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CARACTERIZACION DE LA ACTMDAD IDDROLiTICA SOBRE 
HEMOGLOBINA DE LA FRACCION CITOSOLICA DE Ascaris suum 

Resumen 

En el trabajo se describen las principales caracteristicas bioquimicas de una 
proteasa aislada de la fracci6n citos6lica de Ascaris suum con actividad hidrolitica 
sobre hemoglobina. Cromatografia de exclusion molecular y SDS-P AGE indican que 
la proteasas esta constituida por una sola subunidad de masa molecular relativa de 43 
kDa. 

La actividad hidrolitica fue purificada parcialmente usando cromatografias en 
DEAE y Matrex Blue, logrando purificar 21 veces la banda responsable de la 
actividad hidrolitica. La proteasa present6 la mayor actividad a pH 7,5 Y la 
temperatura optima de hidrolisis sobre Hb correspondi6 a 30°C. 

Se reporta para esta experiencia que el pico 2 MB, contienen bandas de dos 
proteasas. La actividad hidrolitica sobre hemoglobina, y otros sustratos parece estar 
relacionada a la banda de 43 kDa, debido que el inhibidor EGTA no tiene efecto 
sobre la actividad de esta preparaci6n parcialmente purificada. Los estudios de 
inhibici6n indican que la actividad proteolitica presente en la preparaci6n es inhibida 
por pepstatina, inhibidor especifico de aspartato proteasas. 

Analogamente, el gel de degradaci6n y los estudios de actividad enzimatica 
indican que la banda de 43 kDa pertenece al grupo de la cistein-proteasas. 

Palabras claves: Ascaris suum, cistein-proteasas, caracterizaci6n bioquimica. 
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Llntroduceion 

EI recambio de proteinas es un proceso importante en los organismos vivientes. 

Las proteinas que han cumplido con su funci6n pueden ser degradadas en sus 

aminoacidos constituyentes, los cuales a su vez pueden ser utilizados en la sintesis de 

nuevas proteinas. Gran parte de la degradaci6n es llevada a cabo por las proteasas 

mediante una reacci6n hidrolitica que consiste en la adici6n de una molecula de agua 

en la recurrente ruptura del enlace peptidico. 

En general la degradaci6n de proteinas cumple varias funciones dentro de la 

celula: protectora, por remover peptidos que son dafiinos para la celula, regulatoria, 

por controlar la concentraci6n de enzimas 6 proteinas regulatorias, y metab6lica, a 

traves de la liberaci6n de aminoacidos que pueden ser utilizados para otros 

propositos. 

Clasiflcacion de las Proteasas 

Basandose en los conocimientos actuales sobre el sitio activo y la secuencia 

primaria, las proteasas se dividen en cuatro importantes grupos; las serin-proteasas, 

las metaloproteasas, las cistein-proteasas y las aspartato-proteasas segun 10 descrito 

por McKerrow y Doenhoff (1988). 
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El grupo serin-proteasas se caracteriza por tener en el sitio activo el aminoacido 

(aa) serina, requerido para la union del sustrato. Otro elemento importante es la 

presencia de un grupo catalitico que incluye histidina y acido aspartico como han 

sefialado Stryer, Berg y Tymoczko (2002). Ejemplos claros de este grupo "son los 

factores de complemento y coagulaci6n, ademas de las enzimas digestivas Tripsina y 

Quimiotripsina". Especificamente desde 1967 es conocido que Quimiotripsina actua 

con un mecanismo de dos pasos para realizar la hidr6lisis. La primera etapa es un 

ataque nucleofilico y la segunda etapa, comprende la formaci6n de un intermediario 

tetrahedrico, acil- enzima. 

El segundo grupo conformado por las metaloproteasas, "requieren de un ion 

metalico que, por 10 general, posee la proteina" y este se encuentra en el sitio activo. 

El mecanismo es activado por una molecula de agua, que se comporta como un 

nucleofilo y ataca a un grupo carbonilo del peptide. Ejemplos de metaloproteasas 

incluyen a las colagenasas de los vertebrados, las carboxipeptidasas y las 

aminopeptidasas. Stryer y col (2002) han descrito este grupo como el de mayor 

tamafio de las enzimas hidroliticas. 

EI grupo de las cistein-proteasas, es homologo a las serin- proteasas, se diferencian 

en cuanto al residuo que se encuentra en el sitio activo, este es un grupo que po see el 

aa cisteina segun 10 descrito por McKerrow y DoenhofI (1988). El mecanismo de 

hidrolisis que usan estas proteasas es similar en comparaci6n con el grupo serin, "el 

residuo de cisteina es activado por el residuo de histidina, que juega un papel en el 
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ataque nucleofilico al enlace peptidico". Ejemplos de esta familia son la papaina, 

algunas catepsinas de los lisosomas, las calpainas y las caspasas. 

Familias de cistein-proteasas 

EI ultimo grupo, de las proteasas descritas, son las aspartato proteasas, "la 

principal caracteristica de este es que el sitio activo posee dos residuos de acido 

aspartico, que actuan juntos para permitir la hidr6lisis de la molecula". Un ejemplo de 

esta es la renina, cuya funci6n es regular la presi6n arterial. 

Barrett y Rawlings (1994) describieron 21 familias de proteasas que pertenecen al 

grupo de las cistein, haciendo distinci6n de la familia Hemoglobinasa (denominada 

C13) especificamente para Schistosoma mansoni. Indicando que esta familia tiene la 

particularidad de reaccionar mas rapido en presencia de acido iodoacetico, Los 

autores aclaran la existencia de dos proteasas localizadas en el tracto digestivo del 

parasite, la primera es una catepsina B que pertenece a la familia papaina (C1), 

mientras que la segunda que tiene poca homologia con la papaina y presenta una baja 

tasa de hidr6lisis sobre el sustrato pero es reconocida por (l2-macroglobulina. 
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Puritlcacio» y caraeterizacien bioquimica de proteasas de Schistosoma mansoni 

y Dirofilaria inmitis 

En el reporte publicado por Dresden y Deelder (1979) muestran evidencias sobre 

una proteasa con grupo tiol en el parasite S. mansoni, semejante en cuanto a 

susceptibilidad de inhibici6n y afmidad por los compuestos organomercuriales a la 

catepsina B. La muestra empleada para estos estudios fue obtenida de 45 ratones 

infectados con 1500 cercarias. Luego de 45 dias los gusanos fueron extraidos y 

posteriormente liofilizados. Cromatografias en ACA 54 Y en Sepharosa (con acido 

aminofenilmercurio) permitieron purificar la proteasa con un 90 % de recuperacion, 

Estudios del efecto de diferentes reactivos como azufre, 2- mercaptoetanol y 

ditiotreitol sobre la actividad hidrolitica usando azocoll como sustrato, confirmaron 

que la proteasa pertenecia al grupo de la cistein-proteasas. Ambos investigadores 

lograron probar que los dos compuestos, con grupos sulfidrilos, estimulaban la 

actividad proteolitica. Ademas, corroboraron que la cisteina produjo un efecto de 

estimulaci6n equivalente a DTE y este Ultimo agente fue responsable de un cambio en 

la densidad optica (a 540 nm) cercano a 0,7 unidades. 

Los estudios de inhibicion, realizados para caracterizar la proteasa, demostraron 

que la mayor inhibici6n fue obtenida con leupeptina, seguido de dibromoacetofenona 

y tosil-lisina-clorometilcetona, mientras los inhibidores especificos de serin- 
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proteasas, aspartato proteasas y metaloproteasas no lograron afectar las fracciones 

activas. 

Segun los datos reportados por Linquist y col (1986), leupeptina mostro la mayor 

efectividad de inhibicion sobre la enzima asi como los derivados de clorometilcetona, 

peptide similar en secuencia a la leupeptina. 

Linquist, Senf, y McKerrow (1986) lograron purificar y caracterizar una proteasa 

acidica del grupo de las cistein- proteasas de adultos de S. mansoni. La enzima fue 

purificada 300 veces usando cromatografias subsecuentes, en ACA 54 y en una 

columna de cromatoenfoque. 

La enzima purificada con un pH optimo de 5 fue activada por reactivos protectores 

de residuos sulfidrilicos, y mostro una Km para hemoglobina de 0, 29 liM Y una 

actividad especifica de 27 lig degradadoslminlmg de enzima a 37°C. 

Estudios descritos por Sato, Nagai y Suzuki (1993), en otro parasite, reportaron la 

presencia de una proteasa acidica que degrada hemoglobina, especificamente, en 

Dirofilaria immitis, agente infeccioso de perros y gatos. 

La muestra fue obtenida de las arterias pulmonares de perros infectados. Los 

gusanos fueron liofilizados y almacenados a -20°C. En el proceso de purificacion 

fueron utilizadas cromatografias en Sephadex G- 75 Y en Pepstatina agarosa, siendo 
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las fracciones activas recromatografiadas en ambos pasos. Con este procedimiento se 

logro purificar 437 veces la actividad hidrolitica. 

Los estudios de especificidad de sustrato indicaron que la velocidad de hidrolisis 

relativa fue significativa con sustratos como Hb bovina (57,8 %) Y albumina de suero 

bovino (38,4 %) tomando como referencia la velocidad de hidrolisis (100 %) con Hb 

humana. 

Entre las caracteristicas bioquimicas, el peso molecular reportado por SDS-PAGE 

fue de 42 kDa. El punto isoelectrico de la proteasa purificada oscilo entre 5,8 y 6,4; y 

los analisis de la composicion de aminoacidos revelaron cierta analogia con la 

catepsina D. El pH optimo estuvo comprendido en el intervalo de 2,5 a 3,8. 

Por Ultimo, el inhibidor mas eficaz para la proteasa purificada fue la pepstatina, 

resultando sin efecto otros compuestos como EDT A, acido iodoacetico, clorometil 

cetonas y leupeptina. 

Papel fisiol6gico de la proteasa de Schistosoma mansoni 

Los adultos de Schistosoma mansoni ganan nutrientes por la digestion intracelular 

de hemoglobina (Hb) que obtienen al ingerir los eritrocitos del hospedador. Esta 

degradacion es el mecanismo mediante el cual los Schistosomas adquieren los 

aminoacidos necesarios para su crecimiento y desarrollo. La degradacion de Hb por 
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proteasas dependientes de cisteina ha sido demo strada en adultos de este parasite 

helminto por Dresden, Ruthedge y Chappel (1981). Posteriormente, Wasilewski, Lim, 

Phillips y McKerrow (1996) describieron que los inhibidores peptidil fluorometil 

cetonas y peptidil acil metil cetonas, especificos de las cistein-proteasas, lograron 

bloquear la degradacion de hemoglobina in vitro en Schistosoma mansoni y la 

produccion de huevos por la hembra, debido a la carencia de los grupos hemo. Como 

consecuencia, la inhibicion de la degradacion despues de una semana produjo la 

muerte de la larva migratoria al hospedador defmitivo. Estos resultados indican que 

inhibidores especificos de cistein-proteasas son candidatos para la quimioterapia de 

las infecciones producidas en helmintos. 

Ascaris suum 

Ascaris es un helminto parasito del hombre y del cerdo, basicamente se conoce que 

su ciclo de vida es directo y se divide en dos fases, la fase pre-parasitaria y la fase 

parasitaria. Fontera (2002) ha descrito que en una etapa iniciallas hembras de Ascaris 

depositan los huevos inmaduros en el intestino delgado, estos salen con las heces de 

los cerdos y se dispersan en el medio exterior. Los huevos en el suelo llegan a ser 

infectantes a las 3 0 4 semanas, las larvas raramente eclosionan (2 en la figura 1) Y 

normalmente la infeccion se realiza despues de la ingestion de alimentos que poseen 

los huevos, en esta fase pueden contagiar tanto a cerdos como a humanos. 
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La segunda etapa, la fase parasitaria se da despues de la ingestion y la eclosion de 

los huevos en el intestino delgado. Las larvas que emergen de los mismos realizan la 

primera muda (de cuticula) y penetran la pared intestinal continuando con una 

migracion tisular. 

A" ••.. - 
A= •••.•• .._..,_ 

Figura 1. Representacion del ciclo de vida de Ascaris 

La mayo ria de las larvas toman la via del sistema porta-hepatico y el higado, este 

organa 10 pueden alcanzar 24 horas despues. Del higado pasan via sanguinea al 

coraz6n para alcanzar el tejido pulmonar en un periodo que puede variar entre los 5 0 

6 dias. Las larvas emergen de los tubas capilares, alveolares y emigran del arbol 

bronquial hacia la faringe, via por la cual son deglutidos y llegan al intestino, donde 

alcanzan el estadio adulto. 
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Degradacion de Hemoglobina en Ascaris 

Estudios preliminares realizados en el Laboratorio de Bioquimica de Parasitos de 

la Universidad Simon Bolivar, indican la presencia de una actividad hidrolitica sobre 

la hemoglobina en la fracci6n citosolica del musculo de Ascaris suum. 

En Ascaris suum se han descrito dos hemoglobinas diferentes a la del hospedador, 

la de fluido parenterico y la de pared corporal que se encuentra embebida en el 

musculo del parasite. La estructura de la hemoglobina de fluido parenterico fue 

descrita por Okasaki y Witterberberg (1965). 

Con respecto a su funci6n, la hemoglobina del fluido parentetico de Ascaris 

cataliza la reaccion del NO (oxide nitrico) con el O2 unido al hemo para producir 

nitrato. Asi puede actuar como un detoxificante del O2 usando el NO endogene como 

un co-sustrato, proceso que se conoce desde la publicacion de Minning, Gow, 

Bonaventura, Braun, Dewhirst, Golberg y Stamler (1999). EI mecanismo esta descrito 

en una serie de 10 pasos que conlleva a la formacion de nitritos, como una forma de 

manejar el oxigeno molecular. 



II. Problema 

En Ascaris suum tambien existen proteasas que degradan hemog1obina y es el 

conocimiento de algunas caracteristicas bioquimicas, como 1a determinaci6n de la 

temperatura y pH optimo, estudios de especificidad de sustrato e inhibidores, 10 que 

contribuira a asignar1e un posib1e pape1 fisio16gico a estas proteasas. 

Ademas, como ha sido descrito, hasta el presente no se ha otorgado ninguna 

funci6n especifica de la hemoglobina de pared corporal de Ascaris suum presente en 

el musculo, proteina capaz de difundirse a la fracci6n citos6lica. Estudios realizados 

por Sanchez (1992) mostraron que la Hb de pared esta constituida por dos 

subunidades identicas de 17 kDa. 

Por 10 anterior, se propuso purificar parcialmente estas proteasas de la fracci6n 

citosolica del musculo del paras ito para caracterizarlas bioquimicamente. La 

caracterizaci6n bioquimica de estas proteasas pretendi6 contribuir a determinar cual 

es el papel de la misma en el metabolismo de Ascaris, a traves de los estudios de 

especificidad de sustrato utilizando caseina, mioglobina, hemoglobina bovina, 

hemoglobina de Ascaris en con junto con los estudios de inhibici6n especificos para 

proteasas acidicas y cistein-proteasas, 
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HI. Justificacion 

Como la actividad hidrolitica sobre hemoglobina de fracci6n citos6lica del 

musculo de Ascaris fue fuertemente estimulada por cisteina, y las cistein-proteasas 

han sido utilizadas como blanco en el disefio de drogas para controlar infecciones 

parasitarias (McKerrow y Sajid 2002), la caracterizacion bioquimica de la proteasa de 

esta fracci6n que degrada hemoglobina, puede contribuir al disefio racional de drogas 

para el tratamiento de la infecciones producidas por he1mintos. Adicionalmente, estos 

estudios contribuiran a esclarecer la posible funci6n nutricional de la hemoglobina de 

pared corporal de Ascaris suum. 
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IV. Objetivos de la Investigacion 

Objetivo General 

Caracterizar bioquimicamente la actividad hidrolitica sobre hemoglobina de la 

fraccion citosolica del musculo de Ascaris suum. 

Objetivos especfficos 

• Purificar parcialmente la actividad hidrolitica sobre hemoglobina de la fraccion 

citosolica por cromatografias subsecuentes en DEAE-celulosa y Matrex Blue. 

• Determinar el pH y la temperatura optima de la actividad hidrolitica aislada de 

DEAE celulosa. 

• Determinar el peso molecular de la proteina nativa por cromatografia de exclusion 

molecular en una columna de Sephadex G-75. 

• Determinar la actividad hidrolitica de la fraccion activa de DEAE sobre: Hb 

bovina, Hb de la pared corporal de Ascaris, mioglobina, caseina y albumina de suero 

bovino (BSA). 

• Observar la degradacion de la hemoglobina por la proteasa mediante SDS-PAGE. 
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v. Metodologia 

Nivel de la Investigacion 

La caracterizaci6n bioquimica de la actividad hidrolitica que degrada hemoglobina 

en Ascaris variedad suum es un estudio exploratorio y descriptivo. Es exploratorio, 

porque hasta el momento para este helminto, son escasos los conocimientos de las 

proteasas que degradan hemoglobina, yes descriptivo porque a traves de los estudios 

de especificidad de sustrato, determinaci6n de peso molecular y las condiciones 

6ptimas para la actividad proteolitica, se definen las caracteristicas bioquimicas 

principales de las proteasas presentes en la fracci6n citosolica. 

Disefio de la Investigacion 

El estudio es experimental porque se ais16 parte de la actividad hidrolitica sobre 

hemoglobina presente en fracci6n citos6lica, y se determinaron las condiciones 

6ptimas de pH, temperatura, sustratos e inhibidores de esta actividad. 

Poblacion de Estudio 

Se tom6 como poblaci6n los Ascaris, hembras y machos, que son extraidos del 

intestino delgado de los cerdos del Matadero Caracas, ubicado en la carretera vieja de 
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Los Teques, estado Miranda y trasladados al Laboratorio de Bioquimica de Parasites 

de la Universidad Simon Bolivar. 

Muestra 

La muestra de partida estuvo comprendida por los machos y hembras que 

presentaron las mejores condiciones durante su procesamiento, es decir, gusanos 

adultos (de mayor tamaiio) y sanos, con forma cilindrica y color rosa. Posterior a la 

seleccion, fue obtenida la fracci6n citos6lica aislada de musculo de Ascaris 

variedad suum mediante centrifugaci6n diferencial propuesta por Saz y Lescure 

(1968) a partir de 40 gramos de gusanos. 

El procedimiento consisti6 en la diseccion del musculo frio de Ascaris, el cual fue 

separado y luego distribuido en porciones de 5 gramos (gr). Una vez reducido el 

musculo en trocitos muy pequeiios con una tijera, fueron homogenizadas las 

porciones con 35 ml de medio mitocondrial, este ultimo, conformado por sacarosa al 

0,24 M, EDTA a 0,005 My BSA 0,15 %, efectuando el proceso a bajas temperaturas 

hasta obtener una soluci6n homogenea, libre de particulas. Se realize una primera 

centrifugaci6n de 1000 rpm en un rotor SS- 34 Sorvall (2500 xg) durante 10 minutos. 

Seguidamente, el sobrenadante fue filtrado en lana de vidrio y centrifugado 

nuevamente a 8.500 rpm (21600 xg) en el mismo rotor durante 30 min, obteniendo 

asi la fracci6n citos6lica libre de mitocondrias, ya que las mismas precipitan a esta 

velocidad. 
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VI. Tecnicas e Instrumentos 

Cromatografia de Intercambio y Afinidad 

Las proteasas presentes en la fracci6n citos6lica del rmisculo de Ascaris fueron 

fraccionadas por cromatografia de intercambio ionico en una columna de DEAE­ 

celulosa. Las fracciones activas eluidas de esta columna con buffer TrislHCI 25 mM 

pH 7,5; 2-Mercaptoetanol5 mM 0,15 M NaCl, capaces de degradar hemoglobina, 

fueron caracterizadas y sometidas a otros procedimientos de fraccionamiento para la 

eliminaci6n de proteinas contaminantes. Para lograrlo, se emple6 cromatografia de 

afinidad en Matrex Blue para la purificacion de esta actividad, basandose en las 

interacciones de la union de la proteina a un ligando. 

Ensayos de actividad enzimatica 

La actividad proteolitica fue medida con hemoglobina (Hb) comercial (SIGMA) y 

con caseina desnaturalizada con NaOH segun el procedimiento de Osman (2003). La 

mezcla de ensayo contenia en un volumen final de 1 ml : 0,2 m1 de la proteina 

sustrato (2 mg), 0,2 ml de buffer Tris-HCI 25 mM pH 7,5 6 0,2 ml de Buffer acetato 

0,2 M pH 4,0 para hemoglobina, y buffer acetato 0,2 M pH 4,5 para case ina. La 

reacci6n se inicio con la adici6n de 0,1-0,2 m1 de la preparaci6n enzimatica (volumen 

variable segun su procedencia : 0,1 ml de fracci6n citos6lica 0 0,2 ml de las 

fracciones obtenidas por cromatografia); y detenida despues de 1 hora de incubaci6n 
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a 370 C con acido tricloacetico (TCA) alI2,5%. La mezcla fue centrifugada a 3000 

xg por 20 min. La absorbancia a 280 del sobrenadante fue medida contra un control 

tratado de la misma manera, al cual se le afiadi6 el TCA antes de adicionar la enzima. 

Estudios de actividad enzimatica y especificidad de sustrato 

Para los estudios de inhibici6n se emple6 la misma metodologia, excepto que la 

preparaci6n de enzima fue pre-incubada con los inhibidores, pepstatina, E-64 y Fenil 

metil sulfonil fluoruro (PMSF) antes de afiadirla al ensayo. 

Se defini6 una unidad catalitica como la cantidad de enzima que cataliza un 

incremento de una unidad de absorbancia a 280 nm en 60 minutos bajo las 

condiciones de ensayo descritas. 

Las fracciones mas puras con actividad hidrolitica sobre Hb, como las eluidas de 

la columna de Matrex Blue (MB), fueron utilizadas en los estudios de especificidad 

de sustrato y con los inhibidores. 

Con respecto a la especificidad de sustrato, fue seguido el nusmo protocolo 

empleado para la actividad enzimatica, la variaci6n consisti6 en adicionar sustratos 

diferentes a la hemoglobina comercial. Estos fueron hemoglobina de Ascaris, 

mioglobina comercial, BSA y caseina. 
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Cromatografia de exclusion molecular 

Para la determinaci6n del peso molecular de la proteasa parcialmente purificada 

se emple6 una columna (Ix 35 em) de Sephadex G-75 equilibrada con buffer Tris­ 

HCL 25 mM 0,15 NaCl. El perfil de eluci6n de las proteinas y de las actividades 

fueron determinadas respectivamente mediante el metodo de Bradford (1976) y el 

metodo de Osman (2003) descritos en la metodologia. 

Electroforesis en gel de policrilamida/bisacrilamida a113,5 % y ailS % 

La composici6n peptidica y pureza de las fracciones, aisladas durante los 

procedimientos de fraccionamientos, fue determinada mediante electroforesis en 

geles de poliacrilamida bajo condiciones disociantes (SDS-PAGE) siguiendo el 

protocolo descrito por Laemmli (1970). 

La tecnica de SDS-PAGE tambien fue utilizada para seguir la degradaci6n de la 

hemoglobina bovina por la proteasa de Ascaris: 2 ug de la proteina sustrato fueron 

incubados con 2 ug de la proteasa parcialmente purificada proveniente de 

cromatografia de afmidad en buffer Tris- HCl 25 mM a pH 7,5, en presencia y en 

ausencia de cisteina por un tiempo de 18 horas. Los ensayos fueron mantenidos a 

temperatura constante en un incubador Multi-Block Heaten. La reacci6n fue detenida 

por la adici6n de un volumen igual a 17 III del buffer muestra para SDS-PAGE y por 
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calentamiento a ebullici6n por 3 minutos. Los productos de la degradaci6n fueron 

0,3 

separados en gel de poliacrilamida y visualizados por Coomasie Blue R-25. 

Determinacion de la concentracion de proteinas 

La concentracion de proteinas de las fracciones activas se determine por metodo 

de Bradford (1976), y se utilize una soluci6n albumina de suero bovino (BSA) en 

una concentraci6n de 0,2 mg/ml como estandar para la elaboracion de la curva de 

calibraci6n. 

on 
'" ~ 0,15 +---------,~'-------- 
~ 
• 0,1 +-----~~--------- 

o 5 10 15 20 

microgramos de proteina 

Grafieo 1. Curva de ealibraeion para determinacion de eoneentracien de proteinas. La 
concentraci6n para cada fracci6n se estim6 por la ecuaci6n de la recta C= K(Abs) + B. Para este 
grafico K, tiene un valor de 69,768 ~g/1 00~1 y B de 0,0573. 

EI grafico 1 es un ejemplo de la concentraci6n aproximada de las diluciones del 

estandar de BSA, que fueron utilizadas para determinar la concentraci6n de cada una 

de las muestras. 
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Con la finalidad de purificar y caracterizar la actividad hidrolitica sobre Hb de la 

fracci6n citos6lica del musculo de Ascaris, esta fue sometida a cromatografias 

subsecuentes, en columnas de DEAE - Celulosa y Matrex Blue. La fracci6n 

citosolica del musculo Ascaris suum fue aislada en un medio carente de BSA. La 

modificaci6n impidi6 la contaminaci6n de las fracciones activas con albiimina de 

suero bovino. Adicionalmente, para reducir la contaminaci6n con otros componentes 

intracelulares la muestra fue re-centrifugada a 9000 rpm (23000 xg) en un rotor SS- 

34 Sorvall, precediendo este paso a las cromatografias. El grafico 1 muestra la 

eluci6n de las fracciones activas en la primera cromatografia reportandose la 

VII. Resultados y Discusion 

A. Purificacion Parcial de la Actividad Hidrolitica sobre Hemoglobina 

actividad por fracci6n en cada una de las muestras sefialadas. 

Grafico 2. Perfil de eluci6n de proteinas (t) y de la actividad sobre Hb ( .•. ) de las fracciones 
aisladas de la columna de DEAE-celulosa. La fraccion citosolica (275 mg de protein as totales) fue 
aplicada a una columna (2.5 x 8.6 em) equilibrada con buffer TriS/ HCI25 mM, 5 mM 2-ME, pH 7,5. 

Fraccionamieoto en DEAF: 

1,2 ,------------c'2"----U...------ .•.. U.--------,- 
~ ~ 

2,000 
1,800 
1,600 
1,400 
1,200 .. 
1,000 ~ ;;;J 
0,800 •••• 
0,600 
0,400 
0,200 
0,000 O~~~~~~~rnmrrm~~~~~~~~~~~~ 

'~~~~~~~~~$~~$$$~~~~ 
Fracciones (2 ml) 
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Ahora bien, la actividad especifica (AE) de los PICOS obtenidos del 

La referida tabla tambien muestra que la Hb bovina, en presencia de cisteina y a 

fraccionamiento, es reportada en la tabla 1 y, fue medida usando como sustrato Hb 

bovina (Sigma) con una concentraci6n de 2 mg/ml y cisteina 10 mM por ensayo. 

Aunque el pica 3 presentaba una actividad especifica 0,76 U/mg, esta fracci6n tenia 

la fmalidad de determinar la composici6n peptidica y caracterizar las actividades 

hidroliticas presentes en el mismo. 

pH 7,5, es hidrolizada por los diferentes picos de DEAE. Esta afirmacion se puede 

confirmar con los cambios de actividad reportados en el grafico 3, donde se resumen 

los resultados de los ensayos de actividad enzimatica en ausencia y presencia de 

cisteina con los picos eluidos de la cromatografia de DEAE-Celulosa. 

TABLA 1 

Fraccionamiento de la fracci6n citos6lica en DEAE-celulosa. 

Coneeatraclon de Actividad Hidrolitica 
proteinas 

Fraccion Vol (mglml) (mg Totales) U/ml U/mg U Totales 

Citosolica 87,0 3,10 270,0 2,13 0,69 185,3 

Pico 1 DEAE 33,5 0,34 11,4 0,32 0,93 31,20 

Pico2 DEAE 10,5 6,40 67,2 0,66 0,89 41,90 

Pico3 DEAE 31,0 0,70 21,7 0,53 0,76 16,40 

Pico4 DEAE 23,5 1,69 39,7 0,40 0,24 9,40 

*Columna equilibrada con el Buffer Tris/ HCl25 mM 2-Mercaptoetanol (ME) 5mM. Los picos 1, 
2, 3 y 4 fueron eluidos respectivamente con el buffer de equilibrio y con soluciones de NaCI de 
0,1,0,15 y 0.3 en el mismo. 
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En el grafico 3 se describe que la presencia de cisteina estimula significativamente 

la capacidad de hidr61isis. 

Gnifi£o 3. Determinacion de la actividad sobre Hemoglobina bovina a pH 7,5 de los diferentes 
picos eluidos de DEAE 

La composici6n peptidica de las fracciones aisladas de DEAE-Celulosa se muestra 

en la figura 2. Se logr6 observar que las fracciones eluidas de la columna de DEAE 

con 0,1 NaCI (el pica 2 corresponde a las muestras 4, 5 y 6 de la figura) presentan 0 

estan contaminadas de la banda de 17 kDa de Hb de pared corporal, mientras que los 

otros picos 1, 3 y 4 estan libres de contaminaci6n con esta banda. 

0,16 
0,14 
0,12 

..• 0,1 
'" 0,08 ,Q « 0,06 

0,04 
0,02 

0 
2b 2b' 3 4 

Picos de DEAE 

• Sin Cisteina • Con Cisteina I 

- 
2 4 6 7 

Figura 2. Electroforesis en geles de poliacrilaoida al 13,5% de los picos de DEAE-Celulosa. 1. 
Standard de amplio rango de Bio Rad; 2. Fracci6n citos6lica sin BSA 30 ug; 3. Pico I de DEAE 25J..lg; 
4. Pico 2A DEAE 25f.lg; 5. Pico 2B de DEAE 25 ug; 6. Pico 2C DEAE 4.6 ug; 7. Pico 3 DEAE 6J.1g; 
8. Pico 4 DEAE 25J..lg. 
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La tabla 2 hace referencia a la purificaci6n de la actividad hidrolitica presente en 

el pico 3 DEAE en Matrex Blue, estos datos, a semejanza de la cromatografia en 

DEAE fueron obtenidos por la medicion de la actividad especifica sobre hemoglobina 

por el metodo de Osman (2003). Los pooles provenientes de MB fueron realizados 

en base a la absorbancia a 595nm indicativa del contenido de proteinas de las 

fracciones (Grafico 4). 

Grafico 4. Patron de elucion de proteinas de Matrex Blue por el metodo de Bradford.3 mg del 
pico 3 DEAE colocado en una columna de 2 ml. El pico 1 Matrex Blue (MB) fue formado con las 
fracciones de la 3 a la 10; el pico 2 MB con las fracciones de la 28 a la 31; el pico 3 MB de la 52 a la 
56. 

Puriflcacien parcial de la actividad hidrolitica presente en el pico 3 de DEAE. 

Pico3 DEAE 15,4 0.7 0.53 0.76 8.12 100 IX 
Pico 1 MB 8 0,178 0,480 2,7 3,84 47 3,6X 
Pico2MB 4 0,028 0,455 16,3 1,82 22 21,4X 
Pico3 MB 6 0,031 0,42 13,5 2,52 31 17,8X 

8,18 
* AE en unidades/mg de proteina 

Cromatografia en Matrex-Blue del Pico 3 DEAE 

0,4 

0,3 
II"> 
0- 
Il"> 0,2 '" .0 -< 

0,1 

0 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 

Fracciones ( 1 ml) 

TABLA 2 

Muestra Vol mglml U/ml AE* UT % Rendimiento Purificacien 
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La figura 3 muestra la cornposicion peptidica de los pooles realizados posterior a 

la cromatografia de afinidad. La muestra cuatro (4) corresponde al primer pico 

obtenido en esta cromatografia que eluye con buffer de equilibrio Trisl HCl25 mM. 

La muestra cinco (5) al pico 2 que eluye con Buffer de Equilibrio con 0,25 M NaCI y 

la ultima muestra, fue aplicada en el bolsillo 6 y contiene el pico 3 eluido con 0,5 M 

Figura 3 •. Electroforesis en geles de poliacrilamida aI13,5% de las fracciones aisladas de Matrex 
Blue (MD) proveniente del Pico 3 DEAE. 1. Standard de amplio Tango Bio Rad, 15 ul; 2. Fracci6n 
citosolica 20 ug; 3.Pico 3 DEAE (concentrado y desalado) 20 ug; 4 Pico 1 de MB 20 ug; 5 Pico 2 MB 
7,5 ug; 6 Pico 3 MB 8.5 ug. 

En la figura 3 se observa la presencia, en las muestras 4 y 5 (pico 1 y 2 de MB 

respectivamente) de una banda cercana en PM ala reportada por Sato y col. (1993). 

Estudios realizados en el laboratorio asocian la banda de 43 kDa con la actividad 

Ademas se observa en los picos 1,2 y 3 (correspondientes a las muestras 4, 5 y 6 

de la figura 3) la presencia de las bandas de 70 kDa y 30 kDa que corresponde ala 

proteasa que eluye con 0,30 M NaCI de la columna de DEAE-Celulosa. 

NaCl. 

.. 

2. 3' 4 5. J (j 

hidrolitica sobre hemoglobina. 
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La composicion peptidica y la actividad de las fracciones que eluyen de la 

columna de DEAE-Celulosa con 0,15 M NaCI fueron los criterios empleados para 

separar el pico 3 en dos pooles : 3A y 3B 

Cromatografias posteriores del pico 3A dieron como resultado que aun separando 

las fracciones de DEAE, tomando en cuenta la actividad especifica y la composicion 

peptidica reportadas en las electroforesis, la composicion del pico 3 es principalmente 

una combinacion de la proteasas que eluyen con 0,1 M NaCI y 0,30 M NaCL de la 

cromatografia en DEAE. La Tabla 3 resume los resultados del aislamiento de la 

banda de 43 kDa usando como muestra el pico 3A de DEAE. 

TABLA 3 

Purificaci6n parcial del pico 3A de DEAE en Matrex Blue. 

Muestra Vol mglml U/ml AE UT % Rendimiento Purificacion 
Pico3A 35 1,37 0,455 0,33 15,9 100 

Pico 1 MB 4 0,43 0,145 0,33 0,58 4 Ix 
Pico2MB 6 0,05 0,175 3,5 1,05 7 llx 
Pico 3 MB 3 0,02 0,165 8,25 0,495 3 25x 

La figura 4, muestra la composicion peptidica de las fracciones aisladas de la 

columna de Matrex Blue. En esa figura puede observarse la banda de 43 kDa la de 30 

y 70 kDa Estas bandas de 70 kDa y 30 kDa, han sido reportadas experimentalmente 

por Monzon (2006), y parecen corresponder a las subunidades de la proteasa 

heterodimerica dependiente de calcio (Ca 2+) y cisteina, la calpaina. 
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La calpaina esta constituida por dos subunidades de 80 y 30 kDa segun estudios 

descritos por Tompa, Baki, Schad y Friedrinch (1996) y represent a uno de los 

principales componentes del pi co 2 MB Y pico 3 MB. 

Figura 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida at 13,5% de las fracciones aisladas de Matrex 
Blue (MB). La muestra colocada en la columna fue el pico 3A proveniente DEAE despues del 
desalado y concentrado (9 mg). 1. Standard de amplio rango Bio- Rad. 10 J.lg; 2. Pico ~A (concentrado 
y desalado) 20 ug; 3. Pool 1 ME 20 ug; 4. Pool 2 ME 17,5 ug; 5. Pico 3 ME. 

I 
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B. Caracterizaclon bioquimica de las fracciones activas aisladas durante la 

purificacion 

1. Determinacion del pH y la temperatura optima 

Para determinar el pH y la temperatura optima se empleo el pico 3B de DEAE- 

Celulosa. Los resultados se resumen en la tabla 4. Este pico 3B fue usado debido que, 

al realizarse la electroforesis al 13,5% acrilamidalbisacrilamida correspondiente a la 

separacion y comparar el pico 3A y 3B, se presento mas limpio de las bandas de 70 

kDa y 34 kDa (Referencia standard pretefiido de amplio rango). 

Determinacion del pH optimo para la actividad hidrolitica presente en el pico 3B 
de DEAE. 

EI grafico 5 indica dos incrementos en la actividad especifica del pico 3B a 

diferentes pH. EI primero corresponde a 4,0, coincidiendo con el pH optimo que ha 

TABLA 4 

pH ABSc U/mI AE(U/mg) 

3,0 0,057 0,285 0,864 

4,0 0,072 0,360 1,091 

4,5 0,044 0,220 0,667 

5,0 0,033 0,165 0,500 

6,5 0,112 0,560 1,697 

7,5 0,137 0,685 2,076 

8,0 0,134 0,670 2,030 

8,5 0,085 0,425 1,288 
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sido reportado en S. mansoni para una proteasa cuya actividad proteolitica es 

dependiente de cisteina a pH 3,9 en extractos del mismo organismo. Dresden y 

Deelder (1979) indicaron la posible funci6n de esta actividad que hidroliza 

hemoglobina y su implicaci6n en la nutrici6n del parasite. Sin embargo, se evidencia 

en el mismo grafico que para este ensayo la mayor actividad especifica esta bacia el 

rango de pH basico, alrededor de 7,5. Estos resultados sugieren la presencia de varias 

proteasas en el pico 3B de DEAE dependientes de cisteina a diferentes pH. 

Sin embargo, con respecto a la dependencia del pH en las cistein-proteasas 

McKerrow y Sajid (2002) han descrito que en los parasites las mismas son activas y 

siguen siendo estables a pH neutro, por 10 que se considera viable que la misma tenga 

actividad hidr6litica sobre Hb a pH 4,0 y 7,5. 

3,0 4,0 4,5 5,0 6,5 7,5 8,0 8,5 
pH 

2,500 

2,000 +--------,,-.=4t---­ 

~ 1,500 +--------J'------~- :e, 
~ 1,000 +-:;~"""""'..,----+------- 
• 0,500 +--------'"".------- 

Grafico 5. Determinacion del pH aptimo para 18 actividad hidrolitica presente en el pico 3B 
DEAE. 

Con respecto a la temperatura 6ptima del pico 3B, los ensayos fueron repetidos 

hasta 3 veces por cada temperatura. En la tabla 5, se presentan los promedios de estos 

tres ensayos reportando la actividad especifica promedio para cada experiencia. 
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TAD LA 5 

Determinacion de la temperatura optima para la actividad proteolitica presente 
en el pico 3D DEAE 

AE (U/mg) 
TempoC Exp 1 Exp2 Exp3 

25 1,394 1,061 0,758 
30 1,621 1,364 0,909 
37 1,833 0,758 0,909 
40 2,045 0,758 0,606 

25,0 30,0 37,0 
Temp("C) 

40,0 

3 _... 
2,75 +----_/'----....-.. .,--------- 
2,5 +--~----:7"""---"' •...•..........••• ;::------- 
2)5+-_.~----~~~____.~-­ 

~ 2+-----------=~- ~ l?;+- _ 
~ l,i~ +------------- 

• 0,75 +------------- 
0,5 +------------- 

0,25 +------------- 
o+---~--~--~--~ 

Grafico 6. Dependencia de la temperatura de la actividad hidrolitica del pico 3B. La actividad 
promedio de tres ensayos por cada temperatura es mostrada. 

EI grafico 6 indica que la temperatura optima de la actividad hidrolitica sobre 

hemoglobina es 30°C. Las variaciones observadas en la tabla 4 se deben a que la 

composicion de 3B no es homogenea, posiblemente por la presencia de la 

subunidades de otra proteasa que eluye con 0,30 M NaCI de DEAE. 
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2. Determinacion del peso molecular del pico 3 

Para determinar el tamafio de la proteina nat iva fue empleada una columna de 

Sephadex G-75 (1 x 35 em), la misma permite excluir las proteinas que contengan 

pesos moleculares superiores a 75 kDa. 

La grafica 7, representa el patr6n de eluci6n de proteinas y de actividad de la 

columna. Se observan dos picos de actividad, uno alrededor de la fracci6n 10 y otro 

alrededor de la fracci6n 15. 

Grafieo 7. Cromatografia en Sephadex G-7S del pico 3 de DEAE. Una alicuota de 1.2 ml (0.812 
mg de proteina) del pico 3 fue aplicada a una columna de 1 x 35 em (27,5 ml) equilibrada con buffer 
Tris Hel25 mM pH 7,5. 
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Grifico 8. Parametros moleculares para la cromatografia en Sephadex G- 75.Para la elaboracion 
de la curva de calibracion se utilizaron;l. Ovoalbumina 45 kDa; 2. Peroxidasa 40 kDa; 3. 
Quimiotripsinogeno 25 kDa; 4. Ribonucleasa A 15 kDa; 5. Citocromo C 12.5 kDa. 

El volumen de eluci6n del primer pico de actividad esta cercano al volumen de 

exclusi6n de la columna (8 ml). El segundo pico de actividad eluye como una 

proteina de 40 kDa, esto se puede observar con claridad al incluir las fracciones picos 

en la curva de calibraci6n representada en el grafico 8. 

3. Especificidad de sustrato del pico 2 MD 

En los estudios de especificidad de sustrato se utiliz6 la preparaci6n mas limpia 

aislada de MB, el pico 2. Los resultados de estos estudios se muestran en los graficos 
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9 y 10, mientras la aetividad espeeifiea, con los diferentes sustratos, esta resumida en 

Grafico 9. Especificidad de sustrato del pico 2 Matrex Blue. La muestra utilizada fue proveniente 
del pico 3 de la purificacion sefialada en la tabla 2. 

Concentraci6n 
Sustrato de sustrato Absc U/ml AE 
Hbbovina 2mg/ml 0,091 0.028 16 
Mioglobina 2 mg/ml 0,045 0.225 11,25 

Hb de Ascaris 0,22 0,040 0.200 10 
Hb bovina 0,22 0,023 0,115 5,75 
Mioglobina 0,22 0,019 0,095 0,475 

* La fuente de enzima usada en estos estudios es el pico 2 MB proveniente del pico 3 DEAE (0,02 
mg/mt) 

EI grafico 9 muestra la aetividad en poreentaje (%) para dos eoneentraeiones de 

proteinas sustrato por ensayo, tomando como referencia que la veloeidad de hidrolisis 

con Hb bovina es del 100 % a una eoneentraei6n de 2 mg/ml. En el grafico se observa 

que la tasa de hidr6lisis relativa muestra la mayor especificidad del pieo 2 de MB es 

las tablas 6 y 7. 

% de Hidrolisis del pico 2 MD con diferentes sustratos 
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por la Hb de Ascaris (44 %) seguida de la Hb Bovina (25 %) y por ultimo, 

mioglobina (21%). Un segundo estudio de especificidad de sustrato con el pico 2 MB 

se muestran en el grafico 10. 

% de Hidrotlsts del pieo 2 MB coo difereotes sustratos 

100 

90 
80 

.., 70 

~ 60 

i 50· 
-ll 40 
'$ 30 

20 
10 

Hb bovina Hb Bovina Hb Ascaris Miogloblna Cesetee 
Sastralos 

I_ I mglml _ 0, I 84mglml 1 

Grifico 10. Especificidad de sustrato del pico 2 Matrex Blue. La muestra utilizada fue proveniente 
del pico 3A de la purificaci6n seiialada en la tabla 3. 

En el grafico 10 se observa que la mayor especificidad de sustrato del pico 2MB 

(proveniente de 3A DEAE) es por Hb bovina (tasa relativa del 100 %), seguida por 

Hb corporal de Ascaris, 86 % mioglobina, 74 % y caseina a pH 7,5 con 71 %. La alta 

actividad observada con Hb de pared en ambos ensayos sugiere un papel nutricional 

para esta proteasa aislada de la fracci6n citos6lica de Ascaris. 

Tabla 7 

Especificidad de sustrato del pico 2 MB proveniente de 3A DEAE 
Coaeeatraeion 

Sustrato sustrato Absc U/mi AE 
Hb bovina 1 mg/ml 0,035 0,175 3,5 
Hbbovina 0,184 0,035 0,175 3,5 

Hb de Ascaris 0,184 0,031 0,155 3,1 
Mioglobina 0,184 0,026 0,130 2,6 
Caseina 0,184 0,025 0,125 2,5 

* La concentraci6n de proteinas del pico 2 ME en el ensayo es de 0.05 mg/ml 
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Como la actividad sobre hemoglobina no fue bloqueada con EGTA, un quelante de 

Ca2+, es po sible descartar la degradaci6n de las proteinas sustrato por calpaina (Ver 

tabla 8). 

Con respecto a la hidr6lisis sobre BSA, este sustrato a una concentraci6n de 0,172 

mg, present6 una actividad especifica de 0,31 (U/mg) usando como fuente de enzima 

el pico 2 MB, por 10 que se considera poco significativa la hidr6lisis sobre la 

albumina de suero bovino. 

4. Determinacion de la actividad hidrolitica sobre Hb por SDS-PAGE. 

La degradaci6n de Hb bovina por la proteasa presente en el pico 2 MB se sigui6 

tambien por SDS-PAGE con el fm de determinar si la proteasa era capaz de degradar 

la banda correspondiente a la Hb. Los resultados de este estudio se muestran en la 

figura 5, en ella se observa que s610 ocurri6 degradaci6n de la banda de hemoglobina 

cuando esta proteina fue preincubada con la proteasa en presencia de cisteina. 

Se evidencia con claridad que la muestra colocada en el bolsillo 5, la cual poseia 

una soluci6n de cisteina 1 mM, es capaz de activar la acci6n de la proteasa sobre Hb. 

Estos resultados estan de acuerdo con la observaci6n que la actividad presente, en 

todos los picos aislados de DEAE, es estimulada por cisteina (descrito en el grafico 

3). 

42 



• 

97kDa---- 
66kDa---- 
45kDa---- 

31kDa.---- 

21kDa---- 

14kDa---- 
6.5kDa---- 

Figura 5. Degradacion de la banda de hemoglobina por el pico 2 MB. SDS- PAGE en gel de 
acrilamida al 15%. En estos estudios la Hb bovina fue preincubada en presencia y en ausencia de 
cisteina por 18 h a 37°C antes de ser sometida a la corrida electroforetica 1. Standard amplio rango 
Bio Rad. ; 2. Pico 2 MB 2 ug. 3.Hh bovina 2 ug; 4. 2 ug Hb bovina con 2 ug del pico 2 MB ( Hb: 
proteasa = 1: 1) ; 5. 2 ug de Hb Bovina con 2 ug del pico 2MB en presencia de cisteina 1 mM 

1 3 4 2 5 

5. Estudios de inhibici6n 

Con la fmalidad de mejorar y ampliar la caracterizacion, se realizaron estudios con 

inhibidores especificos de proteasas. Dos fracciones activas fueron utilizadas en estos 

estudios: El pica 3 DEAE Y el pica 2 MB. 

Como ha sido demostrado experimentalmente, gran parte de la actividad especifica 

es estimulada por cisteina en todos los picos de DEAE. Por esta razon, se determine 

el efecto de E-64 sobre la actividad hidrolitica del pico 3 DEAE. E-64 a una 

concentracion de ImM inhibio la actividad de este pica sobre Hb en 18,4 %. Por el 

contrario, pepstatina no afecto la actividad hidrolitica de este pica sobre caseina a pH 

4,5. 
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El efecto de inhibidores sobre la actividad proteolitica del pico 2 MB se muestra en 

la tabla 8. En este caso, pepstatina bloque6 en 91 % la actividad del pico 2 MB sobre 

Hb bovina a pH 7,5. Estos resultados son opuestos a los descritos para el pico 3 

DEAE, se le atribuyen principalmente a dos condiciones, la primera, que gracias a las 

cromatografias subsecuentes, se logr6 una separaci6n de las proteasas mas efectiva 

que la realizada en DEAE y, segundo, que el buffer de equilibrio usado para obtener 

el pico 2 MB tenia en sus componentes 2- Mercaptoetanol, por 10 que no se puede 

observar una inhibicion significativa (mayor del 25 %) de la actividad del pico 2. 

TABLA 8 

Efecto de inhibidores sobre la actividad proteolitica del pico 2 MB sobre HB 
bovina 

Inhibicion 
Inhibidor U/ml* % 

Enzima 0,235 0 
Enzima + Pepstatina (I~M) 0,020 91 
Enzima + E-64 (20 mM) 0,210 II 
Enzima 0,175 0 
Enzima + EGTA (IOmM) 0,160 9 
Enzima 0,410 0 
Enzima + PMSF (IOmglml) 0,590 0 

* Todos los ensayos se realizaron a pH 7,5 usando hemoglobina bovina como sustrato. 

Sin embargo, el porcentaje de inhibicion con pepstatina es aruiloga a la reportada 

por Sato y col (1993) para la proteasa acidica de PM de 42 kDa de Dirofilaria 

immitis. 
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Ahora bien, para el E-64 las condiciones son similares a los ensayos realizados en 

DEAE, pero la concentraci6n seleccionada para los estudios realizados con 2 MB 

salen del rango de la concentraci6n optima del inhibidor (fue mayor al nivel optimo), 

esto debido a que el E-64 usado en los ensayos tanto en DEAE como en MB, ya habia 

perdido su actividad inhibidora. El EGT A fue incluido por actuar como agente 

quelante sobre el calcio, al ser parte de la composici6n peptidica del pico 2 MB, la 

proteasa que eluye con O,30M NaCl, se deseaba evaluar su efecto sobre la muestra. 

Sin embargo, este no afect6 significativamente la actividad proteolitica de 2 MB 

sobre Hb bovina. Por Ultimo, no ocurri6 inhibicion alguna con el PMSF, excluyendo 

que las proteasas presentes en el pico 2 MB provenientes de DEAE pertenezcan al 

grupo de las serin-proteasas. 
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VIII. Amilisis 

Con respecto a la cromatografia en DEAE-celulosa de la fracci6n citos61ica sin 

BSA esta permiti6 separar en 4 picos la actividad proteolitica sobre Hb e identificar 

que todas son dependientes de cisteina. 

El estudio de la composici6n peptidica del pico 3 de DEAE-celulosa indic6 que el 

mismo estaba compuesto por las proteasas que eluyen de DEAE-celulosa con 0,10 M 

NaCI (pico 2) y con 0,30 M NaCI (pico 4) debido a que contenia la banda de 43 kDa 

denominada "hemoglobinasa" y al heterodimero de calpaina, formado por las 

subunidades de 70 y 30 kDa. 

El mayor rendimiento se obtuvo cuando todas las fracciones activas eluidas de 

DEAE-celulosa con 0,15 M NaCl, identificadas como pico 3, fueron 

cromatografiadas en Matrex blue. Este procedimiento permiti6 recuperar 8 unidades 

totales, de las cuales el 53% estaban asociadas con los picos 2 y 3 de MB. La 

actividad especifica de estos picos fue de 16,3 y 13,5 U/mg respectivamente. 

La banda de 43 kDa, presente en el pico 2 MB, fue purificada unas 21 veces en 

comparaci6n con el pico 3 de DEAE-celulosa que fue la muestra aplicada a la 

columna de MB. Estudios homologos en Dirofilaria immitins y Schistosoma mansoni 

han reportado una mayor purificaci6n de la banda con actividad hidr6litica sobre 

hemoglobina, para el primer caso 437 veces y para el segundo, 304 veces. 
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Con respecto ala caracterizacion bioquimica, la determinacion del peso molecular 

por cromatografia de exclusion molecular en Sephadex- G-75, permitio adscribirle a 

la proteasa nativa un peso de 40 kDa. Los resultados obtenidos por SDS-PAGE, 

permitieron estimar en base a la movilidad relativa el peso de la subunidad, que fue 

de 43 kDa. La proteasa purificada de Dirofilaria immitis cuando fue sometida a SDS­ 

PAGE mostro una unica banda de 42 kDa, muy cercano al valor obtenido para la 

proteasa de Ascaris suum. Con respecto a la temperatura y pH optimo, los resultados 

indican que a 30°C y pH 7,5 se obtiene la mayor actividad proteolitica, 

La banda de 43 kDa, tambien fue identificada como uno de los principales 

componentes del pico 2 MB en los analisis electroforeticos, esta preparacion presento 

un alto grado de inhibicion con pepstatina (91%), una alta estimulacion con cisteina, 

y una baja inhibicion por una preparacion comercial de E-64. La poca inhibicion 

observada con E-64 (11 %) puede deberse a que la solucion haya perdido su capacidad 

inhibitoria con el tiempo. 

Otra caracteristica del pico 2 MB obtenido por cromatografia del pico 3 de DEAE 

es esta columna de afmidad, es que mostro la mayor actividad hidrolitica con Hb de 

pared corporal de Ascaris (10 U/mg), siendo su actividad mas baja cuando se uso 

mioglobina, caseina 0 BSA como sustratos. 

La observacion de que la preparacion de MB posee dos proteasas diferentes que 

son afectadas de manera distinta por inhibidores especificos sugiere un mecanismo 
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analogo al deserito en S. mansoni para la degradaei6n de hemoglobina, en el eual 

participan varias proteasas, actuando de manera secueneial. 

Por Ultimo, se descarta que las subunidades que eorresponden al heterodimero de 

calpaina sean responsables de la principal aetividad hidrolitiea sobre hemoglobina 

presente en el pieo 2 MB, porque los resultados de los ensayos realizados con EGT A 

muestran que la actividad de este pico no fue inhibida euando se afiadi6 este quelante 

de ealeio al medio de reaeei6n. 
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VIII. Conclusiones 

La cromatografia en DEAE-celulosa permiti6 separar 4 PICOS de actividad 

proteolitica sobre Hb dependiente de cisteina. Especificamente el pica 3, eluido de la 

columna de DEAE-celulosa con 0,15 M NaCI present6 la mayor actividad 

proteolitica a pH 7,5 Y 30°C, y fue estimulado 27 veces por cisteina. 
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La cromatografia en Matrex blue de las fracciones activas eluidas de DEAE con 

0.15 M NaCl permiti6 purificar la actividad 21 veces. La mayor actividad especifica 

estaba presente en el pico 2 de MB eluido con 0.25 M NaCl. 

Los resultados de la caracterizacion del PICO 2 MB, indican que contiene 

principalmente una banda de 43 kDa, y las bandas de 30 y 70 kDa con movilidad 

relativa similar a las subunidades regulatoria y catalitica de calpaina. 

EI peso molecular determinado por SDS-PAGE para la proteasa responsable de la 

actividad hidrolitica del pica 3 de DEAE es de 43 kDa. 

La mayor actividad degradativa del pica 2 MB se obtuvo con Hb de pared 

corporal de Ascaris. La actividad especifica sobre la Hb de Ascaris fue 

aproximadamente 2 veces mayor que la obtenida con Hb bovina a la misma 

concentraci6n .. Adicionalmente, el pico 2 MB fue capaz de degradar la banda de Hb 
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bovina pero, s6lo en presencia de cisteina, en los estudios de degradaci6n realizados 

por SDS-PAGE. 
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