,
EE. UU) siguiendo las especificaciones del fabricante, y se incub6d durante 20 minutos a
temperatura ambiente en una plataforma de agitacion lenta (Apéndice 4). Se agregd 1 mM
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Sigma®, EE. UU) como inhibidor de proteasas y se

continuo la incubacion durante otros 20 minutos bajo las mismas condiciones.

Finalmente, los residuos celulares insolubles fueron eliminados mediante centrifugacion
a 16 000 g, a 4 °C, durante 20 minutos y el sobrenadante se coloc a un nuevo microtubo

de 2 mL. La proteina se almaceno6 a —20 °C para su posterior analisis.

Es importante sefialar que este procedimiento se repitié utilizando un total de 200
parasitos, distribuidos en grupos de 20 en microtubos individuales de 2 mL, ya que esta
cantidad permitié obtener una mayor resolucion de las bandas en los perfiles
electroforéticos, en comparacion con las evaluaciones previas realizadas con 10 y 30

parasitos.
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3.3.6 Cuantificacion de proteinas somaticas

La concentracion de proteinas somaticas se determind mediante el método modificado de
Bradford (1976), utilizando un espectrofotometro (Thermo Scientific, NanoDrop™ 2000,
EE. UU). Se empleo el reactivo colorante concentrado para el ensayo de proteinas (Bio-
Rad, #5000006, EE. UU) siguiendo las instrucciones del fabricante y BSA como estandar

del ensayo (Spinreact”®, Espafia) (Anexo 1, Apéndice 5).

3.3.7 SDS-PAGE

Los extractos proteicos fueron analizados por SDS-PAGE segun lo descrito por Cabrera,
Chavez y Ravines (2020) y Alonso et al. (2020), con ligeras modificaciones. Se
prepararon un gel de separacion al 12% y un gel de concentracion al 5% (Anexo 2), en
ese orden, ya que el gel de separacion debe verterse primero entre las placas de vidrio
ensambladas del sistema de -electroforesis vertical (Labnet International Inc.,
ENDURO™ VEI10, EE. UU) y dejarse polimerizar completamente antes de afiadir el gel

de concentracion.

Para su desnaturalizacion, las proteinas se mezclaron en una proporcion 1:1 con buffer de
carga (20 pL de buffer de carga + 20 pL de muestra); la composicion del buffer de carga

se detalla en el Anexo 2. Luego se sometieron a 95 °C durante 5 minutos en bafno maria.

Las placas de vidrio con los geles fueron colocadas en la cuba de electroforesis, y se
anadio el buffer de corrida (ver composicion en el Anexo 2). Posteriormente, se cargaron
10 puL del marcador molecular de proteinas de amplio espectro Spectra™ Multicolor
(Thermo Scientific, EE. UU) y 29 uL de cada muestra en los pocillos correspondientes.
Adicionalmente, se utiliz6 29 uLL de BSA a una concentracion de 250 pg/mL, con un peso
molecular de ~ 66,5 kDa como control (Spinreact®, Espafia). La corrida electroforética se

llevé a cabo utilizando el sistema de electroforesis en gel vertical a un voltaje constante
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de 50 V durante 30 minutos para el gel de concentracion, y a 120 V durante 2 horas y 50
minutos para el gel de resolucion (Apéndice 6). La tincion del gel se realizé con el kit
comercial Silver Stain Plus™ (Bio-Rad, EE. UU), siguiendo las especificaciones del

fabricante para su estandarizacion (Anexo 3, Apéndice 7).

3.3.8 Determinacion del peso molecular

Las bandas proteicas del extracto somatico obtenidas en el gel fueron analizadas para
estimar su peso molecular (PM), conforme a la metodologia descrita por Matsumoto et
al. (2019). Para ello, se midieron con una regla en centimetros las distancias de migracion
de cada banda proteica de interés, asi como del frente del colorante, directamente sobre

el gel de electroforesis.

Posteriormente, se calcularon los valores de movilidad relativa (Ry) de las bandas del
marcador molecular y de cada banda proteica de interés, en funcion de la distancia de

migracion del frente del colorante:

Ry= distancia de migracion de la banda proteica (cm) +
distancia de migracion del frente del colorante (cm).
Se calculd el logaritmo en base 10 de cada uno de los pesos moleculares del marcador
proteico (10, 15, 25, 35, 40, 50, 70, 100, 140 y 260 kDa). Luego, se graficaron estos
valores de logio (PM) en el eje Y frente a los valores de Ry del marcador en el eje X (logio
(PM) vs. Ry). A partir de esta relacion, se gener6 una ecuacion de regresion lineal de la

forma y = mx + b.

Los valores de Ry de cada banda proteica de interés fueron interpolados en dicha ecuacion,
reemplazando el valor de x para obtener el logaritmo en base 10 del peso molecular.
Finalmente, se aplico el antilogaritmo en base 10 a los valores obtenidos, con el objetivo

de estimar el peso molecular aproximado de cada banda.
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3.3.9 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Las distancias de migracion (cm) de las bandas del marcador molecular y de las bandas
proteicas de interés, registradas en la ficha de recoleccion de datos, fueron ingresadas en
una base de datos elaborada en el programa Microsoft Excel 2019. Estos datos fueron
procesados para calcular los valores de movilidad relativa (Ry) tanto del marcador
molecular como de las bandas analizadas, asi como para realizar la interpolacion de los
valores de Rr de cada una en la ecuacidon de regresion lineal, lo que permitio la

determinacion estimada del peso molecular de cada banda proteica.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

Los resultados que se presentan a continuacién corresponden al extracto proteico
somatico obtenido a partir de 20 paramphistomidos adultos por muestra, con un total de
10 muestras analizadas por SDS-PAGE (Figura 4). La elecciéon de 20 parasitos por
muestra se basdé en que esta cantidad permitid6 una mejor resolucion de las bandas
electroforéticas, en comparaciéon con los extractos obtenidos de 10 y 30

paramphistomidos (Apéndice 8).

4.1.1 Cuantificacion proteica del extracto somatico

La concentracion proteica promedio del extracto somético obtenido a partir de 20
paramphistomidos adultos por muestra, con un total de 10 muestras, fue de 726,5 ng/mL
(725,3; 727,3; 725,9; 727,6; 725,6; 727,5; 726,1; 727,0; 726,2 y 726,5 ng/mL). La
cuantificacion se realiz6 mediante el método de Bradford (Apéndice 9). Las
concentraciones proteicas correspondientes a extractos somaticos de 10 y 30

paramphistomidos adultos, se presentan en el Apéndice 10.

4.1.2 Caracterizacion por peso molecular de proteinas somaticas

Al analizar el perfil electroforético, se identificaron un total de 21 bandas, con pesos
moleculares que oscilaron entre 15y 119 kDa (15, 21, 23, 24, 26, 33, 38, 40, 46, 50, 56,
59, 63, 70, 77, 91, 96, 100, 105, 113 y 119 kDa) (Figura 5, Tabla 2, Apéndice 11 y 12).
Se observé mayor intensidad en 08 bandas, correspondientes a los pesos moleculares de

105, 63, 33, 26, 24, 23, 21 y 15 kDa.
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Figura 4. Imagen completa del perfil electroforético de proteinas del extracto somatico de
20 paramphistomidos adultos, analizado mediante SDS-PAGE y revelado por tincion con
plata. L1-L10 representan muestras independientes de extracto proteico somatico, cada
una obtenida a partir de 20 paramphistomidos; C: control (BSA, 250 pg/mL) y MP:
estandares de peso molecular.
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Figura 5. Perfil electroforético de proteinas del extracto crudo somatico de 20
paramphistomidos adultos analizados mediante SDS-PAGE. MP presenta los estandares
de peso molecular; L8 (21 bandas proteicas) y C (control BSA, 250 ng/mL) *Debido a la
incompatibilidad entre la tincidon con plata y el marcador molecular, las bandas del
marcador fueron fotografiadas previamente antes de la tincion del gel. Por ello, la imagen
del marcador se presenta por separado, aunque corresponde al mismo gel. Para su

ensamblaje, se conservaron las proporciones originales del gel, alineando las bandas del
marcador con las de las muestras.
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Tabla 2. Peso molecular estimado de las proteinas presentes en el extracto crudo somatico
de parasitos adultos de la familia Paramphistomidae.

Peso molecular (kDa)

Carril L8 Carril C
Nimero
de Extracto proteico Control
banda somatico de 20 (BSA 250 pg/mL)
paramphistomidos

1 119

2 113

3 105

4 100

5 96

6 91

7 77

8 70

9 63 66,5
10 59

11 56

12 50

13 46

14 40

15 38

16 33

17 26

18 24

19 23

20 21

21 15
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4.2 Discusion

La paramfistomosis en rumiantes contina siendo una enfermedad subestimada, a pesar
de su impacto significativo en la salud animal y en la economia global, debido a su
caracter emergente y a las elevadas tasas de morbimortalidad que puede ocasionar en el
ganado (Sivajothi y Sudhakara, 2014; Iglesias-Pifieiro et al., 2016; Qureshi, Javed y
Khan, 2021; Torrel-Pajares et al., 2022). En particular, en la region Cajamarca, principal
zona productora de leche fresca en Peru, esta parasitosis ha recibido escasa atencion en
términos de investigacion y control, a pesar de ser endémica y presentar una alta
prevalencia que es favorecida por un nicho ecoldgico propicio, con condiciones de

temperatura y humedad que facilitan el desarrollo del ciclo bioldgico del parasito.

Actualmente, el diagnostico de esta enfermedad se basa principalmente en el examen
coproldgico, un método con limitaciones para la deteccion temprana de la infeccion.
Ademas, no se dispone de una vacuna eficaz para su prevencion (Anuracpreeda,
Chawengkirttikul y Sobhon, 2016). En este contexto, la protedmica ha permitido
identificar proteinas clave responsables de la modulacion inmunitaria del parasito; por tal
razén, el inmunodiagnodstico resulta ser una herramienta mas precisa para el
reconocimiento de una infeccion temprana. Para ello, resulta fundamental conocer el
perfil antigénico del parasito, siendo también un paso esencial para el desarrollo de
vacunas (Johnston, MacDonald y McKay, 2009; Anuracpreeda, Chawengkirttikul y
Sobhon, 2016). No obstante, la caracterizacion del proteoma de parasitos de la familia
Paramphistomidae, que constituye el punto de partida para estas investigaciones, sigue

siendo limitada, dificultando el avance en el control de la enfermedad.

En este sentido, el presente estudio constituye la primera investigacion a nivel nacional
sobre el perfil electroforético de proteinas somaticas de parasitos de la familia

Paramphistomidae aislados de bovinos mediante la técnica SDS-PAGE. Estos hallazgos
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contribuyen al conocimiento de la biologia del pardsito y proporcionan las bases para
futuras investigaciones orientadas al desarrollo de herramientas de diagnéstico y de
control mas eficientes. Los resultados obtenidos revelaron la presencia de 21 bandas
proteicas con pesos moleculares entre 15 y 119 kDa (15, 21, 23, 24, 26, 33, 38, 40, 46,
50, 56, 59, 63, 70, 77,91, 96, 100, 105, 113 y 119 kDa) en parasitos adultos de la familia
Paramphistomidae, aislados de bovinos en Cajamarca, los cuales han sido caracterizados
molecularmente en estudios anteriores como pertenecientes a la especie Calicophoron

microbothrioides.

Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Anuracpreeda, Chawengkirttikul y
Sobhon (2016), quienes identificaron 26 bandas con pesos moleculares entre 12 y 170
kDa en Paramphistomum gracile. De manera similar, se observan concordancias con la
investigacion de Abdullah, Tak y Gani (2019), quienes caracterizaron proteinas somaticas
de Paramphistomum cervi en un rango de 10 y 150 kDa, y con los hallazgos de Salib e?
al. (2015), quienes detectaron 14 bandas proteicas en Paramphistomum spp. con pesos
moleculares entre 11,5 y 174 kDa. Jyoti, Prasad y Singh (2014), a partir de sus estudios
en Paramphistomum epiclitum, también informaron la presencia de 15 bandas entre 8-

169,3 kDa.

Las ligeras diferencias observadas entre los estudios mencionados anteriormente y los
resultados de la presente investigacion, asi como la notable diferencia respecto al hallazgo
reportado por Hussain (2013), quien registrd seis bandas de proteinas somaticas de
Gigantocotyle explanatum con pesos moleculares entre 39 y 130 kDa, podrian estar
relacionadas con la variabilidad de las especies analizadas en cada estudio y
probablemente se deban a la heterogeneidad gendémica (Mattison ef al., 1994). Lo cual es

coherente con lo reportado por Huson et al. (2018 b), quienes encontraron en
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Paramphistomum cervi coincidencias significativas Unicamente en 38 de sus 50
componentes genéticos al compararlos con el perfil del proteoma somadtico de

Calicophoron daubneyi.

La interaccion entre el pardsito y su hospedero determina la expresion proteica del
parasito. En este sentido, la adaptacion del pardsito a diferentes tipos de hospederos
también podria inducir variaciones en su perfil electroforético de proteinas; puesto que,
los mecanismos moleculares y las respuestas inmunoldgicas del hospedero tienen un
impacto directo en la produccion de proteinas del parasito. Esto ha sido demostrado en el
estudio de Hong et al. (2011), donde se encontré que la variabilidad en el tipo de
hospedero puede inducir cambios en el perfil electroforético de proteinas del trematodo
Schistosoma japonicum. Asimismo, De Vera et al. (2009) compararon el perfil
electroforético de proteinas de Fasciola hepatica 'y Fasciola gigantica entre bovinos (Bos
taurus) y bufalos de agua (Bubalus bubalis), y determinaron que varias bandas eran
exclusivas de los bufalos de agua para F. hepatica y F. gigantica. De manera similar,
Jadav et al. (2018) identificaron 16 bandas proteicas entre 14 y 76 kDa en
Paramphistomum epiclitum aislado de cabras y ovejas; estos resultados difieren
parcialmente de los reportados por Hussain (2013), quien obtuvo 23 bandas de 14 a 115,5
kDa a partir de P. epiclitum procedentes de bufalos. Estos hallazgos podrian explicar en
parte, las discrepancias entre la investigacion actual, que se enfocd en paramphistomidos

obtenidos de bovinos, y otros estudios realizados en diferentes hospederos definitivos.

Las diferencias observadas en el perfil electroforético de proteinas somaticas de los
parasitos de la familia Paramphistomidae en este estudio, en comparacién con otras
investigaciones, también podrian estar asociadas con la ubicacién geografica de los
parasitos, parametros ecologicos y con los métodos de aislamiento de las proteinas

somaticas (Jadav et al., 2018; Abdullah, Tak y Gani, 2019). Segun el estudio de Farjallah
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et al. (2009), se han identificado variaciones en las secuencias de nucleotidos de los
espaciadores transcritos internos (/75-1 ¢ ITS-2) del ADN ribosémico de Fasciola spp.
provenientes de distintas localidades. Estas variaciones reflejarian diferencias evolutivas
entre poblaciones, posiblemente vinculadas a procesos de adaptacidon genética tanto al
entorno ambiental como a los hospederos locales. Dichas divergencias genéticas podrian

influir directamente en la expresion diferencial de proteinas en los parasitos.

En el presente estudio, las bandas proteicas con mayor intensidad de tincion fueron las de
105, 63, 33, 26, 24, 23, 21 y 15 kDa. Esta elevada intensidad podria sugerir una mayor
abundancia relativa de estas proteinas en la muestra analizada. Resultados con cierto
grado de similitud fueron reportados por Shafi et al. (2016), quienes identificaron bandas
intensas a 66, 52, 31, 26, 22 y 12 kDa en muestras de Paramphistomum cervi. De manera
analoga, Abdullah, Tak y Gani (2019) registraron bandas de alta intensidad a 75, 50, 40,
23, 18 y 10 kDa en la misma especie. Las bandas mas intensas observadas en esta
investigacion podrian estar asociadas con proteinas comuinmente abundantes en el
proteoma somatico de paramphistomidos, como las reportadas en Calicophoron
daubneyi, cuyos pesos moleculares se asemejan con los registrados en este estudio
(Huson et al., 2018 b). Entre ellas, destacan las FABPs con pesos moleculares entre 12 y
15 kDa (Figueroa y Espino, 2014); la GST entre 23-28 kDa (Allen, 2019); la mioglobina,
cercana a los 17 kDa (De Guzman et al.,2007) y la familia de deshidrogenasas/reductasas
de cadena corta entre 25-30 kDa aproximadamente (Kavanagh et al., 2008). Sin embargo,
para la identificacion puntual de estas proteinas, se requieren técnicas de andlisis

complementarios, como la espectrometria de masas.

Dentro de este grupo de proteinas, las FABPs son una posible diana para el desarrollo de

farmacos, vacunas y herramientas de diagnodstico; debido a su inmunogenicidad y su
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participacion en la oxidacion de &cidos grasos, un proceso importante para la
supervivencia del parésito (Figueroa y Espino, 2014; Sripa, Laha y Sripa, 2017). La
inhibicion de estas proteinas afecta la membrana del tegumento, altera los mecanismos
de desintoxicacion (Timanova-Atanasova et al., 2004) y disminuye la fecundidad del

parasito (Hillyer, 2005).

Las GST, también han sido reportadas en Gastrothylax crumenifer, un trematodo de la
superfamilia Paramphistomoidea (Zainab et al., 2023). Estas proteinas son consideradas
altamente inmunogénicas y cumplen una funciéon importante en la desintoxicacion de
farmacos. Asimismo, han sido caracterizadas como antigenos diagndsticos significativos
en el paramphistomido Gigantocotyle explanatum, mostrando una mayor actividad
enzimadtica en el extracto somatico en comparacion con los huevos y los productos de
excrecion-secrecion (Rehman et al., 2020). Igualmente, investigaciones en otros
helmintos han sugerido su potencial como blanco para el serodiagnoéstico, el desarrollo
de farmacos y como candidatos vacunales (Perally et al., 2008; LaCourse et al., 2012;

Radio et al., 2018).

Asimismo, otras proteinas somaticas en menor proporcion han sido identificadas en
Calicophoron daubneyi, pero con relevancia para el diagnostico y desarrollo de vacunas,
como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el disulfuro isomerasa, la
malato deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa (Allen, 2019), cuyos pesos
moleculares aproximados son de 36 kDa (UniProt, 2025 a), 55 kDa (UniProt, 2025 b), 36
kDa (Uniprot ¢) y 48-52 kDa (Uniprot, 2025 d; UniProt, 2025 e), respectivamente. Dado
su peso molecular, estas proteinas podrian relacionarse con las proteinas somadticas

caracterizadas en el presente estudio.
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La GAPDH, es una proteina con funcidon protectora frente al sistema inmune del
hospedero a través de la inhibicién del complemento C3 (Sahoo et al., 2013). Esta
proteina ha sido identificada también en el trematodo Schistosoma mansoni, y propuesta
como candidata vacunal (Wang et al., 2013). Por otro lado, la aldehido deshidrogenasa y
la malato deshidrogenasa también han sido reportadas en trematodos como Dicrocoelium
dendriticum, estas proteinas son importantes en la interaccion con el sistema inmune del
hospedero, lo cual las convierte en atractivas para el desarrollo de vacunas o estrategias
de control (Martinez-Ibeas, Gonzalez y Manga, 2013). De manera similar, el disulfuro
isomerasa ha sido documentada en diversos helmintos y se le atribuye un rol fundamental

en la interaccion parasito-hospedero (Cao et al., 2014).

En relacion con la concentracion de proteinas soméaticas de paramphistomidos obtenida
en el presente estudio, se determin6 un promedio de 726,5 pg/mL, a partir de la extraccion
realizada con 20 parasitos, utilizando el método de Bradford. Este valor difiere del
reportado por Vijayashanthi et al. (2020), quienes obtuvieron multiples bandas de 10 a
100 kDa con concentraciones entre 1 237 y 2 172 pg/mL en Cotylophoron cotylophorum.
Asimismo, se encontraron diferencias con los resultados de Salib ef al. (2015), quienes
registraron concentraciones de 3300 pg/mL en Paramphistomum spp., y a los hallazgos
de Jadav et al. (2018), con una concentracion de 6000 pg/mL en Paramphistomum
epiclitum. Estas variaciones pueden explicarse por diferencias en los métodos de
extraccion proteica, en la cantidad de parasitos procesados o por la heterogeneidad

genOmica entre las especies analizadas (Mattison ef al., 1994; Huson et al., 2018 b).

Ademas, al comparar el perfil electroforético de proteinas somaticas de
paramphistomidos obtenidos en esta investigacion con el de otros trematodos no

pertenecientes a la familia Paramphistomidae, como Fasciola spp., se observan
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diferencias notables. Es importante destacar la estrecha relacion entre estos parasitos, ya
que pueden generar confusion diagndstica dado que ambos provocan signos clinicos
similares en rumiantes, lo que a su vez podria conducir a la administracion de tratamientos
inapropiados contra la duela del rumen (Hoyle et al., 2022). En el estudio de Dezhabad
et al. (2023), se identificaron 12 bandas de proteina en Fasciola spp. con pesos
moleculares de 26, 37, 40, 49, 55, 66, 70, 85, 95, 145, 185 y 263 kDa. Por otro lado, Shafi
et al. (2017), reportaron 10 bandas principales en Fasciola gigantica (16, 23, 24, 27, 33,
40, 46, 51, 62 y 68 kDa), mientras que se observaron 7 bandas en Fasciola hepatica (16,
23,27,33,42, 54y 62 kDa). Estas diferencias pueden deberse a la divergencia metabdlica
entre géneros, dado que Fasciola spp. parasita el higado y los conductos biliares mientras
que los paramphistomidos se localizan en el rumen (Mattison ef al., 1994). Por ejemplo,
en el proteoma somatico de F. hepatica en su fase adulta predominan proteinas como
catepsinas L y B, legumainas y ferritina; las cuales, en su mayoria, no suelen estar

presentes en los paramphistomidos (Di Maggio et al., 2016).

Se observa una situacion similar en el paramphistomido Gigantocotyle explanatum, cuyo
microhabitat también es el higado y el conducto biliar. De igual manera, la diferencia en
el nimero de bandas y el peso molecular obtenidos (seis bandas entre 39 y 130 kDa)
podria estar relacionado con la divergencia metabdlica, influenciada por las condiciones
fisicoquimicas de su microambiente en comparacion con el microambiente ruminal.
Segun Hussain (2013), la presencia de menos bandas proteicas puede deberse a la
liberacion de grandes cantidades de proteasas por parte del parasito, que pueden degradar

diferentes proteinas rapidamente.

Es importante destacar que, en el presente estudio se identificaron 21 bandas proteicas

con pesos moleculares aproximados de 15, 21, 23, 24, 26, 33, 38, 40, 46, 50, 56, 59, 63,
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70, 77, 91, 96, 100, 105, 113 y 119 kDa. Sin embargo, se requieren investigaciones
complementarias  para  determinar la  antigenicidad, inmunogenicidad o
inmunodominancia de dichas proteinas. Algunas de estas bandas podrian estar asociadas
a proteinas previamente reportadas en la literatura, como aquellas de alta especificidad
que no presentan reactividad cruzada con otros parasitos, tales como la proteina
inmunogénica de 16 kDa purificada de Paramphistomum gracile (Anuracpreeda,
Chawengkirttikul y Sobhon, 2016); las proteinas purificadas inmunodominantes de 37 a
40 kDa obtenidas de Paramphistomum epiclitum (Arora et al., 2010); la proteina
antigénica de 90 kDa identificada en infecciones mixtas que comprenden a Cotylophoron
cotylophorum, Gastrothylax crumenifer y Paramphistomum cervi (Meshgi, Eslami y
Halajian, 2009); y la proteina antigénica de 52 kDa de P. cervi (Anuracpreeda,
Wanichanon y Sobhon, 2008). Adicionalmente, se ha documentado la inmunogenicidad
de una proteina de 63 kDa en Paramphistomum spp., cuya reactividad cruzada aiun no ha
sido evaluada (Salib et al, 2015). También se han identificado antigenos
inmunodominantes de 27, 29 y 60 kDa compartidos entre C. cotylophorum y G.

crumenifer (Vijayashanthi et al., 2020).

En conjunto, estas proteinas representan candidatos prometedores para el desarrollo de
kits seroldgicos orientados al diagnostico temprano de la paramfistomosis, asi como para
la formulacion de vacunas. No obstante, es indispensable realizar estudios de validacion
a mayor escala, que incluyan la purificacion de los antigenos inmunogénicos, la
evaluacion detallada de su reactividad cruzada, y la identificacion especifica de las

proteinas involucradas en la respuesta inmunitaria del hospedero.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La caracterizacion por peso molecular de las proteinas somaticas de parésitos adultos
de la familia Paramphistomidae, aislados de bovinos faenados en el Matadero
Municipal de Cajamarca, reveld 21 bandas proteicas entre 15y 119 kDa (15, 21, 23,

24, 26, 33, 38, 40, 46, 50, 56, 59, 63, 70, 77, 91, 96, 100, 105, 113 y 119 kDa).

La cuantificacion de proteinas somadticas de parasitos adultos de la familia
Paramphistomidae, mediante el método de Bradford, reveld6 una concentracion
promedio de 726,5 pg/mL obtenido a partir de 20 paramphistomidos. Esta
concentracion resultd la mas adecuada para lograr una resolucion Optima de las
bandas electroforéticas, en comparacion con las otras concentraciones evaluadas

(500 pg/mL y 1979,5 pg/mL).

Las bandas proteicas que presentaron mayor intensidad fueron ocho,
correspondientes a pesos moleculares aproximados de 15, 21, 23, 24, 26, 33, 63 y

105 kDa.

5.2 Recomendaciones

Se sugiere complementar el analisis del perfil electroforético de proteinas somaticas
mediante técnicas avanzadas, como espectrometria de masas en tdndem acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS/MS) para determinar con precision sus masas
moleculares y facilitar su identificacion mediante comparacion con bases de datos

protedmicos.
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Ampliar el estudio a otras especies de la familia Paramphistomidae para identificar
similitudes y diferencias en sus perfiles proteicos, ademas de establecer
comparaciones con otros trematodos de importancia veterinaria, como Fasciola
hepatica, una especie de alta prevalencia en la region Cajamarca. Asimismo, se
recomienda analizar la variabilidad del perfil electroforético de las proteinas
somaticas en distintos hospederos, como bovinos y ovejas, dado que la adaptacion

del parasito a cada hospedero podria influir en su expresion proteica.

Se recomienda llevar a cabo un analisis protedmico comparativo entre las proteinas
somaticas, los productos excretores/secretores y el proteoma de los huevos de
paramphistomidos, con el objetivo de identificar proteinas adicionales con potencial

inmunogénico.
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APENDICES

Apéndice 1. Recoleccion de paramphistomidos adultos del rumen y reticulo de bovinos

faenados en el Matadero Municipal de Cajamarca.

Apéndice 2. Paramphistomidos adultos lavados con PBS (pH 7,2).
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Apéndice 3. Fichas de recoleccion de datos.

REGISTRO DE MUESTRAS DE PARAMPHISTOMIDOS

Codigo de recoleccion:

Hora y fecha de
recoleccion:

PERFIL ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA

BANDAS DELL MARCADOR BANDAS PROTEICAS DE
MOLECULAR INTERES
Pesos . . . ‘s . . . s
moleculares Dlstancm((cllen I)mgracmn N° de banda Dlstancm((cl:i1 ;mgracmn
(kDa)
1
260 2
3
140 4
5
100 6
7
70 8
9
50 10
11
40 D
13
= 14
15
25 16
17
15 18
19
10 20
21
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Apéndice 4. Extraccion de proteinas somaticas de paramphistomidos adultos.

N

Fragmentacion de paramphistomidos Extraccion del contenido proteico
con nitrégeno liquido a —195 °C somatico con el reactivo BugBuster®

Apéndice 5. Cuantificacion de las proteinas somaticas a través del método de Bradford

en el espectrofotometro (NanoDrop™ 2000, Thermo Scientific).
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Apéndice 6. SDS-PAGE del extracto proteico somatico de paramphistomidos adultos.

Apéndice 7. Revelado del gel por tincidon con plata mediante el kit comercial Silver Stain

Plus™ (Bio-Rad).
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Apéndice 8. Perfil electroforético de proteinas obtenido mediante SDS-PAGE, a partir
de extractos proteicos somaticos de 10, 20 y 30 paramphistomidos adultos. El carril 1
corresponde al extracto de 10 parésitos (10 bandas); el carril 2 al extracto de 20 parasitos
(21 bandas); y el carril 3 al extracto de 30 parésitos (18 bandas). MP indica los estandares

de peso molecular. El control corresponde a BSA (250 pg/mL), con un peso molecular

aproximado de 66,5 kDa.
{kDa) Bandas/ kDa Bandas/ kDa Bandas/ kDa Bandas/ kDa
140
100 1
2
3
4
70 5
& -
7
E:]
9
50 10
11
40 12
13
14
35
+—15
16
12
i5

10

Carril 1 Carril 2 Carril 3
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Apéndice 9. Curva estandar para la cuantificacion espectrofotométrica de proteinas del

extracto crudo somatico de parasitos adultos de la familia Paramphistomidae, mediante

el método de Bradford.

=]
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Apéndice 10. Cuantificacion proteica por espectrofotometria del extracto somatico de

parasitos adultos de la familia Paramphistomidae, mediante el método de Bradford.

MUESTRA

CONCENTRACION

FECHA

DE PROTEINA

UNIDAD

Extracto somatico
de 10
paramphistomidos

14/10/2024

pug/mL

Extracto somatico
de 20
paramphistomidos

14/10/2024

Promedio: 726,5

ug/mL

Extracto somatico
de 30
paramphistomidos

14/10/2024

1979,5

pg/mL
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Apéndice 11. Movilidad relativa (Ry) del marcador molecular y ecuacion de regresion

lineal obtenida.

MARCADOR MOLECULAR
PM Dlifitga;‘:c‘féﬁe Logio PM Ry
(kDa) (cm) (EjeY) (Eje X)
Frente del 260 0.5 2414973348 0,083333333
DF;"‘” ‘j‘“g" 140 1 2,146128036  0,166666667
lllfig::cl?éne 100 1,55 2 0,258333333
e 70 2.2 1,84509804  0,366666667
50 2.95 1,698970004  0,491666667
40 3.85 1,602059991  0,641666667
35 4.5 1,544068044 0,75
25 5.15 1.397940009  0,858333333
15 5,65 1,176091259  0,941666667
10 6.3 1 1,05
3
2.5 °
...... .l
2 R
e
s 15 e e ... @
D-g ........ o....
g 1 ®
- y=-1.2642x + 2.3915
0.5 R?2 =0.9662
0
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Rf
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Apéndice 12. Determinacion del peso molecular estimado de las proteinas presentes en
el extracto crudo somatico de paramphistomidos adultos, a partir de las bandas obtenidas

mediante SDS-PAGE.

BANDAS PROTEICAS
N° de Distancia Interpolacion  Antilogaritmo Peso
de de Rren en base 10 de  molecular
banda . < Ry g .
S migracion regresion valores estimado
(cm) lineal interpolados (kDa)

1 1,50 0,25 2,07545 118,973435 119
2 1,60 0’266766666 2,05438 113,339163 113
3 1,75 0’29176 6666 2,022775 105,384078 105
4 1,85 0’30853333 2,001705 100,393362 100
5 1,95 0,325 1,980635 95,6389942 96

6 205 000000 950565 911097804 91

7 2,40 0,4 1,88582 76,8811728 77

8 2,60 0’43333333 1,84368 69,7718117 70
9 2,80 0’46676 6666 1,80154 63,3198679 63
10 2,95 0,49 1766666 1,769935 58,8755531 59
1 o5 OUPF agses s6.0873602 56
12 3,30 0,55 1,69619 49,6809624 50
13 3,45 0,575 1,664585 46,1939394 46
14 3,75 0,625 1,601375 39,9369597 40
15 3,85 0,64 1766666 1,580305 38,0456493 38
16 4,15 0,69 1766666 1,517095 32,8923574 33
17 4,60 0’76676 6666 1,42228 26,4411293 26
18 4,80 0,8 1,38014 23,9960634 24
19 4,90 081 676 6666 1,35907 22,8596723 23
20 5,05 0,84 1766666 1,327465 21,2551904 21
21 5,80 0’966766666 1.16944 14.7720238 15
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ANEXOS
Anexo 1. Protocolo estandarizado del método de Bradford para cuantificacion de

proteinas (Bio-Rad Laboratories, 1994).

Se considerd el reactivo colorante concentrado para el ensayo de proteinas (Bio-Rad,
#5000006), compuesto por colorante, acido fosforico y metanol. En condiciones 4cidas,
el colorante se encuentra predominantemente en su forma catidnica de color rojo (A max=
470 nm). Al unirse a las proteinas, se transforma en una forma anidnica de color azul, con
un maximo de absorbancia a 595 nm. Se aplicé el procedimiento estdndar (200 a 1400

pg/mL):

1. Colocar el reactivo colorante concentrado a temperatura ambiente.

2. Preparar el reactivo colorante diluyendo 1 parte del reactivo con 4 partes de agua
destilada (6 mL de reactivo + 24 mL de agua destilada), filtrar para eliminar las
particulas. Este reactivo diluido se puede utilizar durante 2 semanas

aproximadamente si se conserva a temperatura ambiente.

3. Preparar 3 a 5 diluciones de una proteina estdndar (BSA, solucion madre: 220 000

pg/mL). El rango lineal del ensayo para BSA es de 200 pg/mL a 900 pg/mL.

4. Pipetear 100 pL de cada dilucion en un tubo de ensayo limpio y seco, y agregar 5

mL de reactivo colorante diluido a cada tubo. Agitar suavemente.

5. Incubar a temperatura ambiente durante al menos 5 minutos.

6. Cuantificar las diluciones en el NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific) para la
obtencidn de la curva de calibracion. Medir la absorbancia a 595 nm. Dado que la
absorbancia incrementa con el tiempo, las muestras no deben incubarse a

temperatura ambiente por mas de 1 hora.
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. Adicionar 5 mL del reactivo colorante diluido en cada tubo de ensayo y agregar

100 puL de cada muestra problema. Agitar suavemente.

. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos (el color es estable en 1 hora).

. Cuantificar las muestras problema en el NanoDrop™ 2000, midiendo la

absorbancia a 595 nm frente al blanco.

Viales para i Agua oo Reactivo Concentracion
diluciones (P destilada Diluciones col.orflnte (ng/mL)
pg/mL) diluido

0 (blanco) - 4400 pL 100 puL SmL 0

1 4 uL 4396 uL 100 uL SmL 200

2 6 uL 4394 uL 100 uL. SmL 300

3 12yl | 4388 ul 100 puL SmL 600

4 18 ul | 4382 uL 100 uL. SmL 900
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Anexo 2. Soluciones segun protocolo estandarizado para SDS-PAGE (Cabrera,

Chavez y Ravines, 2020; Alonso et al., 2020).

Solucion de acrilamida stock (30%)

Acrilamida 292 ¢
Bis-acrilamida 0,8 ¢g
Agua destilada 100 mL

Disolver, filtrar y almacenar a 4 °C en oscuridad.

Buffer Tris (1,5 M/ pH 8,8)

Tris base 18,15 ¢g

Agua destilada 50 mL

Disolver y ajustar el pH a 8,8 con HCI. Llevar a 100 mL con
agua destilada.

Buffer Tris (0,5 M/ pH 6,8)

Tris base 3g

Agua destilada 25mL

Disolver y ajustar el pH a 6,8 con HCI. Llevar a 50 mL con
agua destilada.

SDS (10%)
SDS 2g
Agua bidestilada 20 mL
Disolver y ajustar el pH a 6,8 con HCI. Llevar a 50 mL con
agua destilada.
APS 10% (Preparar al momento de uso)
APS 0,05 ¢g
Agua destilada 500 uL
Gel de separacion o de Volumen
resolucion 12,5%
Solucion de acrilamida stock 6,25 mL
Bufter Tris: 0,5M/pH 8,8 5,6 mL
Agua destilada 3,1 mL
SDS 10% 150 pL
APS 10% 100 pL
TEMED 40 uL
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Gel de concentracion 5% Volumen
Solucion de acrilamida stock 1,67 mL
Bufter Tris: 0,5M/ pH 6,8 1,25 mL
Agua destilada 7,03 mL

SDS 10% 100 puL

APS 10% 150 uL

TEMED 30 L

Buffer de corrida

Tris base 3,03g
Glicina 1442 ¢
SDS lg
Agua destilada 1L

Azul de bromofenol (0,1%)

Azul de bromofenol 0,01 g

Agua destilada 10 mL

Diluir 0,139 g de DTT (ditiotreitol) en 600 pL de la solucion de
azul de bromofenol. Alicuotar 100 pL en tubos Eppendorf y
almacenar a -20 °C.

Coctel de muestra (Preparar antes del uso)

Buffer Tris 0,5M/ pH 6,8 1,88 mL

Glicerol 3 mL

SDS (10 %) 6 mL

Agua destilada 2,2mL
Buffer de carga

Coctel de muestra 650 uL

DTT/Azul de bromofenol 100 uL

Almacenar en alicuotas de 500 pL a -20 °C.
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Anexo 3. Protocolo para tincion de plata en geles de poliacrilamida utilizando el kit

comercial Silver Stain Plus™ (Bio-Rad) (Bio-Rad Laboratories, 2016).

Preparacion de reactivos para la tincion de 1 minigel:

Solucion aceleradora de desarrollo

Para un volumen de 50 mL

Reactivo acelerador de desarrollo 25¢g
Agua destilada en recipiente que contenga barra agitadora recubierta | 50 mlL,
de PTFE

Usar a temperatura ambiente, conservar a 4° C.

Solucion potenciadora de fijacion

Para un volumen de 200 mL

Metanol 50 % v/v | 100 mL
Acido acético 10 % v/v | 20 mL
Concentrado potenciador fijador 10 % v/v | 20 mL
Agua destilada 30% v/v | 60mL

Solucion de tincion

Para un volumen de 200 mL
Preparar 5 minutos antes de su uso, en el orden indicado:

Agua destilada en vaso precipitado con barra PTFE 35mL
Solucion de complejo de plata SmL
Solucién moderadora de reduccion SmL
Reactivo revelado de imagenes SmL

Inmediatamente antes de su uso, agregar 50 mL de la solucion aceleradora de
desarrollo a temperatura ambiente.

Procedimiento de tincion:

1. Preparar la solucidn aceleradora de desarrollo. Utilizar a temperatura ambiente y

conservar a 4° C (plazo de conservacion: 3 meses).

2. Preparar la solucidn potenciadora de fijacion.
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Preparar una solucién de &cido acético al 5% (10 mL de acido acético + 190 mL

de agua destilada).

Fijacion: Después de la electroforesis, colocar los geles en la solucion

potenciadora de fijacion. Con agitacion suave, fijar los geles durante 20 minutos.

Enjuague: Decantar la solucion potenciadora de fijacion y enjuagar los geles con

200 mL de agua destilada durante 10 minutos bajo agitacion suave. Decantar el
agua y repetir el enjuague con otros 200 mL de agua destilada durante 10 minutos

adicionales. Finalmente decantar nuevamente.

Tincion y desarrollo: Preparar la solucion de tincidon (antes de los 5 minutos de

su uso). Justo antes de tefiir el gel, anadir 50 mL de la solucién aceleradora de

desarrollo a temperatura ambiente, agitar bien y verter inmediatamente en el
recipiente de tincion que contiene el gel. Tefir bajo agitacion suave durante

aproximadamente 15 minutos o hasta que sean visibles las bandas.

Stop: Una vez alcanzada la tincion deseada, colocar los geles en acido acético al

5% para detener la reaccion de tincion minimo 15 minutos. Enjuagar los geles en

agua destilada durante 5 minutos.
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