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ABSTRACT

This work aims to isolate the 28K Da proteinase from the parasite Fasciola hepatica (Linnaeus,
1758). This cysteinyl protease was purified by classical methods such as the ammonium sulphate
precipitation, G-25 and G-75 gel filtration chromatographies, affinity chromatography with thiol
sepharose 4B and SDS-PAGE 12% electrophoresis. The enzymatic activity of Cathepsin L was
monitored in each step of purification using a specific substrate. The cysteine proteinase was
observed as a pure and homogenous band in the SDS-PAGE gel. The recovery percentage was
12.7%, with a specific activity of 337,500 umol, min" mg"' and a purification factor of the enzyme
of 260. Using this simple scheme of purification we purified to homogeneity the cathepsin L of
28KDa from the regurgitate in an effective way compared with other alternative methods. The
amount of protein obtained was 0.032 mg-mL™". The enzyme showed as a homogenous band
during the electrophoresis in polyacrylamide gel with 12.5% SDS-PAGE and the molecular
weight was 28 kDa according to its relative mobility.

Key words: cathepsin L, chromatography, electrophoresis, Fasciola hepatica, proteinase.

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo aislar la proteinasa de 28KDa a partir del parasito
Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758). Esta cisteinil proteasa fue purificada por protocolos clasicos
tales como la precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia de exclusion molecular G-25,
G-75, cromatografia de afinidad tiol sefarosa 4B y electroforesis SDS-PAGE al 12 %, siendo
monitoreada la actividad enzimatica en cada etapa de la purificacion. La cisteinil proteinasa se
observé como una banda homogénea y pura en el gel SDS-PAGE, la cual tiene una recuperacion
de 12,7%, 337,500 umol min" mg" de actividad especifica y un niimero de 260 veces de
purificacion de la enzima respecto del extracto crudo. Mediante este esquema se purifico la
catepsina L de 28 KDA a partir del regurgitado de una manera efectiva comparado con otras
alternativas. La cantidad de proteina obtenida fue de 0,032 mg-mL". La enzima migr6é como una
banda homogénea durante la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS-PAGE al 12,5%, y
el peso molecular determinado fue de aproximadamente 28 Kda de acuerdo a su movilidad
relativa.

Palabras clave: catepsina L, cromatografia, electroforesis, Fasciola hepatica, proteinasa.

359



The Biologist (Lima). Vol. 13, N°2, jul-dec 2015

INTRODUCCION

La fasciolasis constituye un problema para la
industria pecuaria y la salud publica en el pais
(Abarca 1989, Cabanillas, 1989, Aparicio
1991, Alvarado 1993, Aquize 1993, Lopez
1997, Naquira 2000). La prevalencia de esta
enfermedad es muy variada y, puede llegar
desde de un 10% hasta un 90% de la poblacion
humana y del ganado infectado desarrollando
cuantiosos gastos por pérdidas de vida y
tratamiento (Atias 1991). En el Pert esta
enfermedad ha llegado a tener indices
alarmantes en las poblaciones ganaderas de la
sierra del pais (Sanchez 1986, Villanueva et
al.1996). Las catepsinas L son fundamentales
para que el parasito pueda lograr éxito en su
ciclo bioldgicoy llegar al higado donde se hace
adulto (Barrett 1987, Hillyer et al. 1987, Rege
et al. 1989, Chen & Mott 1990, Lopez et al.
1997). En un proceso de fasciolosis estas
catepsinas L purificadas tienen un alto poder
enzimatico en esta enfermedad, faltando
probar y analizar su potencial como vacuna y
valor diagnostico (Carmona et al. 1993, Smith
et al. 1993, Smith et al. 1994, Wijftels et al.
1994, Beltran ef al. 2004). El objetivo de este
trabajo fue purificar la catepsinas L de 28 kDa
de Fasciola hepatica con la finalidad de tener
antigeno para posibles diagnodsticos de
fasciolosis en algunos casos erraticas.

MATERIAL Y METODOS

Para este trabajo recurrimos a la bioquimica y
su tecnologia para aislar y purificar la
catepsina L. El protocolo aplicado consistid
en colectar parasitos adultos de F. hepatica
conocida como duela o kallutaca voz aimara
(Joel Flores Checalla; comunicacion en
personal) en el camal de Yerbateros de Lima,
Pera (12°02'35"" LS, 77°01'42"" LW) vy
someterlos a choque osméticoa 37 °C donde se
obtiene el regurgitado.
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Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas de las fracciones
de la purificacion fueron cuantificadas usando
la técnica de Coomassie Blue (Bradford 1976)
a595 nm.

Determinacion de actividad enzimatica

La actividad enzimatica de las fracciones de la
purificacion fueron cuantificadas con el
método de Kamboj (1993) y Chavira et al.
1984. La actividad enzimatica de las
proteinasas utilizo N-CBZ-Phe-Arg-4 metoxi-
B-naftilamida como sustrato especifico de
catepsina L y midiéndose el producto
enzimatico a 520 nm.

Etapa 1. Obtencion de material excretado /
secretado (e/s).

A los parasitos adultos de F. hepatica
obtenidos del camal, seles afiadio un volumen
de agua destilada. Se incub6 en bafio Maria
(Scientific Precision) con agitacion constante a
37°C durante 2 h. Se filtr6 el liquido através de
papel filtro afiadiéndose
fenilmetilsufonilfluoruro (PMSF) 0,5 mM y
acido etilen diaminotetraacético (EDTA) 5
mM, antes de guardar en frasco oscuro a -
20°C.

Etapa II. Fraccionamiento con sulfato de
amonio 0-20%.

Al excretado/secretado se le adiciond sulfato
de amonio previamente pulverizado en un
matraz, en forma lenta; con agitacion
constante y en bafio de agua helada (3°C)
durante 30 min hasta llevar a la solucién e/s a
un 20 % de saturacion. Se procedio
posteriormente a centrifugar en la centrifuga
Sorwall R2B a 8000 rpm a 4°C por un periodo
de 30 min. Se cuantifico la actividad
enzimatica tanto en el precipitado como en el
sobrenadante con el método de Kamboj ef al.
(1993) y se determind la concentracion de
proteinas con el método de Coomassie Blue
(Bradford 1976). El sobrenadante en su
totalidad se llevo a la etapa I1I (Murray 1995).
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Etapa III. Fraccionamiento con sulfato de
amonio 20-55%.

Se adicion¢ sulfato de amonio pulverizado en
agitacion constante y en bafio de agua helada
(3°C) durante 40 min para llevar la solucién a
55% de saturacidn. Se procedid a centrifugar
en una Sorval R2B a 8000 rpm a 4°C por un
periodo de 30 min. Se cuantifico la actividad
enzimatica tanto en el precipitado como en el
sobrenadante con el método Kamboj et al.
(1993) y se determind la concentracion de
proteinas con el método Coomassie Blue
(Bradford 1976). El sobrenadante en su
totalidad se llevo ala etapa IV (Murray 1995).

Etapa IV. Gel filtracion en Sephadex G-25.
A la muestra se le retird6 sales de la
precipitaciones con sulfato de amonio en la
columna Sephadex G-25. El precipitado al
55% se paso por una columna de Sephadex G-
25 para separar proteinas por peso elevado y
retirar las sales presentes producto de la etapa
anterior de purificacion.

Se empaco y calibr6 una columna con
Sephadex G-25; se equilibré con buffer de
inicio (Tris HC10,1 M; EDTA 1 mM; NaCl 0,5
M; area 6 M; PMSF 1 mM). Se adicion¢ a la
columna 1 mL del extracto proteico al 55%
(1,24 mg'mL" de proteina). Las fracciones
eluidas se colectaron en un colector de
fracciones Advantec SF-2120 para cuantificar
la concentracidon de proteinas y la actividad
enzimatica. Las fracciones con mayor
actividad siguieron con el siguiente paso de
purificacion (Braithwaite & Smith 1985).

Etapa V. Cromatografia de afinidad tiol
covalente.

Posteriormente se llevdo a una columna de
afinidad Thiol sepharose 4B especifica para
proteinas con grupo sulfidrilo. Las
dimensiones de la columna fueron 5 cm de
altura y 0,7 cm de radio. Se empac¢ el gel de
thiol sepharose 4B en 3 mL, luego de activarla
previamente. El gel se hidratd en agua
aproximadamente 200 mL por g. Se suspendio
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el gel en una solucion conteniendo Ditiotreitol
(DTT) al 1%; bicarbonato de sodio 0,3M;
EDTA disédico 1 mM vy, pH 8,4. Dejandose
reaccionar 40 min a temperatura ambiente,
finalmente se empaca en la columna.

Se equilibré lentamente la columna con buffer
«starting» (0,1M HCI; 0,5 M NaCl; 1 mM
EDTA; 6 M trea a pH 7). Se adicion6 4 mL de
la muestra, luego se le agrego 10 mL de buffer
«starting». Posterior a ello se agregd 10 mL de
buffer de equilibrio (0,05 M Tris- acetato: 0,5
M NaCl; I mM EDTA apH 4;6). Finalmente se
agreg6 25 mL de buffer de elucion (0,1 M Tris-
HCI: 0,5 M NaCl; 1 mM EDTA; 5 mM PMSF;
20 mM L-Cys a pH 8). Las fracciones con mas
actividad enzimatica pasan a la siguiente etapa
de la purficacion.

Etapa VI: Concentracion con tubos de
millipore.

Las fracciones con mayor actividad
proteolitica fueron concentradas en las
unidades de Millipore de 2 mL de capacidad en
una centrifuga refrigerada a 2°C. Se colocaron
en tubos Millipore, 2 mL de la muestra en un
soporte para centrifuga y se llevaron a la
centrifuga Sorwall con rotor SS-34 a 4°C por
40 min a 5000 rpm, del filtrado se analizo la
concentracion de proteinas y la actividad
enzimatica.

Etapa VII: Gel Filtracion en Sephadex G-
75.

Posteriormente, las fracciones concentradas
fueron pasadas por una columna de exclusion
molecular Sephadex G-75. Se empacd y
calibré con estdndares de peso molecular una
columna con Sephadex G-75, en buffer acetato
de sodio (0,1 M, NaCl 0,5 M, y pH 4,6). Se
adiciond a la columna 1 mL del precipitado
55% (1,24 mg-mL" de proteina). La elucion se
colecto para ser cuantificada en proteinas, asi
como la actividad enzimatica. Las fracciones
con mayor actividad se analizaron por
electroforesis su pureza y homogeneidad.
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Electroforesis en el gel de poliacrilamida
con SDS

Todas las fracciones obtenidas durante la
purificacion fueron sometidas a electroforesis
SDS-PAGE al 12,5% con Tincién de Plata
(Laemli 1970, Wray et al. 1981, Andrews
1986).

RESULTADOS

Arias et al.

porcentaje de recuperacion del 12,7% a partir
del extracto crudo (Tabla 1, Fig. 1). En la
determinacion de pureza y homogeneidad se
observo que la enzima migré como una banda
homogénea durante la electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS, y el peso molecular
determinado es de aproximadamente 28 KDa
(Tabla 2, Fig. 2-3).

La catepsina L del excretado-secretado de F
hepatica fue purificada 260,471 veces con un

Tabla 1. Purificacion de la Catepsina L de 28 KDa.

Etapas Volumen Proteinas Prot. Total Actividad Enz. Act. Total  Act Specific Porcentaje  N* veces
Purificacion mL mg'mL’ mg umol'mL"‘min” umol'min” umol'min"mg"' Recuperacién Purificado
Regurgitado 200 0,656 131,200 0,850 170,000 1,296 100,000 1,000

Sobrenad. 20% 200 0.175 34,980 0,805 161,000 4,603 94,706 3,552
Precipit. 20% 1 8,260 90,860 0,453 4,983 0,055 2,931 0,042
Sobrenad. 55% 215 0,092 19,780 0,076 16,340 0,826 9,612 0,638
Precipit. 55% 13 1,240 16,120 10,500 136,500 8,468 80,294 6,535
Cromat. G25 2 0,600 1,200 40,300 80,600 67,167 47,412 51,837
Cromat. de afinidad 4 0,100 0,400 11,900 47,600 119,000 28,000 91,840
Concent. Millipore 1 0,350 0,350 46,000 46,000 131,429 27,059 101,432
Cromat. G75 2 0,032 0,064 10,800 21,600 337,500 12,7 260,47
Tabla 2. Estandares de proteinas y movilidad relativa.
Proteina estandares Peso Molecular kDa Mobilidad relativa (Rf)
BSA 66 0,04
Ovoalbtimina 44 0,22
Pepsina 34 0,43
Anhidrasa Carbdnica 29 0,6
Tripsina 24 0,7
Lisozima 14,3 0,9
Citocromo C 8,5 0,97
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REGUGITADO
/ 170,000 \
SOBRENADANTE 25% PRECIPITADO 25%
161,000 4,983
SOBRENADANTE 55% PRECIPITADO 55%
16.340 136,500

l

CROMATOGRAFIA G-25
80,600

l

CROMATOGRAFIA AFINADAD
47,600

l

CONCENTRACION
46,000

l

CROMATOGRAFIA G -75
21,600

Figura 1. Purificacion de catepsina 1 de 28kda. (Distribucién de actividad total) Unidades = Umol-min.

RER 525 P25 G253 AFIN M G755 MK
- BSA
= OVOALBUMINA

e - PEPSINA

e w
-

o @ . A CARBONICA

ey Mt - TRIPSINA

Y -- - LISOZIMA

o - - CITOUROMO ¢
1 2 3 4 5 A 7 R

Figura 2. Electroforesis en cada etapa de purificacion: Reb, regurgitado, S25 sobrenadante a 25% de saturacion, P 25 sedimento
al 25%, G25 cromatografia con Sephadex G-25, AFin cromatografia de afinidad thiol sepharose, M Mlllipore, G-75
cromatografia G-75. Se utilizé en una microcomputer electrophoresis power supply, Consort.
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Figura 3. Calibracion de estandares de proteinas en un gel al 12% con SDS. Se utilizaron como
estandares a seroalbumina bovina (BSA) de 66 kDa, ovoalbiimina de 44 kDa, pepsina de 34 kDa,
anhidrasa cabdnica de 29kDa, tripsina de 24 kDa, lisozima de 14,3 kDay citocromo C de 8,5 kDa.

DISCUSION

La enzima se localiza en los huevos
(comunicacion personal de Terry Spithill) y en
las metacercarias de F. hepatica. La catepsina
L pertenece a la superfamilia de la papaina. La
papaina es una cisteinil proteasa, similar a la
Catepsina L. Robinson et al. (2008)
mencionan que la papaina de Carica papaya
L. tiene un peso molecular de 23,4 KDa. Dos
formas de Catepsina L han sido registradas
para F. hepatica. Las proteinasas catepsinas L1
(29 KDa) y L2 (29,5 KDa) pueden ser el
mecanismo principal por el cual estos parasitos
penetran a los tejidos (Smith ez al. 1993, Dowd
etal. 1994). Con esta Catepsina L purificada es
posible obtener anticuerpos especificos contra
esta proteinasa para evaluacion de las
propiedades inmunoldgicas de esta proteina.

La purificacién con thiol Sepharose es
especifica para tiol proteinasas si se compara el
procedimiento con Sephadex G-100 donde se
obtienen varias bandas de interés
inmunolégico (Antitupa et al. 2014). Estas
enzimas pueden ser Utiles en la produccion de
vacunas para ganado ovinoy vacuno (Dalton
etal. 2003). El estudio es conducente a obtener
antigeno de diagnostico contra fasciolosis en
pacientes en Perd, pues antigenos de otras
latitudes podrian dar otras reacciones cruzadas
(Kuk et al. 2005).
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