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RESUMEN 

 

Las cisteína proteasas son enzimas proteolíticas presentes en todos los organismos. Las 

catepsinas L del trematode Fasciola hepatica constituyen una gran familia multigénica, con 

enzimas en su mayoría secretadas que están presentes en todos los estadios del parásito. 

FhCL3 es la única catepsina tipo L que se ha encontrado hasta el momento en los productos 

de excreción/secreción del estadio juvenil de F. hepatica, y representa junto con las catepsinas 

B, mediadores moleculares clave que participan en la interfase parásito-hospedador. En este 

trabajo se puso a punto la expresión de FhCL3 en la levadura Hansenula polymorpha, así 

como también la expresión de la enzima FhCL1 secretada por los parásitos adultos, 

obteniéndose las enzimas recombinantes activas. Se realizó la caracterización de FhCL3 

mediante ensayos de activación de la proenzima, estabilidad y perfil de actividad a diferente 

pH, así como el estudio de su especificidad de sustrato con diferentes estrategias que 

incluyeron el análisis de la actividad hidrolítica sobre un panel de péptidos sintéticos 

fluorogénicos, inhibidores y dos bibliotecas peptídicas: PS-SCL y MSP-MS. FhCL3 mostró 

acomodar preferentemente residuos de prolina y glicina en P2 y P3, respectivamente. Se evaluó 

además la degradación de posibles sustratos naturales de la enzima en diferentes condiciones 

de pH y temperatura, observándose que FhCL3 es eficiente en la degradación del colágeno, lo 

que apoya su rol en la migración de los parásitos juveniles a través del tubo digestivo y 

parénquima hepático. Demostramos que FhCL3 tiene diferente especificidad que las enzimas 

secretadas por el parásito adulto, FhCL1 y FhCL2, reafirmando la existencia de funciones 

estadio-específicas. Mediante mutagénesis dirigida se sustituyeron varios residuos del sitio 

activo de las catepsinas, evidenciando que el triptofano en la posición 67 del bolsillo S2 de 

FhCL3 es crucial para la actividad de la enzima. Nuestros resultados apoyan el papel activo de 

FhCL3 durante el establecimiento de la infección, constituyéndose un blanco interesante para 

el desarrollo de posibles drogas o vacunas para el control de la fascioliasis.  
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ABREVIATURAS 

 

AMC Amino-metil cumarina 

ARNm ARN mensajero 

Boc- t-butyloxycarbonyl 

CB  Catepsina B 

CL  Catepsina L 

DTT Ditiotreitol 

E-64 L-trans-epoxisuccinil-leucil-amido-(4-guanidinio) butano 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

ESTs Expressed Sequence Tags 

HPLC-MS cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

JRD juveniles recientemente desenquistados 

kcat  constante catalítica (número de recambio o turnover) 

kcat/KM constante de especificidad 

kD  kiloDalton 

KM  constante de afinidad o de Michaelis-Menten 

MetOH Metanol 

MPM Marcador de peso molecular 

MSP-MS Multiplex Substrate Profiling – Mass Spectrometry 

Pb  pares de bases 

PBS Tampón Fosfato Salino 

PES Productos de excreción/ secreción 

RT-PCR Transcripción reversa - Reacción en cadena de la polimerasa 

PM  Peso Molecular 

PS-SCL Positional Scanning Synthetic Combinatorial Library  

Tos-  tosil 

YEPD Yeast Extract, Peptone, D-glucose (Medio rico no selectivo) 

YMM Yeast Minimal Media (Medio selectivo) 

Z-   benziloxi carbonilo 
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1. Fasciola hepatica: modelo para el estudio de la interacción parásito-hospedador 

1.1. Enfermedades parasitarias causadas por helmintos 

Las infecciones parasitarias producidas por helmintos son un grupo de enfermedades 

con un alto impacto global tanto en la salud humana como en el ámbito agroveterinario. Se 

estima que son responsables de más del 60% de las infecciones humanas y de más del 75% 

de las enfermedades infecciosas emergentes en humanos. En el ámbito productivo son 

responsables de importantes pérdidas por disminución de la productividad, la calidad y el gasto 

en atención sanitaria del ganado (Robinson & Dalton 2009). A pesar de su importancia, no se 

ha priorizado la investigación y búsqueda de nuevas estrategias para el control de estas 

enfermedades, lo que ha llevado a considerarlas como enfermedades ―desatendidas‖ (Stein et 

al. 2007). Los helmintos parásitos incluyen los nematodos (gusanos redondos), los cestodos y 

los trematodos (gusanos planos). Las trematodiasis son infecciones parasitarias causadas por 

este último grupo de helmintos. Entre ellas las trematodiasis alimentarias, causadas por 

especies como Paragonimus spp, Opisthorchis viverrini, Clonorchis sinensis, Fasciola gigantica 

y Fasciola hepatica afectan a más de 100 millones de personas en el mundo, principalmente 

en regiones como el sudeste asiático, el altiplano boliviano y Africa sub-sahariana (Keiser & 

Utzinger 2009).  

En particular F. hepatica y F. gigantica, son los agentes causantes de la fascioliasis en 

regiones subtropicales y tropicales, respectivamente. La fascioliasis es considerada una de las 

parasitosis más importantes entre los animales alimentados a pasturas a nivel mundial (ganado 

bovino y ovino), produciendo pérdidas por las mermas en la producción de carne, leche y lana, 

así como por los decomisos de hígados en los frigoríficos, interferencias en la fertilidad, 

aumento de la sensibilidad a adquirir nuevas infecciones y costos asociados a la aplicación de 

tratamientos. Así, las pérdidas económicas mundiales se estiman en 3 mil millones de dólares 

anuales (Mas-Coma, et al 2005). En nuestro país es una parasitosis importante con 

prevalencias que oscilan entre el 50-60% en el ganado bovino y ovino (Acosta 1991). Los 

datos de la Auditoría de Calidad de la Cadena Cárnica de 2007-2008 reportan que se pierden 

anualmente 6 millones de dólares solo a causa del decomiso de hígados (50% de hígados son 

decomisados), donde F. hepatica es uno de los principales agentes causales. La fascioliasis es 

también una enfermedad emergente en humanos. Es importante en países del altiplano 

sudamericano donde convive la población con el ganado como Bolivia, Perú y Ecuador, y 

también en Egipto, Irán y el sureste asiático. Asimismo, se registran entre 50-100 casos por 

año en países europeos como Portugal, Francia y España. La mayoría de los casos 

registrados en humanos se deben a infecciones con F. hepatica, aunque recientemente se ha 

reportado un aumento en las infecciones por F. gigantica en Vietnam (Mas-Coma et al. 2005). 

Se estima que hay entre 2.4 y 17 millones de personas infectadas con este parásito en el 

mundo y 91 millones en riesgo de infección (Keiser & Utzinger 2009). 
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1.2. Ciclo de vida de Fasciola hepatica  

Fasciola presenta un ciclo de vida complejo que involucra diferentes estadios y 

hospedadores (Figura 1). El hospedador definitivo adquiere la infección al ingerir vegetación 

contaminada con metacercarias, la forma quística resistente del parásito, que al llegar al 

intestino se desenquista. Los juveniles recientemente desenquistados (JRD) atraviesan la 

pared intestinal, y migran por la cavidad peritoneal hasta el hígado. Luego de cruzar la cápsula 

hepática, migran por el parénquima como juveniles inmaduros durante 8-12 semanas hasta 

llegar a los canalículos biliares donde madura y se aloja el estadio adulto. En esta travesía los 

parásitos en desarrollo encuentran diferentes tejidos y macromoléculas, y deben enfrentarse a 

un microambiente fisiológico cambiante (ej. pH, disponibilidad de oxígeno) así como a la 

respuesta inmunológica del hospedador. La fase aguda de la enfermedad es debida a esta 

migración hacia los canalículos del hígado y se caracteriza por causar hemorragias, anemia, 

hepatomegalia y debilitamiento del animal afectado. 

 
Figura 1. Ciclo de vida de Fasciola hepatica (tomado de http://www.microbeworld.org) 

 

http://www.microbeworld.org/
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 Una vez dentro del árbol biliar el parásito adulto se alimenta principalmente de sangre y 

alcanza la madurez sexual produciendo un gran número de huevos. La sangre es una fuente 

importante de carbohidratos para la producción de energía y de aminoácidos y ácidos grasos 

para la biosíntesis de moléculas del parásito y la producción de huevos. La superficie externa 

del parásito adulto es un tegumento sincitial multifuncional permeable a una gran variedad de 

pequeñas moléculas, participando en su absorción y distribución a los tejidos del parásito. 

Poseen un intestino ciego, encargado de digerir las macromoléculas obtenidas del hospedador 

y absorber los productos solubles, cuyo contenido se expulsa al medio cada 3-4 h conteniendo 

diferentes productos de excreción/secreción (PES). El ganado vacuno con fascioliasis puede 

mantener la infección por un término de 1-2 años, mientras el ganado ovino permanece 

infectado por períodos de hasta 20 años. La fase crónica se debe a la presencia del parásito 

adulto en los canalículos biliares, aunque muchas veces el animal convive con ambas fases 

debido a las reinfecciones recurrentes.  

 Los huevos son eliminados con las heces, y al eclosionar liberan una larva ciliada 

denominada miracidio, que infecta caracoles del género Lymnea. En este hospedador 

intermediario ocurren varios ciclos de reproducción asexual (esporocisto – redia - cercaria) que 

culminan con la liberación al medio de las formas de vida libre llamadas cercarias. Estas 

rápidamente se enquistan en la vegetación originando las metacercarias, que al ser ingeridas 

por el hospedador definitivo completan el ciclo del parásito (Andrews 1999). 

 
1.3. Estrategias de control de la fascioliasis 

El control de la fascioliasis se basa actualmente en el uso de drogas antihelmínticas, 

siendo los benzimidazoles, y en particular el triclabendazol la droga más utilizada a nivel 

mundial. Sin embargo, estos fármacos son costosos y pueden ocasionar problemas de 

tolerancia y hepato-toxicidad. Además, se ha reportado resistencia al triclabendazol en Irlanda, 

Inglaterra, Holanda, España y Australia, si bien existen otras drogas antihelmínticas que se han 

empleado con eficacia en estos casos (Brennan et al. 2007). Esto evidencia la necesidad de 

generar nuevas herramientas para la prevención y el tratamiento de la fascioliasis, apuntando 

tanto al descubrimiento de nuevos fármacos antihelmínticos así como al desarrollo de vacunas. 

En este sentido, se han empleado como antígenos en la formulación de vacunas algunas 

proteínas de Fasciola, nativas y/o recombinantes, como leucina aminopeptidasa, glutatión S-

transferasa (GST), proteínas de unión a ácidos grasos y varias catepsinas, obteniéndose 

niveles de protección frente a la infección entre 65 y 89% (revisado en McManus & Dalton, 

2006). Los niveles de protección más elevados han sido obtenidos en ensayos de vacunación 

con la leucina aminopeptidasa (Acosta et al. 2008) y/o con proteasas del tipo catepsinas, tanto 

con las enzimas nativas (Bentancor et al. 2002; Dalton et al. 1996; van Milligen et al. 2000; 

Mulcahy et al. 1998; Piacenza et al. 1999) como con las enzimas recombinantes (Golden et al. 
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2010; Maggioli et al. 2011; Reszka et al. 2005). A pesar de estas evidencias, ninguna vacuna 

se encuentra disponible actualmente en el mercado.  

 

2. Efectores en la interfase parásito-hospedador 
 

Las moléculas encontradas en la interacción del parásito con su hospedador son de 

gran interés ya que modifican o modulan el funcionamiento de las células del hospedador de 

manera de promover el desarrollo y sobrevivencia del parásito. Entre éstas, las proteasas 

producidas y secretadas por los parásitos son esenciales pues permiten atravesar barreras 

celulares y tisulares, degradar proteínas del hospedador para absorberlas como nutrientes y 

manipular su sistema inmune para evadir los mecanismos efectores encargados de erradicar la 

infección. Dada su abundancia y relevancia se utilizan como marcadores de inmunodiagnóstico  

(Atkinson, Babbitt, & Sajid 2009). Las proteasas son enzimas proteolíticas que catalizan la 

degradación de polipéptidos mediante la hidrólisis del enlace peptídico. De acuerdo al sitio 

donde cortan la cadena polipeptídica, las proteasas pueden ser endopeptidasas, si hidrolizan 

los enlaces peptídicos internos, o exopeptidasas cuando degradan a partir del extremo del 

sustrato. De acuerdo al residuo principal en su mecanismo de catálisis se clasifican en 5 clases 

principales: serina, cisteína, aspártico, treonina y metalo-proteasas. Hay también una sexta 

clase minoritaria, las glutámico proteasas. Para facilitar su estudio han sido agrupadas en 

familias de acuerdo a homología de secuencias y en clanes basados en homología estructural 

y catalítica. 

2.1. La familia de las cisteína proteasas  

 En este trabajo nos centraremos en las cisteína o tiol proteasas, denominadas así por la 

presencia de un residuo conservado de cisteína en el sitio activo de la enzima, esencial para 

llevar a cabo la hidrólisis de sus sustratos. Las cisteína proteasas constituyen un grupo muy 

amplio de enzimas presentes en todos los organismos. Las cisteína proteasas más abundantes 

son las de la superfamilia de la papaína, que toma como referencia esta enzima aislada de la 

fruta papaya (Carica papaya). Esta superfamilia pertenece al clan CA, el cual contiene el 

mayor número de proteasas parasitarias descritas (Figura 2) e incluye además otras enzimas 

proteolíticas de plantas como la actinidina y bromelaína, y proteasas de animales denominadas 

catepsinas (del griego ―digerir‖). Las catepsinas típicas B, L, S, K, son enzimas lisosomales de 

mamíferos, aunque existen ortólogos en casi todos los organismos. Estas enzimas son 

endopeptidasas, aunque las catepsinas B también presentan actividad carboxipeptidasa, y la 

catepsina H de mamíferos presenta actividad aminopeptidasa. La excepción la constituye la 

catepsina C que posee únicamente actividad dipeptidil aminopeptidasa (Turk et al. 2000). Las 

diferencias de actividad se correlacionan con regiones específicas de similitud de secuencia 

alrededor del sitio catalítico que permiten dividir a las catepsinas animales en dos tipos: las 



Introducción 

 

  14 

catepsinas tipo L (CL) y las catepsinas tipo B (CB) (Karrer, Peiffert, & Ditomas 1993). Ambos 

tipos de catepsinas se encuentran en toda la escala animal, pero están particularmente 

representadas en organismos parásitos. Las catepsinas constituyen el 80% de las proteasas 

de helmintos y 45% de las proteasas de protozoarios parásitos.   

 

La amplificación de estas enzimas puede haber ocurrido por duplicaciones génicas, como 

lo evidencia la presencia de genes organizados en tándem de isoformas similares en los 

tripanosomátidos (Campetella et al. 1992). La diversidad de catepsinas presentes en 

organismos parásitos sugiere que además de su actividad catabólica en el turnover celular y la 

 
Figura 2. Esquema de los 6 clanes de cisteína proteasas presentes en los parásitos: 

CA, CD, CE, CH, CF y CO. El área de los círculos rojos es proporcional a la cantidad de 

secuencias de proteasas de helmintos y protozoarios parásitos depositadas en MEROPS, 

mientras los círculos grises son proporcionales a la cantidad total de proteasas en cada 

clan. La tabla indica el número de proteasas en cada clan de helmintos, protozoarios 

parásitos y otros géneros relacionados.  Tomado de Atkinson et al., 2009. 
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nutrición estas enzimas han adquirido nuevos roles (Atkinson et al. 2009). Consistentemente 

con esta diversidad, las proteasas parasitarias no solo se encuentran en compartimentos 

intracelulares como los lisosomas, sino que son secretadas al medio extracelular. Las enzimas 

parasitarias son sensibles al inhibidor genérico de cisteína proteasas E-64 al igual que las 

catepsinas de mamíferos, pero a diferencia de éstas que son activas a pH ácido, las 

parasitarias tienen actividad también a pH neutro y son estables en un amplio rango de pH (A. 

J. Dowd et al. 2000).  

Las cisteína proteasas son capaces de degradar proteínas tanto intra como 

extracelulares, ya que algunas actúan dentro de las células mientras otras son secretadas al 

tubo digestivo del parásito y al medio externo. Lo que se conoce de la participación de las 

cisteína proteasas en la degradación de tejidos del hospedador proviene de evidencia indirecta 

de su expresión en aquellos estadios del parásito que penetran y migran a través de tejidos o 

la demostración de su capacidad de degradar proteínas de la matriz extracelular o las 

membranas basales in vitro. En estrecha relación encontramos el hecho de que las cisteína 

proteasas son también necesarias para que muchos protozoarios y helmintos puedan 

abandonar sus quistes o huevos y realizar el cambio de su cutícula. Como ejemplo podemos 

citar las cisteína proteasas involucradas en el desenquiste y migración de los trematodes 

parásitos Paragonimus westermani, Schistosoma y Fasciola, los cuales penetran por diferentes 

vías de entrada y se alojan en distintos órganos; Paragonimus y Fasciola penetran por el tracto 

gastrointestinal y se alojan en pulmón e hígado, respectivamente, Schistosoma penetra por la 

piel y se aloja en la red vascular (Dzik 2006; McGonigle et al. 2008; Na et al. 2006; Parker-

manuel et al. 2011).  

Se ha descrito que distintos tipos de proteasas actúan de forma coordinada para llevar 

a cabo la digestión de sus sustratos. La degradación de hemoglobina por parte del trematode 

hematófago S. mansoni, por ejemplo, ha sido extensamente estudiada y una catepsina tipo B 

denominada SmCB1 localizada en la gastrodermis y el intestino del parásito es la principal 

responsable de esta actividad. Otras cisteína proteasas de S. mansoni como la catepsina L1, la 

catepsina D y la catepsina C también contribuyen a la degradación de hemoglobina formando 

parte de una cascada proteolítica en la que también intervienen otras clases de proteasas, 

como las aspártico proteasas y las metaloproteasas (Delcroix et al. 2006). 

Un papel importante juegan asimismo en la evasión de la respuesta inmunitaria del 

hospedador, ya sea degradando moléculas efectoras del sistema inmune o modulando las 

respuestas de células T. En algunos parásitos como Haemonchus y Fasciola las cisteína 

proteasas han demostrado su capacidad para degradar inmunoglobulinas in vitro (Berasain et 

al. 2000;  Smith et al. 1993) Asimismo, las catepsinas han demostrado modular el sistema 

inmune suprimiendo las respuestas Th1, y promoviendo la expresión de efectores involucrados 
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en respuestas de tipo Th2 inmuno reguladoras las cuales resultan protectoras para el parásito 

(Donnelly et al. 2010; Prowse et al. 2002; Robinson et al. 2013). 

2.2. Las cisteína proteasas de Fasciola hepatica 

En 1989, Dalton & Hefernan (Dalton & Heffernan 1989) demostraron que los parásitos 

adultos de F. hepatica mantenidos in vitro secretaban cisteína proteasas al medio del cultivo. 

Mediante SDS-PAGE con gelatina demostraron que las cisteína proteasas eran los 

componentes secretados por el parásito más abundantes. Estudios más recientes del 

secretoma mediante electroforesis bidimensional y espectrometría de masas confirmaron que 

las moléculas principales secretadas son proteasas de tipo catepsinas aunque permitieron 

identificar además otros componentes menos representados tales como proteínas de unión a 

ácidos grasos (FABPs), enzimas reguladoras de los procesos de óxido reducción (tiorredoxina, 

peroxirredoxina, GSTs), entre otras (Jefferies et al. 2001; Robinson et al. 2009)  

Las catepsinas son sintetizadas dentro de las células epiteliales que recubren el tubo 

digestivo ciego de Fasciola, las cuales cumplen tanto funciones de absorción como de 

secreción. Previo a su secreción las catepsinas se hallan almacenadas como proenzimas en 

vesículas que se acumulan en la cara apical o luminal de las células epiteliales, pero son 

activadas al salir al intestino ligeramente ácido del parásito, previamente a su excreción al 

medio externo (Dalton, Skelly & Halton. 2004).  

Estudios morfológicos y de la ultraestructura de Fasciola muestran alteraciones 

importantes en sitios de intercambio con el hospedador, tanto en la superficie del parásito 

como en la gastrodermis, a medida que los gusanos migran y se enfrentan a diferentes 

microentornos (Fairweather, Threadgold & Hanna 1999). 

2.2.1. Expresión estadio diferencial de catepsinas 

Las catepsinas L de Fasciola hepatica son la familia de cisteína proteasas más extensa 

conocida hasta el momento. El análisis de sus secuencias permite organizar esta familia en 5 

grupos: FhCL1, FhCL2, FhCL3, FhCL4 y FhCL5. De ellos, FhCL1 se subdivide además en 4 

sub-grupos denominados FhCL1 A-D (Irving et al. 2003; Morphew et al. 2011; Robinson, Tort, 

et al. 2008). La expresión de cisteína proteasas está finamente regulada durante el desarrollo 

de Fasciola en su hospedador definitivo y se correlaciona con las etapas de desenquiste, 

migración del parásito juvenil y maduración hacia la forma adulta (Robinson, Dalton & 

Donnelly, 2008)  

El análisis bioquímico de las proteasas secretadas por el parásito adulto mostró que los 

PES consistían principalmente de 2 catepsinas L, denominadas catepsina L1 y catepsina L2, 

con diferentes propiedades fisicoquímicas y especificidad de sustrato (Dowd et al. 1994; Smith 

et al. 1993). Una evidencia de la expresión estadio diferencial de proteasas surge de un 
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estudio de las proteínas expresadas por los JRD realizado en 1995, donde se halló una 

proteína de expresión predominante en ese estadio, la cual se demostró que era una cisteína 

proteasa diferente a las encontradas principalmente en adultos (Tkalcevic, Ashman & Meeusen 

1995). La enzima fue posteriormente clonada y denominada FhCL3 (Harmsen et al. 2004). La 

catepsina L3 tiene una identidad de secuencia de alrededor del 70% con las catepsinas FhCL1 

y FhCL2 de adultos. Si bien la arquitectura del sitio catalítico se encuentra 100% conservada, 

se observaron diferencias con las CL de adultos en determinados residuos que han 

demostrado ser clave en la especificidad de sustrato de estas enzimas. Además, la catepsina 

L3 presenta sitios potenciales de N-glicosilación que están ausentes en FhCL1 y FhCL2. 

En estudios posteriores del transcriptoma y proteoma de Fasciola se encontró que en la 

metacercaria y en los JRD se expresan tanto catepsinas tipo L como tipo B, además de 

asparaginil endopeptidasas (legumaínas), que son enzimas que hidrolizan el sitio C-terminal de 

residuos de asparagina y están involucradas en la activación de pro-enzimas a la forma 

madura (Figura 3). En el estadio adulto sin embargo sólo encontramos catepsinas L (Cancela 

et al. 2008; Hernández-González et al. 2010; Robinson, Tort, et al. 2008; Robinson et al. 2009). 

En parásitos juveniles se identificaron ARNm exclusivos de FhCL3 y FhCL4 (Cancela et al. 

2008), sin embargo, solo FhCL3 se encontró secretada en los PES, por lo que FhCL4 o bien se 

secreta a niveles mucho más bajos o lleva a cabo funciones intracelulares específicamente 

(Hernández-González et al. 2010; Robinson et al. 2009) (Figura 3).  

Las proteasas representan el 31% del total de proteínas secretadas por los JRD, y de 

éstas un 37% corresponde a catepsinas L (específicamente FhCL3), 45% a catepsinas B y un 

18% a asparaginil endopeptidasas. A medida que los juveniles migran por la cavidad peritoneal 

y penetran la cápsula y parénquima hepático comienzan el proceso de maduración hacia la 

forma adulta. En estos parásitos, que aún se encuentran inmaduros y migrando a los 21 días 

post-infección, ya se detectan cambios en el repertorio de catepsinas que secretan, 

observándose una drástica disminución en los niveles de expresión de FhCL3 y catepsinas B 

(ahora solo representan el 3% y 2% del total de catepsinas secretadas, respectivamente), y un 

aumento en la secreción de las catepsinas L1, L2 y L5, las únicas detectadas finalmente en el 

parásito adulto alojado en los canalículos biliares. En este estadio FhCL1 es la enzima 

mayoritaria, constituyendo el 67% de las catepsinas secretadas, mientras FhCL2 representa el 

27% y FhCL5 sólo un 6% (revisado en McVeigh, Maule, Dalton & Robinson, 2011) (Figura 3). 
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2.2.2. Evidencias funcionales in vitro e in vivo 

Las catepsinas son las proteínas principales encontradas en la bilis de ovejas infectadas 

con Fasciola (Morphew et al. 2007). El perfil de catepsinas identificado por electroforesis 

bidimensional en parásitos adultos cultivados in vitro y el perfil obtenido al analizar la bilis de 

ovejas infectadas es muy similar. Si bien se identificó un mayor número de catepsinas in vitro, 

el 90% de las catepsinas encontradas in vivo también están representadas en la muestra in 

vitro. En ambas muestras las catepsinas pertenecían a los mismos 3 clanes hallados 

previamente en parásitos adultos, no detectándose en la bilis la presencia de catepsinas 

específicas identificadas en parásitos juveniles en cultivo. Las catepsinas exclusivas de las 

muestras in vivo se encuentran todas dentro del grupo de FhCL1, por lo que su expresión 

Figura 3. Expresión diferencial de catepsinas durante el proceso de infección 

del hospedador definitivo. Los gráficos de torta representan los niveles de expresión 

de las proteasas determinados mediante un análisis cuantitativo de espectrometría de 

masas. FhAE: Fasciola hepatica asparaginil endopeptidasas; FhCB: Fasciola hepatica 

catepsinas B; FhCL1-5: Fasciola hepatica catepsinas L 1-5 (adaptado de Robinson, 

Tort, et al. 2008; Robinson et al. 2009). 
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diferencial reflejaría o bien una respuesta específica del parásito al entorno del hospedador (tal 

como la evasión de la respuesta inmunitaria o la adquisición de nutrientes), o el hecho que la 

cepa utilizada para los ensayos in vitro no es la misma que está infectando al ganado en 

estudio (Morphew et al. 2011). La notoria abundancia de estas enzimas en todos los estadios 

del parásito evidencia su importancia en el correcto desarrollo de su ciclo de vida, participando 

en procesos que van desde la infección del hospedador definitivo hasta la supervivencia del 

gusano adulto en los canalículos biliares. 

Determinar el rol que cumplen las cisteína proteasas de F. hepatica en la interacción 

con su hospedero es uno de los principales desafíos que plantea el estudio de estas enzimas. 

Se han realizado numerosos esfuerzos por comprender el papel de las catepsinas en el 

proceso de invasión y establecimiento del parásito, y cómo éstas contribuyen al éxito de la 

infección. En este sentido, se ha demostrado que las catepsinas secretadas por el estadio 

adulto de Fasciola pueden degradar proteínas de la matriz extracelular y las membranas 

basales, digerir hemoglobina y cortar la región bisagra de las inmunoglobulinas lo cual sugiere 

su rol durante la migración de la larva inmadura a través del parénquima hepático, la obtención 

de nutrientes y la evasión de la respuesta inmunitaria (Berasain et al. 2000; Berasaín et al. 

1997; Lowther et al. 2009;  Smith et al. 1993). La principal fuente de nutrientes con que cuenta 

el parásito adulto de Fasciola hepatica en los canalículos biliares es la sangre. La enzima 

principal secretada por el adulto, FhCL1, es capaz de digerir la hemoglobina a péptidos 

pequeños de entre 4-14 aminoácidos cuando se encuentra a pH ácido (≤ 4.5), los cuales se 

hidrolizarían posteriormente a aminoácidos libres dentro de las células del lumen intestinal para 

ser empleados en la síntesis de proteínas parasitarias (Lowther et al. 2009). Por otra parte, se 

ha observado que tanto FhCL1 como FhCL2 son capaces de digerir la región bisagra de las 

inmunoglobulinas G (IgG1 – 4), en presencia de agentes reductores como DTT (Berasain et al. 

2000). Asimismo, ambas pueden hidrolizar moléculas de fibronectina, laminina, y colágeno 

soluble tipo IV que forman parte de la matriz extracelular y las membranas basales (Berasaín 

et al. 1997), pero sólo FhCL2 es capaz de digerir el colágeno fibrilar tipo I (Stack et al. 2008).  

En un estudio con un modelo murino de fascioliasis, donde se evaluó el efecto de la 

inhibición de las catepsinas con E-64 sobre los niveles de proteólisis en tejido hepático de 

ratones infectados con metacercarias, se observó un retraso en la progresión de la fascioliasis, 

una inhibición del 87% en la proteólisis a nivel hepático y una reducción en el número de 

huevos totales y embrionados producidos por el gusano (Alcalá-Canto et al. 2006). Un efecto 

similar en la disminución del daño hepático y la reducción en el crecimiento y fecundidad de 

Fasciola se observó al tratar ovejas infectadas con 50 mg/kg del inhibidor de cisteína proteasas 

Ep-475 (Alcala-Canto et al. 2007). Estos resultados apoyan el rol de las cisteína proteasas en 

la migración a través del tejido hepático y el desarrollo del gusano adulto, y sugieren que las 

catepsinas son un factor importante en los efectos patológicos observados in vivo. 

Posteriormente, un estudio del silenciamiento de las catepsinas B y L mediante ARN de 
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interferencia en JRD mostró que los parásitos interferidos tenían disminuida su capacidad de 

atravesar la pared intestinal, evidencia directa de la importancia de las cisteína proteasas en el 

proceso invasivo (McGonigle et al. 2008).  

Estos resultados han sido interpretados como evidencia de que las enzimas secretadas 

por el parásito actúan de forma sinérgica. Por un lado, le permitirían atravesar las barreras 

físicas del hospedador, abriéndose paso por el parénquima hepático en su migración hacia los 

canalículos biliares, a la vez que modularían la respuesta inmune del hospedador evitando que 

las moléculas efectoras del sistema inmune logren erradicar la infección. Por otro lado, se 

plantea su participación en la adquisición de los nutrientes necesarios para cumplir con las 

funciones anabólicas y la alta producción de huevos. Es claro entonces el rol biológico esencial 

de estas enzimas para el parásito, haciendo de estas proteasas, y en particular las catepsinas 

L, buenos candidatos para la generación de vacunas o blancos de drogas antihelmínticas. 

3. Especificidad de sustrato de las catepsinas L  

La habilidad de una enzima de discriminar entre varios sustratos potenciales es esencial 

para que pueda llevar a cabo su función correctamente. En un contexto biológico la selección 

del sustrato puede ser regulada de diferentes maneras, como la expresión o localización 

espacial diferencial de enzima y sustrato, las concentraciones de los mismos, o el 

requerimiento de cofactores u otros activadores enzimáticos. Sin embargo, el reconocimiento 

del sustrato en el sitio activo de la enzima es la interacción principal que finalmente determina 

se lleve a cabo o no la hidrólisis del mismo. Además, conocer la especificidad de sustrato de 

una enzima provee información importante para el desarrollo de sustratos e inhibidores 

selectivos que permitan estudiar la actividad de la enzima, a la vez que contribuye a la 

determinación de su rol biológico (Harris et al. 2000). 

3.1. Estructura molecular de las catepsinas 

Las catepsinas son proteínas generalmente globulares, pequeñas (25-35 KDa, la 

enzima madura), con dos dominios (izquierdo y derecho) que delimitan un surco en la 

superficie de la enzima donde se encuentra el sitio activo. Todas las proteasas de esta familia 

se producen como enzimas inactivas, denominadas proenzimas o zimógenos, conteniendo un 

péptido señal, un propéptido y un dominio catalítico, que representa la enzima madura activa 

proteolíticamente (Figura 4). El péptido señal consta por lo general de 10-20 aminoácidos y es 

responsable de la translocación de la enzima recién sintetizada al retículo endoplásmico 

(Lecaille, Kaleta & Brömme 2002). El propéptido, también denominado prosegmento, es de 

longitud variable y tiene una función tipo chaperona participando en el correcto plegamiento del 

dominio catalítico de la enzima y regulando su tráfico intracelular (Tao et al. 1994). Además, 

actúa como un inhibidor reversible de alta afinidad uniéndose en el surco del sitio activo de la 
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enzima en una orientación inversa al sustrato, impidiendo así la activación prematura de la 

proteasa hasta que alcanza su lugar de destino (Cappetta et al. 2002).  

 

En la papaína, el propéptido tiene una longitud de 107 aminoácidos, y si bien esta región 

presenta mayor variación que el dominio catalítico, existe un motivo conservado (Gly-X-Asn-X-

Phe-X-Asp-36) que es esencial para el correcto procesamiento de la enzima a su forma madura 

(Vernet et al. 1995). Durante este proceso, es necesaria la remoción del prosegmento para 

generar la forma proteolíticamente activa. La hidrólisis del propéptido ocurre a pH ácido de 

forma tanto intramolecular como intermolecular, observándose en muchos casos la 

autoactivación de la proenzima (Stack et al. 2008; Turk et al. 2000). El dominio catalítico de las 

cisteína proteasas tipo papaína contiene entre 220-260 aminoácidos, aunque algunas enzimas 

parasitarias poseen extensiones de sus dominios C-terminales (Lecaille, Kaleta, et al. 2002), u 

otro tipo de modificaciones. Las catepsinas tipo L y tipo B difieren en la secuencia y longitud de 

los propéptidos, así como en la presencia de un motivo conservado en el propéptido de las 

catepsinas tipo L (ERFNIN, de acuerdo a la secuencia consenso conservada). Las catepsinas 

de tipo B por su parte, poseen una inserción de unos 20 aminoácidos denominada bucle 

ocluyente entre los residuos Tyr103 y Cys128 (numeración correspondiente a la catepsina B), 

donde dos residuos de histidina (110 & 111) son los responsables de la actividad dipeptidil 

carboxipeptidasa exclusiva de este grupo (Musil et al. 1991). El dominio catalítico es el que se 

encuentra más conservado, las cisteína proteasas poseen un mecanismo catalítico común que 

involucra un residuo de cisteína que forma una díada catalítica junto a un residuo de histidina. 

La cisteína del sitio activo se encuentra dentro de la secuencia peptídica altamente conservada 

CGSCWAFS (se resalta en negrita la cisteína del sitio activo), mientras la histidina159 se ubica 

adyacente a residuos pequeños como glicina o alanina, seguida por residuos hidrofóbicos 

como valina, leucina o isoleucina, y una glicina. También se encuentran conservados los 

residuos de cisteína que participan en la formación de puentes disulfuro (Cys22–Cys63, Cys56–

Cys95 y Cys153–Cys200), y un residuo de prolina en la posición 2 de la enzima madura, que se 

Figura 4. Modelo esquemático 

de una catepsina (proenzima).  

En rojo se observa el 

propéptido, ocupando el surco 

del sitio activo de la enzima. En 

azul se representa el dominio 

catalítico. N y C indican los 

extremos amino y carboxilo 

terminales respectivamente 

(adaptado de Lecaille, Kaleta, et 

al., 2002). 
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sugirió impide que el extremo N-terminal sea truncado e inactivado por la acción de 

aminopeptidasas (Lecaille, Kaleta, et al. 2002).  

3.2. Sitio activo y mecanismo catalítico 

En las cisteína proteasas el sitio activo se encuentra en una hendidura en forma de ―V‖ 

localizada entre los 2 lóbulos de la enzima, en general es poco profundo y se halla expuesto al 

solvente, lo que hace que sus sustratos e inhibidores sean segmentos cortos de hebras- o 

bucles de proteínas que interaccionan con los residuos del sitio activo en una conformación 

extendida (Tyndall et al. 2005). La especificidad de las cisteína proteasas está determinada por 

las interacciones que se producen entre las cadenas laterales de diferentes aminoácidos del 

sitio activo de la enzima y el sustrato. Schechter & Berger describen esta interacción 

considerando el modelo donde un determinado subsitio del sito activo de la enzima 

interacciona con un residuo aminoacídico específico del sustrato. Por convención, los subsitios 

de la enzima se denominan S (del inglés Subsites) mientras los aminoácidos del sustrato con 

que interaccionan se denominan P (del inglés Peptide). De esta forma, los residuos 

aminoacídicos del lado amino terminal del sitio de corte del sustrato se denominan P1, P2, P3, 

etc.; mientras los que se encuentran hacia el extremo carboxilo terminal se designan P1´, P2´, 

P3´, etc. Los subsitios de la proteasa que interaccionan con dichos residuos en el sustrato se 

denominan S3, S2, S1, S1', S2', S3' (Figura 5) (Schechter & Berger, 1967).  

 

Mientras algunas proteasas muestran una especificidad restrictiva (ej. la tripsina 

hidroliza específicamente sustratos con lisina y arginina en P1), otras son capaces de hidrolizar 

una amplia gama de sustratos y muestran mayor flexibilidad con respecto a los aminoácidos 

Figura 5. Nomenclatura de Schechter & Berger de los subsitios de las 

proteasas que interaccionan con el sustrato, la flecha indica el enlace 

peptídico que es hidrolizado (modificado de Smooker, et al. 2010) 
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con los que interacciona cada subsitio. Las endoproteasas de la familia de la papaína tienen en 

general una especificidad amplia, y son capaces de hidrolizar la mayoría de los enlaces 

peptídicos que se encuentran accesibles en la estructura tridimensional de las proteínas. Se 

han descrito preferencias en los residuos que se encuentran a ambos lados del sitio de corte 

del sustrato, que modulan la eficiencia de las distintas enzimas de la familia, lo que podría 

haber permitido una adaptación a la hidrólisis de diferentes sustratos naturales a medida que 

evolucionaron las familias multigénicas en los distintos organismos. 

 El mecanismo catalítico de las cisteína proteasas involucra una díada catalítica cisteína - 

histidina, y un residuo de ácido aspártico que asegura la orientación correcta del anillo imidazol 

de la histidina. La activación de la cisteína involucra la transferencia de un protón entre el 

grupo tiol de la cisteína y la histidina, formando el par nucleofílico tiolato-imidazol. El primer 

paso en la catálisis es el ataque nucleofílico del anión tiolato al carbono carbonílico del enlace 

peptídico a ser hidrolizado formando un intermediario tetraédrico. Este intermediario alcóxido 

es estabilizado mediante la formación de enlace de hidrógeno con un residuo de glutamina en 

el denominado bolsillo oxianiónico. En el paso siguiente el grupo alcóxido revierte a carbonilo 

con la concomitante eliminación del grupo amina del extremo C-terminal del sustrato. Este 

paso involucra una reacción ácido base entre la amina saliente y el anillo imidazólico de la His 

el cual queda en su forma neutra no protonada y la amina es eliminada como R-NH2. Como 

consecuencia del segundo paso, la enzima resulta acilada unida a la porción N-terminal del 

Figura 6. Mecanismo catalítico de las cisteína proteasas (la numeración de los residuos 

corresponde a la papaína). Tomado de Rzychon et al. 2004. 
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sustrato mediante un enlace tioéster. En la siguiente etapa la enzima acilada es hidrolizada por 

una molécula de agua, liberándose el extremo N-terminal del sustrato y reconstituyéndose la 

enzima activa (Figura 6) (Rzychon, et al. 2004). 

3.3. Rol del bolsillo S2 en la especificidad de sustrato 

La estructura de varias enzimas de esta familia (papaína, catepsinas humanas, 

cruzipaína, FhCL1, entre otras) ha sido resuelta mediante cristalografía, ya sea de la enzima 

inactiva unida al propéptido o de la enzima unida a inhibidores, que al imitar la forma en que se 

une el sustrato, permite estudiar los sitios de unión enzima-sustrato (Choi et al. 1999; Gillmor, 

et al. 1997; Li et al. 2008; McGrath et al. 1997; Pauly et al. 2003; Stack et al. 2008). Los 

resultados muestran que los polipéptidos se unen en el sitio activo en una conformación 

extendida, donde las amidas de los residuos ubicados en la posición P2, P1 y P1´ forman una 

red de enlaces de hidrógeno con residuos conservados en la superficie subyacente de la 

enzima, mientras las cadenas laterales interaccionan con residuos más expuestos a ambos 

lados del surco del sitio activo. En el caso del residuo en P3 los datos indican que su 

interacción con los residuos correspondientes en el subsitio S3 ocurre solamente a nivel de las 

cadenas laterales. Las uniones de los residuos en el subsitio S4 y los subsitios S2´-S4´ son 

menos precisas. El bolsillo S2 es el que se encuentra mejor definido, observándose una buena 

superposición de las estructuras de los complejos enzima-inhibidor (análogos de sustrato), lo 

cual indica que en esta región el sustrato interacciona con la enzima en forma similar en todos 

los miembros de la familia. Este bolsillo involucra residuos a ambos lados del surco del sit io 

activo y tiene en general un carácter hidrofóbico rodeado de residuos alifáticos y metioninas 

(Turk et al. 1998). Los residuos principales que interaccionan con el sustrato en este subsitio 

son los ubicados en las posiciones 67, 68, 133, 157, 158, 160 y 205 (numeración de la 

papaína), de los cuales los residuos 67 y 157 se ubican en la entrada al bolsillo mientras el 

residuo 205 forma el piso de este (Figura 7). Algunos de estos residuos se encuentran 

conservados en la mayoría de las enzimas de la familia de la papaína (como Met68, Ala133, 

Ala160) mientras otros son variables y están involucrados en la especificidad de la interacción 

entre el residuo en P2 del sustrato y el subsitio S2. En la tabla 1 se muestran los residuos del 

bolsillo S2 para algunas enzimas de la familia. 

Tabla 1. Residuos del bolsillo S2 del sitio activo de algunas catepsinas  

         67             68               133                157              158                160               205 

Cat L humana Leu Met Ala Met Asp Gly Ala 

Cat K humana Tyr Met Ala Leu Asn Ala Leu 

FhCL1 Leu Met Ala Val Asn Ala Leu 

FhCL2 Tyr Met Ala Leu Thr Ala Leu 

FhCL3 Trp Met Ala Val Thr Ala Val 

FhCL5 Leu Met Ala Leu Asn Gly Leu 
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Para estudiar la especificidad de sustrato de las catepsinas se utilizan tanto inhibidores 

análogos de sustratos, como oligopéptidos sintéticos con diferentes residuos en las posiciones 

P4-P1 de unión a la enzima. La capacidad de escindir péptidos con arginina en P2 se utiliza 

para discriminar entre la actividad de catepsina B y L, ya que las últimas no hidrolizan esta 

clase de péptidos. Más recientemente se han desarrollado otros métodos para evaluar la 

especificidad de sustrato como las librerías de péptidos combinadas (PS-SCL) donde pueden 

estudiarse a la vez todas las combinaciones posibles de los 20 aminoácidos en cada una de 

las 4 posiciones de interacción con la enzima (P1-P4) (Choe et al. 2006; Harris et al. 2000). 

Figura 7. Representación del bolsillo S2 de las catepsina L1 y L2 de Fasciola hepatica. A) 

Representación de la superficie del sitio activo de FhproCL1, el bolsillo S2 está resaltado en fucsia y 

los residuos clave implicados en el reconocimiento del sustrato se encuentran señalados indicando la 

posición de cada uno. B) Representación de la región del sitio activo de proFhCL1 y FhCL2, 

resaltándose el bolsillo S2 de ambas enzimas, los residuos deFhCL1 se muestran en fucsia mientras 

los correspondientes residuos en FhCL2 se marcan en amarillo. Tomado de Stack et al. 2008. 
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Estas bibliotecas se han utilizado para evaluar la especificidad de sustrato de un gran número 

de enzimas de la familia de la papaína, como las catepsinas humanas L, B, V, K, S, F, la 

bromelaína, la papaína, la cruzipaína, 2 catepsinas B de S. mansoni, las catepsinas L1, L2 y 

L5 de F. hepatica, entre otras (Choe et al. 2006; Norbury et al. 2012; Stack et al. 2008). 

Prácticamente todas las enzimas de la familia (exceptuando la bromelaína) muestran 

preferencia por aminoácidos hidrofóbicos en la posición P2 del sustrato. Además, las 

catepsinas humanas y las parasitarias tienen una especificidad muy similar a la papaína, 

acomodando principalmente arginina y lisina en la posición P1 y una amplia variedad de 

residuos en las posiciones P3 y P4 (Choe et al. 2006). Estos estudios también demostraron 

que las preferencias diferían principalmente en el aminoácido acomodado en S2, siendo los 

residuos aromáticos (fenilalanina, triptofano, tirosina) los elegidos por las catepsinas humanas 

L y V, mientras las catepsinas humanas S, K y F, y las catepsinas de F. hepatica acomodan 

mejor residuos alifáticos como leucina, valina e isoleucina. Algunas de estas enzimas tienen 

también la particularidad de hidrolizar péptidos con prolina en P2 (catepsina K humana y 

catepsina L2 de F. hepatica) o ácido aspártico (catepsina L5 de F. hepatica) aunque con 

menor eficiencia que leucina (Choe et al. 2006; Norbury et al. 2012; Stack et al. 2008).  

La mayoría de las catepsinas humanas (catepsinas L, S, K, F, W, V, O, B, C, H y X) son 

enzimas lisosomales que cumplen funciones en el recambio proteico y son capaces de 

hidrolizar una amplia gama de sustratos, mostrando poca especificidad (Rawlings et al. 2008). 

Sin embargo, otras como la catepsina K y la S están involucradas en funciones más 

específicas y sus sustratos naturales se hallan más acotados. La catepsina K se expresa 

fuertemente en osteoclastos, las células responsables de la reabsorción ósea (Drake et al. 

1996). El 90% de la matriz del hueso está constituido por fibras de colágeno insoluble de tipo I, 

las cuales necesitan ser degradadas durante el proceso de reabsorción, mientras el colágeno 

tipo II está presente principalmente en la matriz fibrilar del cartílago articular. Todos los 

colágenos tienen en común una conformación de triple hélice dextrógira formada por 3 

cadenas α, siendo un homotrímero el colágeno tipo II y un heterotrímero el colágeno tipo I, 

formado por dos cadenas α1 y una cadena α2. En ambos tipos de colágeno el largo y las 

propiedades biomecánicas de la molécula son similares. En los extremos de la triple hélice las 

cadenas α adoptan una estructura no helicoidal denominada telopéptido. Para que la triple 

hélice se forme se requiere una glicina cada tres aminoácidos, por lo que la secuencia Gly-X-Y- 

se encuentra repetida en los dominios del colágeno, siendo frecuentemente X e Y residuos de 

prolina e hidroxiprolina. El colágeno tipo II tiene un alto contenido de hidroxilisina, en 

comparación con el colágeno I (Gelse, 2003). Las metaloproteasas de la matriz (MMP) y la 

serina elastasa de neutrófilos eran las únicas proteasas de mamíferos típicas con capacidad de 

degradar las regiones de triple hélice del colágeno nativo tipo I, mientras las cisteína proteasas 

únicamente podían hidrolizar los extremos o telopéptidos que representan sólo el 4% de la 

molécula. Sin embargo, posteriormente se encontró que la catepsina K tiene la particularidad, 
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única dentro de las catepsinas humanas, de degradar el colágeno tipo I (Garnero et al. 1998) y 

tipo II (Kafienah et al. 1998) dentro de la región helicoidal, solubilizando así las fibras de 

colágeno. Se describió también que la actividad colagenolítica de la catepsina K es 

dependiente de la formación de complejos con las moléculas de condroitín sulfato residentes 

en el cartílago (Li et al. 2002) y el telopéptido N-terminal del colágeno tipo II aumenta la 

expresión de la enzima en los condrocitos articulares (Ruettger et al. 2008). La actividad 

colagenolítica de la catepsina K se asoció a su habilidad para acomodar prolina en la posición 

P2 del sustrato, debido a que la alteración de la especificidad de sustrato de la enzima en el 

subsitio S2 elimina su capacidad de hidrolizar el colágeno (Lecaille, Choe, et al. 2002). Ciertos 

residuos dentro del bolsillo S2 demostraron ser claves para que la catepsina K acomode 

residuos alifáticos y prolina en la posición P2. La sustitución de la tirosina en la posición 67 por 

una leucina y la leucina en posición 205 por una alanina (como en la catepsina L) alteran la 

especificidad del bolsillo S2 hacia las preferencias de la catepsina L, favoreciendo ahora la 

aceptación de residuos aromáticos como triptofano, tirosina y fenilalanina (Lecaille, Choe, et al. 

2002). Los cambios recíprocos sobre la catepsina L humana (Leu67Tyr/ Ala205Leu) modifican 

el subsitio S2 de la enzima de manera que acomoda mejor residuos de leucina y prolina en P2, 

como se determinó mediante hidrólisis de péptidos sintéticos fluorogénicos, sin embargo no 

adquiere la capacidad de degradar la triple hélice del colágeno nativo, como lo hace la 

catepsina K (Lecaille et al. 2007). Si bien la catepsina L Leu67Tyr/ Ala205Leu adquiere la 

capacidad de aceptar residuos de prolina en P2, no consigue degradar colágeno dado que no 

tiene la habilidad de interaccionar con el condroitín sulfato u otros glicosaminoglicanos la matriz 

extracelular del cartílago como la catepsina K (Li et al. 2004; Selent et al. 2007). 

Las catepsinas de F. hepatica muestran una especificidad de sustrato solapada pero 

distintiva. Como mencionamos anteriormente, si bien tanto la catepsina L1, L5 como L2 

muestran preferencia por la hidrólisis de residuos alifáticos como leucina y valina en P2, sólo la 

catepsina L2 es capaz también de acomodar prolina en esa posición. Al igual que la catepsina 

K, FhCL2 puede degradar el colágeno tipo I en la región helicoidal, mientras FhCL1 sólo es 

capaz de cortarlo en los extremos telopeptídicos (Stack et al. 2008). Si bien la especificidad de 

estas enzimas sobre péptidos sintéticos no necesariamente se correlaciona con lo observado 

en los sustratos proteicos, en el caso de FhCL1, el análisis de los péptidos resultantes de la 

digestión de hemoglobina reveló que la mayoría contenían aminoácidos alifáticos en P2 en el 

orden Leu>Val>Ala. Esto concuerda con las preferencias observadas al utilizar péptidos 

sintéticos y al emplear librerías de péptidos, y junto al hecho de que estos aminoácidos 

constituyen el 42% de los presentes en la hemoglobina, sugieren que FhCL1 evolucionó para 

adaptarse específicamente a cumplir un rol en la cascada proteolítica de degradación de 

hemoglobina para la adquisición de nutrientes (Lowther et al. 2009).  

Se han reportado también algunos datos sobre la importancia de las interacciones en el 

bolsillo S2 en la especificidad de sustrato de las catepsinas de Fasciola sp. La sustitución de la 
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leucina 67 del subsitio S2 en la catepsina L5 por una tirosina (residuo presente en FhCL2) 

resultó en un aumento de la hidrólisis del péptido sintético Tos-Gly-Pro-Arg-AMC (kcat/KM) con 

respecto a la enzima no modificada (Smooker et al. 2000). Sin embargo, la misma sustitución 

en la catepsina L1 de Fasciola (Leu67Tyr), no resultó en un aumento de la capacidad de la 

enzima de acomodar prolina en P2. De acuerdo con el resultado anterior, esta variante de 

FhCL1 tampoco fue capaz de hidrolizar el colágeno tipo I nativo, sugiriendo que en el caso de 

las enzimas de F. hepatica otras interacciones en el bolsillo S2 están también involucradas en 

la aceptación de prolina en P2. El residuo en la posición 157, que es una leucina en FhCL2 y 5 

y una valina en FhCL1, se propuso como candidato para explicar las diferencias de 

comportamiento observadas al realizar la misma mutación en FhCL1 y FhCL5. Este residuo se 

encuentra en la entrada del subsitio S2 opuesto al residuo 67, y se propone que juntos 

interaccionan con el anillo planar de la prolina para estabilizarlo dentro del bolsillo de FhCL2, 

donde el residuo 67 es tirosina y el 157 leucina. En FhCL5 el cambio Leu67Tyr determina que 

la entrada al bolsillo S2 sea idéntica a FhCL2, mientras que la misma sustitución en FhCL1 

hace que Tyr67 quede opuesta a un residuo de valina en la posición 157, el cual al ser un 

átomo de carbono más corto que la leucina no se extendería lo suficiente dentro del bolsillo 

para interaccionar y estabilizar el anillo de prolina (Stack et al. 2008).  

La principal catepsina secretada por el estadio juvenil de F. hepatica, FhCL3, presenta 

los residuos Trp67 y Thr158 en el subsitio S2, lo que sugiere podría mostrar una especificidad 

de sustrato diferente  a las proteasas presentes en el estadio adulto.  
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Hipótesis 

La expresión estadio diferencial de las catepsinas de Fasciola hepatica nos lleva a 

planteamos la existencia de diferencias en la especificidad de sustrato de éstas. Puesto que 

FhCL3 es expresada durante el desenquiste y migración del parásito juvenil, se presume su 

importancia durante el proceso de invasión del hospedero definitivo. El estudio de la 

especificidad de sustrato de FhCL3 en comparación con catepsinas de otros estadios permitirá 

correlacionarla con su rol funcional en la infección parasitaria. 

 

Objetivo general 

Abordar mediante diferentes estrategias el estudio de la especificidad de sustrato de la 

catepsina L3 del estadio juvenil de F. hepatica, buscando esclarecer su papel biológico en el 

ciclo de vida del parásito. Realizar ensayos comparativos con las enzimas secretadas por el 

parásito adulto, examinando las implicancias funcionales de la expresión estadio específica de 

las catepsinas. 

 

Objetivos específicos 

1. Expresión de las catepsinas L de F. hepatica como proteínas recombinantes 

activas  

i. Amplificar las secuencias completas codificantes de las catepsinas de juveniles y 

clonarlas en el vector de expresión pHIX4-MFa-ScPAS3 de la levadura metilotrófica 

Hansenula polymorpha. 

ii. Sub-clonar la secuencia de la catepsina L1 de adultos en el vector de expresión 

pHIX4-MFa-ScPAS3. 

iii. Poner a punto las condiciones de cultivo e inducción para expresar las enzimas 

recombinantes en la levadura H. polymorpha. 

 

2. Caracterización enzimática de la catepsina L3 

i. Estudiar la  especificidad de sustrato frente a péptidos sintéticos fluorogénicos 

comúnmente hidrolizados por estas enzimas. 

ii. Determinar su estabilidad y actividad a diferente pH. 

iii. Evaluar su actividad sobre proteínas que se postulen como posibles blancos 

naturales.  
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3. Estudio comparativo de la especificidad de sustrato de las catepsinas L del 

estadio juvenil y adulto  

i. Estudiar las propiedades cinéticas de las catepsinas de JRD sobre un panel de 

oligopéptidos sintéticos fluorogénicos, comparándolas con las catepsinas 

secretadas por el estadio adulto. 

ii. Comparar la cinética de inhibición de las catepsinas de juveniles y adultos por 

parte de inhibidores específicos. 

iii. Comparar la actividad de estas enzimas sobre proteínas que se postulan como 

posibles blancos naturales: proteínas de la matriz extracelular y membranas 

basales. 

iv. Identificar los péptidos generados y los sitios de corte sobre proteínas que 

resulten sustratos diferenciales de estas enzimas mediante análisis de los 

productos de degradación por cromatografía acoplada a espectrometría de 

masas. 

 

4. Identificación de residuos relevantes en la especificidad de sustrato de las 

catepsinas de Fasciola hepatica 

i. Analizar la especificidad de sustrato de las enzimas recombinantes con 

bibliotecas de péptidos sintéticas.  

ii. Generar mutantes de sitio activo y expresarlos como proteína recombinante 

activa. 

iii. Evaluar el efecto de los cambios introducidos en su especificidad de sustrato 

mediante ensayos de actividad con bibliotecas de péptidos sintéticos. 

iv. Determinar la variación de los parámetros cinéticos mediante el uso de 

oligopéptidos sintéticos fluorogénicos.  
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La mayor parte de los Materiales y Métodos se encuentran descritos en los artículos 

publicados durante la realización de la tesis. En esta sección se brinda un resumen de las 

metodologías utilizadas, exponiéndose un poco más en detalle las correspondientes al primer 

objetivo del trabajo.  

 

1. Amplificación, clonado y secuenciación de catepsinas L de JRD 

La amplificación y clonado de las secuencias completas de las catepsinas de JRD se 

realizó mediante RT-PCR sobre ARN de JRD según se describe en el artículo correspondiente 

(Corvo et al. 2009). Varios clones fueron secuenciados en la Unidad de Secuenciación del 

Institut Pasteur de Montevideo para luego realizar un análisis filogenético utilizando el 

programa Clustal X (Thompson et al. 1997). Una secuencia representativa codificante de cada 

una de las variantes génicas mayores halladas en los JRD se sub-clonó de forma direccional 

en el vector de expresión pHIX4-MFα-ScPAS3 gentilmente cedido por R.J.S. Baerends y 

J.A.K.W. Kiel (Molecular Cell Biology Lab, Groningen Biomolecular Sciences and 

Biotechnology Institute, University of Groningen, Holanda) (Figura 8). Este vector contiene la 

secuencia señal del -mating factor de S. cerevisiae, adyacente al sitio de clonado para 

permitir la exportación de la proteína sintetizada al medio de cultivo. La selección de 

transfectantes se hace a partir del gen Leu2 que complementa la auxotrofía de la cepa de 

Hansenula empleada para el crecimiento en medios selectivos.  

 

 

Brevemente, se extrajo ARN total de parásitos juveniles recientemente desenquistados 

utilizando el kit RNAqueus-Micro (Ambion), con parásitos cultivados y denquistados in vitro en 

el laboratorio por el Dr. Gabriel Rinaldi. Se sintetizó el ADNc utilizando el sistema SMART PCR 

cDNA (Clontech). Se amplificaron a partir del ADNc las secuencias codificantes de los genes 

de catepsinas mediante PCR utilizando oligonucleótidos que adicionan sitios de corte para Sal 

Figura 8. Esquema del vector pHIX4-MFα-

ScPAS3 utilizado para la expresión de las 

enzimas recombinantes en la levadura H. 

polymorpha (el gen de catepsina se clona en 

lugar del gen ScPEX3, que codifica una 

proteína del peroxisoma de la levadura). 

        
 
 



Materiales y Métodos 

 

 

  34 

I (polidT) y Bam HI (oligonucleótido degenerado que adiciona los 8 primeros aminoácidos del 

propéptido) (Corvo et al. 2009) y se clonaron en el vector pCR 4- TOPO. Para generar la mini-

biblioteca se transformaron bacterias competentes E. coli XL1 mediante el protocolo 

convencional de shock térmico (Sambrook et al. 1989). Se extrajo ADN mediante lisis alcalina 

de varios clones para secuenciar y en base a esto se seleccionó uno de cada grupo de 

catepsinas para clonar en el vector pHIX4-MFα-ScPAS3 en marco de lectura con la secuencia 

de exportación (-mating factor) empleando las enzimas de restricción antes mencionadas. 

Tanto el vector como las construcciones con los genes de interés se propagaron inicialmente 

en bacterias E. coli XL1.  

2. Expresión recombinante de catepsinas L activas 

2.1. Transfección e integración de plásmido en Hansenula polymorpha 

2.1.1. Preparación de células electrocompetentes 

Se tomó una colonia fresca de una placa en YEPD de H. polymorpha NCYC495 y se 

incubó en agitador termostatizado o.n. a 37 °C y 220 rpm. Se inocularon 2 mL del precultivo en 

200 mL de medio YEPD y se incubó en iguales condiciones hasta alcanzar una DO600nm  entre 

1.2 - 1.5. El cultivo se centrifugó 10 min a 3000xg a TA, el pellet de células se resuspendió en 

50 mL de TED (100 mM Tris, 50 mM EDTA, 25 mM DTT pH 8) y se incubó durante 15 min a 37 

°C y 220 rpm. Se centrifugó en las mismas condiciones y se resuspendieron las células en 200 

mL de STM (270 mM sacarosa, 10 mM Tris, 1 mM MgCl2 pH 8) a 4°C. Se repitió la 

centrifugación y se resuspendió el pellet de células en 100 mL de STM a 4°C. Nuevamente se 

centrifugó, se resuspendió el pellet en 0.5 mL de STM frío y se hicieron alícuotas de 50 µL que 

se almacenaron a -80 °C hasta su uso. 

2.1.2. Transfección de levaduras mediante electroporación 

Se extrajo el ADN plasmídico de las bacterias mediante lisis alcalina siguiendo protocolos 

descritos (Sambrook et al. 1989) y se linearizó cortando con la enzima Stu I (Fermentas), para 

la incorporación del plásmido al genoma de la levadura una vez transfectadas. Se transfirieron 

a  una cubeta de electroporación de 1 mm de espesor ~10-20 ng de plásmido adicionados a un 

tubo de células competentes y se aplicó un pulso eléctrico de 0.75 KV, 50 µF y 129 Ohm en un 

electroporador BTX®-ECM630. Rápidamente se adicionaron 950 µL de YEPD y se transfirieron 

a un microtubo de 1.5 mL para incubarse 1 h a 37°C y 220 rpm. Se centrifugó 3 min a 3000 x g 

y se lavó el pellet de células con 1 mL de medio YMM (tabla 2). Se realizó una segunda 

centrifugación, se resuspendieron las células en 200 µL de medio YMM y se sembraron con 

rastrillo sobre placas de YMM - 1.5% agar. Las placas se incubaron en estufa a 37 °C durante 

48-72 h en atmósfera húmeda. 
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2.1.3. Integración del plásmido al genoma de H. polymorpha  

Se integró el plásmido al genoma según el protocolo estándar de Faber, Haima, Harder, 

Veenhuis, & Ab, 1994 con algunas modificaciones. Brevemente, se realizó un pool de 10 

colonias de las placas de YMM - 1.5% agar en 20 mL de YEPD, se incubó 8-12 h a 37°C y 220 

rpm. Se centrifugó el cultivo 10 min a 3000xg a TA y el pellet de células se resuspendió en 30 

mL de medio YEPD fresco. Se repitió el cambio de medio y centrifugación 4 veces más, se 

realizaron diluciones 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5 del último cultivo en YMM y se rastrillaron 100 µL de 

cada dilución en placas YMM – 1.5% agar. Las placas se incubaron en estufa a 37 °C durante 

48-72 horas en atmósfera húmeda hasta la aparición de colonias.  

 

2.2. Selección de clones que expresan la enzima activa 

En las placas de transfección se observaron colonias de diferente tamaño, grandes, 

medianas y pequeñas. Se realizó un cribaje de actividad cisteína proteasa con sustratos 

fluorogénicos (ver punto 3) a partir de sobrenadantes de cultivos inducidos de cinco colonias 

de distintos tamaños. Para cada enzima, las dos colonias con mayor actividad fueron 

seleccionadas generándose stocks en glicerol 30% con un cultivo crecido o.n. en YEPD, 

almacenándose a – 80 °C. 

 

2.3. Optimización de la producción de catepsinas recombinantes  

La optimización de la expresión de las catepsinas se efectuó evaluando diferentes medios 

de inducción para promover la actividad del promotor AOX (tabla 2). Este promotor puede ser 

des-reprimido con glicerol e inducido con metanol, por lo que la combinación de ambos 

mecanismos fue utilizada para evaluar su efecto sobre los niveles de expresión de proteína 

recombinante. La producción de las enzimas recombinantes se evaluó mediante análisis en 

geles de poliacrilamida, Western blot con anticuerpos anti-FhCL1 y midiendo actividad de 

hidrólisis de péptidos sintéticos fluorogénicos (ver punto 3). Se trabajó con geles de 

poliacrilamida al 12% o geles pre-armados NuPage Novex 4-12% Bis-Tris, coloreándose con  

Coomassie Blue o Flamingo (Tinción fluorescente Biorad). Para los ensayos de western blot, 

las proteínas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membrana de nitrocelulosa y se 

bloquearon en PBS 1% leche descremada según protocolos convencionales (Sambrook et al. 

1989). Para la detección se utilizó suero anti-FhCL1 producido en oveja 1:500 cedido 

gentilmente por el Dr. Carlos Carmona (Facultad de Ciencias/Instituto de Higiene, UdelaR) y un 

anticuerpo secundario anti-IgG oveja producido en cabra conjugado a fosfatasa alcalina 

(1:5.000) (Sigma). 
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2.4. Evaluación de la capacidad de autoactivación de proFhCL3   

La capacidad de autoprocesamiento de la proenzima se evaluó incubándola 3 h a 37 °C en 

soluciones tampón de diferente pH: acetato de sodio 0.1M pH 4 o 5, fosfato de sodio pH 6, 7 u 

8, conteniendo 1mM DTT y 1mM EDTA. El procesamiento de la proenzima se evaluó mediante 

SDS-PAGE en geles NuPage Novex 4-12% Bis-Tris (Invitrogen) y tinción con Coomassie Blue. 

También se evaluó midiendo el aumento en la actividad de hidrólisis del péptido sintético Tos-

GPR-AMC.  

 

Tabla 2. Medios empleados para el crecimiento y la inducción de la expresión en H. polymorpha 

Medios Componentes 

YEPD 

1% Extracto de levadura 

1% Triptona 

1% Glucosa 

YMM 

0.67% Base nitrogenada de levaduras 

0.1M Buffer Fosfato de sodio pH6 

2% Glucosa 

YEP 1% MetOH 

1% Extracto de levadura 

1% Triptona 

1% Metanol 

YMM 1% MetOH 

0.67% Base nitrogenada de levaduras 

0.1M Buffer Fosfato de sodio pH6 

1% Metanol 

YMM 0.5% Gly + 1% MetOH 

0.67% Base nitrogenada de levaduras 

0.1M Buffer Fosfato de sodio pH6 

1% Metanol 

0.5% Glicerol 

 

2.5. Estudio del estado de glicosilación de FhCL3 recombinante 

La presencia de glicosilación en la enzima recombinante FhCL3 se determinó utilizando 

un kit de deglicosilación enzimática (Enzymatic Protein Deglycosylation Kit, Sigma). La 

deglicosilación se llevó a cabo bajo condiciones desnaturalizantes de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante, utilizando una mezcla de las enzimas de deglicosilación 

PNGasa F, O-glicosilasa y -2(3, 6, 8, 9) neuraminidasa. La reacción fue analizada en gel 

NuPage Novex 4-12% Bis-Tris (Invitrogen) y visualizada con tinción SYPRO Ruby (Molecular 

Probes) según las instrucciones del fabricante. 

 

3. Actividad enzimática con péptidos sintéticos fluorogénicos  

La actividad enzimática se midió en tampón fosfato de sodio 0.1 M pH 6, 1 mM DTT, 1 mM 

EDTA a TA y 20 M de sustrato. Las enzimas se emplearon a concentraciones finales en el 

rango nM. En un ensayo tipo, se preincubó la enzima 10 min en el tampón, luego se agregó el 
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sustrato y se midió la actividad en un espectrofluorímetro (Fluostar) con excitación a 345 nm y 

emisión a 440 nm durante 10-20 min. La actividad se midió como unidades de fluorescencia de 

AMC (UF) liberadas por unidad de tiempo (min o s).  

 

3.1. Determinación de la cantidad de enzima activa 

La concentración de enzima activa se midió con una titulación con el inhibidor irreversible 

de cisteína proteasas E-64. Para ello se incubó la enzima con distintas concentraciones de 

inhibidor (rango nM) durante 30 min, se midió la actividad enzimática residual y se graficó esta 

actividad (UF/min) en función de la concentración de inhibidor. Se extrapoló la concentración 

de inhibidor necesaria para que la actividad de la enzima sea cero y este valor se empleó como 

estimativo de la concentración de enzima activa.  

 

3.2.  Estimación de los parámetros cinéticos  

Para estimar los parámetros cinéticos KM y Vmax se midió la velocidad de la reacción 

enzimática (UF/s) en estado estacionario (rango lineal de la curva) a diferentes 

concentraciones de sustrato (en el rango KM/5 – KMx5). Se prepararon soluciones stock de 10 

mM de cada sustrato en dimetilformamida al 70% y se almacenaron a -20°C. Las diluciones 

empleadas en los ensayos cinéticos (1 – 200 M) se prepararon en agua a partir del stock. La 

concentración de AMC liberado (en M) se calculó empleando una curva estándar de 

diferentes concentraciones de AMC (UF vs [AMC]), para transformar las unidades de velocidad 

de UF/s a M/s. Para calcular KM se realizó una regresión no lineal de la curva de Michaelis-

Menten (Vmax*[S]/(KM +[S]) empleando el programa OriginPro 6.1. kcat se obtuvo mediante la 

fórmula kcat = Vmax/[E].  

 

3.3.  Ensayos de inhibición enzimática 

La inhibición enzimática se determinó a partir de la curva de progreso de la hidrólisis de un 

sustrato peptídico fluorogénico en presencia de diferentes concentraciones de inhibidor. Se 

utilizaron inhibidores competitivos análogos del sustrato en concentraciones nanomolares. 

Para ello, se prepararon diluciones seriadas de inhibidor en una placa de 96 pocillos y se 

incubaron con la enzima en tampón fosfato de sodio 0.1 M pH6, 1 mM DTT, 1 mM EDTA a TA 

durante 10 - 15 min para permitir la formación del complejo enzima-inhibidor. Luego se agregó 

el sustrato a una concentración final de 20 M y se midió la actividad en un espectrofluorímetro 

(Fluostar) con excitación a 345 nm y emisión a 440 nm durante 10-30 min. La actividad se 

expresó en unidades de fluorescencia de AMC liberadas por segundo (UF/s). En paralelo se 

midió la actividad de la enzima sin inhibidor incubada 15 min en el mismo tampón. La velocidad 

inicial de reacción (v) se calculó como la pendiente de la curva UF vs tiempo (s) para las 

diferentes concentraciones de inhibidor. Se graficó la concentración de inhibidor [I] versus 
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(vo/v)–1, donde vo es la velocidad en ausencia de inhibidor. La pendiente de esta curva es la 

constante de inhibición aparente Ki(app) en unidades de concentración de inhibidor (nM). Ki se 

calculó como Ki(app) /(1 + [S]/ KM) (Izquierdo-Martin & Stein 1992). 

 

4. Análisis de la digestión de sustratos proteicos 

La digestión de proteínas de la matriz extracelular se realizó in vitro mediante incubación 

del sustrato con la enzima en un tampón adecuado a diferente pH (PBS pH 7.3, acetato de 

sodio 0.1M pH 5.5) con 1mM DTT y 1mM EDTA, a 28°C o 37ºC durante diferentes tiempos. 

Las reacciones se detuvieron agregando 10 M de E-64 y los productos de degradación se 

separaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida o geles NuPage Novex 4-12% Bis-Tris 

(Invitrogen). Los geles se tiñeron con Coomassie blue o tinción Flamingo (BioRad). Se utilizó 

fibronectina humana (Sigma), laminina I de ratón (Invitrogen), colágeno tipo I de piel de ternero 

(Calbiochem) o de cola de rata (gentilmente cedido por la Dra. Silvia Chifflet, Dpto. de 

Bioquímica, Facultad de Medicina, UdelaR), colágeno tipo II de septo nasal bovino (Sigma) e 

IgG1 humana (gentilmente cedida por la Dra. Patricia Berasain de la Unidad de Biología 

Parasitaria de la Facultad de Ciencias, UdelaR). 

 

4.1. Identificación de péptidos de digestión del colágeno por HPLC-MS 

Las reacciones de digestión del colágeno tipo I fueron centrifugadas 15 min a 10.000 x g 

para remover precipitados y concentradas a un volumen de 15 l (~7 veces) utilizando un 

centricon Eppendorf de 5 kDa de corte. Los péptidos se analizaron por nano LC ESI-MS/MS 

usando un sistema Tempo nanoLC (Eksigent, USA) con una columna IntegraFrit empaquetada 

con una resina C18 (ProteoPrep II) acoplada a un espectrómetro de masas  QSTAR Elite Q-

TOF (AB Sciex). Se determinó la masa de los péptidos precursores ionizados y de los 

resultantes de la fragmentación de algunos iones precursores. La lista de masas generada por 

el programa MSX (Infochromics) se exportó al programa PEAKS Studio 5.0 (Bioinformatics 

Solutions Inc.). Se generó una base de datos conteniendo únicamente la secuencia del 

colágeno I bovino con la cual se realizó una búsqueda para asignar a las masas peptídicas la 

secuencia de aminoácidos correspondiente en el colágeno I. La modificación de cisteínas con 

propionamida se estableció como parámetro fijo y la oxidación de metioninas como parámetro 

variable. La tolerancia en la masa fue establecida en 100 ppm para los péptidos precursores y 

0.2 Da para los fragmentados. Los péptidos que se identificaron con un score mayor al 60% 

fueron seleccionados y mapeados sobre la secuencia de aminoácidos de las cadenas  1 y 2 

del colágeno para determinar los sitios de corte de las enzimas. Estos ensayos se realizaron 

en el Instituto para la Biotecnología de Enfermedades Infecciosas de la Universidad 

Tecnológica de Sidney, Australia.  
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5. Actividad con bibliotecas de péptidos sintéticos  

La determinación de la especificidad de sustrato de las enzimas recombinantes y las 

variantes generadas por mutagénesis sitio dirigida con las bibliotecas peptídicas se realizó en 

el Laboratorio de Patología del Centro para el Descubrimiento e Innovación en Enfermedades 

Parasitarias en la Universidad de San Francisco, Estados Unidos. 

 
5.1. Ensayos con la librería PS-SCL 

En una placa de  96 pocillos Microfluor de fondo plano se agregaron 0.5 μl (12.5 

nmoles) de cada una de las 20 sublibrerías. La reacción se inició con la adición de la enzima 

en 100 μL de tampón fosfato de sodio 0.1M pH 6, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.01% PEG-6000 y 

0.5% Me2SO (del sustrato) a 25 °C y se monitoreó con un espectrómetro de fluorescencia 

SpectraMax Gemini (Molecular Devices) con excitación a 380 nm, emisión a 460 nm y un corte 

de 435 nm. Cada enzima se ensayó por triplicado. 

 

5.2. Ensayos con la librería MSP-MS 

Comparamos la actividad enzimática de FhCL1 y FhCL3 con la biblioteca MSP-MS. Cada 

uno de los 3 pools (52, 52 y 20 tetradecapéptidos) de la librería se diluyó a 1 μM en tampón 

fosfato de sodio 25 mM, pH 6, 1 mM DTT y 1 mM EDTA. Se agregó la enzima activa FhCL1 o 

FhCL3 en el mismo tampón de manera que la concentración final de cada enzima fue de 10 

nM y se incubó a TA tomando alícuotas a los 5, 15, 60, 240 y 1200 min de incubación. La 

reacción se detuvo agregando ácido fórmico pH 3 (4% final), se eliminó el tampón por 

evaporación y se resuspendió en un volumen de ácido fórmico 0.1% igual al inicial. Como 

control se incluyó un tubo en iguales condiciones pero sin enzima. La digestión de los péptidos 

se analizó por LC- MS/MS inyectando 10 µl de cada alícuota en una columna C18 (Michrom 

Bioresources) conectada a un espectrómetro de masas Thermo Finnigan LTQ. Se generó una 

lista de masas a partir de los datos crudos utilizando el programa PAVA (UCSF) para buscar la 

secuencia correspondiente con el programa Protein Prospector en una base de datos 

conteniendo los 124 tetradecapéptidos. Los péptidos generados por actividad de las enzimas 

se identificaron en comparación con los del ensayo control. 

 

6. Mutagénesis sitio dirigida  

Las sustituciones de aminoácidos en el sitio activo de FhCL3 y FhCL1 se realizaron por 

mutagénesis sitio dirigida con el kit QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene). Se 

diseñaron diferentes pares de oligonucleótidos conteniendo las sustituciones de bases a 

introducir en el gen de la catepsina según las instrucciones del fabricante (Stratagene) y fueron 

sintetizados por la compañía IDT (http://www.idtdna.com/site). Se realizó un PCR con los 

oligonucleótidos diseñados para introducir las mutaciones deseadas empleando como molde 

http://www.idtdna.com/site
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ADN del plásmido pHIX4-Mfα conteniendo los genes de proFhCL1 o proFhCL3. Las variantes 

dobles se realizaron usando como molde los plásmidos con las mutaciones simples. Los 

plásmidos con los genes mutados se propagaron en bacterias E. coli Top10, se preparó ADN 

mediante miniprep alcalina y se secuenció en la Unidad de Secuenciación del Institut Pasteur 

de Montevideo para confirmar la presencia de las sustituciones de bases. Con los plásmidos se 

transformaron levaduras competentes de H. polymorpha como se describió en la sección 2.1. y 

se obtuvieron las enzimas mutantes activas induciendo la expresión de las levaduras 

transfectadas en las mismas condiciones que FhCL1 y FhCL3. 

 

7. Modelado molecular de FhCL3 

El modelado espacial de FhCL3 se realizó mediante superposición con la estructura de 

FhCL1 usando las coordinadas de proFhCL1 (2O6X) como molde principal con el programa 

Swiss-Model (Schwede et al. 2003). Para comparar con las otras cisteína proteasas se incluyó 

la porción madura de la enzima. El modelo de FhCL2 se obtuvo del Swiss Model Repository 

(http://swissmodel.expasy.org/repository/). Los modelos se visualizaron y compararon por 

superposición con el programa DeepView Swiss-Pdb Viewer. Las otras estructuras empleadas 

en la comparación se obtuvieron de la base de datos Protein Data Bank (http://www.pdb.org/): 

catepsina L humana (1MHW), catepsina K humana (1ATK) y zingipaína del jengibre (1CQD). 

En algunos casos el inhibidor E64 se superpuso sobre las estructuras de las catepsinas para 

facilitar la visualización de los residuos que forman el sitio activo. Estos residuos se 

identificaron basándonos en la literatura y se confirmaron por alineamiento estructural con las 

catepsinas L y K humanas y la papaína (5PAD). Se utilizó la función Mutate del programa 

PDBViewer para generar in silico el cambio W67L y los rotámeros sobre el modelo de FhCL3. 

Estos se seleccionaron de acuerdo al score del rotámero y mediante inspección visual.  

 

 

http://swissmodel.expasy.org/repository/
http://www.pdb.org/
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1. Expresión de catepsinas L recombinantes activas en la levadura Hansenula 

polymorpha 

 

Estrategia general 

La purificación de las enzimas secretadas por los JRD se ve obstaculizada por la 

escasez de material biológico disponible y porque las catepsinas constituyen una familia 

multigénica de enzimas con características de peso molecular y punto isoeléctrico similares, y 

por lo tanto difíciles de separar por técnicas de purificación convencionales. Por consiguiente, 

nos propusimos el clonado y expresión recombinante de las catepsinas en un sistema 

adecuado. Las catepsinas maduras expresadas en sistemas bacterianos resultan inactivas por 

el plegamiento incorrecto del precursor (Smith & Gottesman 1989). Por este motivo se utilizan 

los sistemas eucariotas, donde existe una vía secretoria, para obtenerlas en forma activa a 

partir de ADNc de la proenzima (Cappetta et al. 2002). Nos planteamos la optimización de un 

sistema de expresión en la levadura metilotrófica H. polymorpha, dado que se encontraba 

disponible en el laboratorio y presenta ventajas sobre la expresión en S. cerevisiae y Pichia 

pastoris. Tanto en Pichia como en Hansenula la expresión de las proteínas recombinantes se 

induce utilizando metanol como fuente de carbono ya que está regulada por el promotor de la 

alcohol oxidasa 1 (AOX1). Los plásmidos que se utilizan para la expresión en P. pastoris están 

diseñados para integrarse mediante recombinación al gen de la AOX, mientras en H. 

polymorpha se integran al azar por recombinación no-homóloga en cualquier loci. Esto 

determina que el número de copias del gen a expresar no supere en general las 10 en P. 

pastoris mientras en H. polymorpha pueden integrarse hasta 150 copias. Además en H. 

polymorpha el promotor AOX puede ser inducido tanto mediante la adición de metanol al medio 

como por des-represión con glicerol, eliminando el peligro de la manipulación de metanol 

durante la fermentación cuando se trabaja a gran escala 

(http://www.biotechresources.com/hansenula-yield.shtml). Hansenula tiene la ventaja de ser 

muy eficiente en la secreción de proteínas al medio y muy pocas de sus proteínas endógenas 

son secretadas durante el cultivo. Si bien la catepsina L1 de F. hepatica se había expresado 

anteriormente por nuestro grupo en S. cerevisiae (Roche et al. 1997), su rendimiento era muy 

bajo por lo que decidimos sub-clonarla en el vector de H. polymorpha buscando aumentar los 

niveles de expresión. 

Como se describe a continuación, con este sistema se lograron buenos niveles de 

expresión de las enzimas recombinantes, que permitieron la caracterización de la enzima de 

juveniles FhCL3.  

  

http://www.biotechresources.com/hansenula-yield.shtml
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1.1. Identificación de catepsinas L del estadio juvenil  

Las catepsinas L expresadas por los JRD se amplificaron por RT-PCR con 

oligonucleótidos diseñados en base a secuencias conocidas y se generó una minibilbioteca 

de ADNc para la propagación y secuenciación de los genes. El alineamiento y análisis 

filogenético de las secuencias obtenidas mostró que estas se distribuyen en 3 grupos: la 

mayoría se agrupa con las secuencias previamente reportadas para la catepsina L3 de F. 

hepatica y F. gigantica, mientras las restantes pertenecen al grupo de la catepsina L4 

descrita por (Cancela et al. 2008) o forman un grupo separado de éstos, no descrito 

anteriormente, al cual denominamos FhCL6 (Figuras 9 y 10). La secuencia aminoacídica de 

FhCL6 tiene 75% de identidad con FhCL3 y 64% de identidad con FhCL4, evidenciando la 

existencia de una familia multigénica propia del estadio juvenil. En el alineamiento se observa 

que la cisteína del sitio activo (flecha) se encuentra conservada en todas las catepsinas, la 

variación entre grupos se encuentra mayoritariamente en los últimos 20 aminoácidos del 

propéptido y en la enzima madura (flecha invertida) exceptuando los primeros 40 residuos del 

extremo N-terminal (Figura 9). La comparación de las secuencias de FhCL3 obtenidas con 

las reportadas de parásitos aislados en Polonia (PL) y Holanda (NL) denota variabilidad 

intragrupo, independientemente del sitio de origen. Esto sugiere la presencia de más de un 

gen codificante de FhCL3, además de varios alelos. En el árbol filogenético puede verse 

cómo las secuencias correspondientes a FhCL3 forman 2 grupos monofiléticos denominados 

FhCL3A y B (Figura 10). Para expresar las enzimas recombinantes se seleccionó una 

secuencia representativa de cada grupo (CL3_14, CL4_7 y CL6_22, Figura 9). 
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10 20 30 40 50 60 70 80

....|....| .... |.... | .. ..|. ...| .... |....| ....|....| ....|.. ..| ....| .... | .. ..|. ...|

FhCL3|FJ617000|PL SNDDLWHEWK RKYNKEYNGA DNEHRRNVWE KNVKHIQEHN LRHDLGLVTY TLGLNQFTDL TFEEFKAKYL IEMSPESESL

FhCL3|AJ279091|NL ...VS..... .M........ .E.....I.G ......E... ....R..... K........P .....Q.... M....V....

FhCL3|AJ279093|NL -----..... .M........ .D.....I.. Q.A...E... ....R..... K......... .......... M....V....

FhCL3|DQ534446|UY --------.. .M........ .D.....I.. Q.....E... ....R..... K......... .......... M.........

CL3_5|EU287914|UY* -----..Q.. .M........ .D.....I.. ......E... ....R..... K......... .......... M...LV....

CL3_23* -----..... .M........ .D.....I.. Q.....E... ....R..... K......... .......... M...LV....

CL3_4* -----..Q.. .M........ .D.....I.. ......E... ....R..... K......... .......... M...LV....

CL3_14* -----..Q.. .M........ .D.....I.. Q......... .......A.. .......... .......... ..........

CL3_21* -----..Q.. .I........ ......KI.. Q......... .......... .......... .......... ....L.....

CL3_20* -----..Q.. .M........ .D.....I.. Q......... .......A.. .......... .......... ........L.

CL3_9|EU287915|UY* -----..Q.. .I........ ......KI.. Q......... .......... .......... .......... ....L.....

CL6 19* -----..Q.. .M........ .D....KI.. Q......... .......A.. .......... .......... ..........

CL6 22|EU287918|UY* -----..... .M........ .D.....I.. Q.....E... .......... K......... .......... M.........

FhCL4|DQ534447|UY --------.. .M.......V .DV....I.. E........Y I......... .........M .......... R.IPRA.DM.

CL4_7|EU287916|UY* --------.. .MC....K.V .DV....I.. E......... I......... ....S....M .......T.. R.IPRA.DM.

CL4_18|EU287917|UY* --------.. .M.......V .DV....I.. E......... I......... .........M ........H. R.IPRA.DM.

90 100 110 120 130 140 150 160

....|....| .... |.... | .. ..|. ...| .... |....| ....|....| ....|.. ..| ....| .... | .. ..|. ...|

FhCL3|FJ617000|PL SDGISYEAEG NDVPASIDWR QYGYVTEVKD QGQCGSCWAF SAVGAIEGQY VKKFQNRMLF SEQQLVDCTK RFGNHGCSGG

FhCL3|AJ279091|NL ...V...... .......... E......... .......... .......... ......QT.. .........R .......G..

FhCL3|AJ279093|NL .......... K......... .......... .......... .P........ ......QT.. .........R .......G..

FhCL3|DQ534446|UY .......... .......... .......... .......... .......... L.....QT.. .........R .......G..

CL3_5|EU287914|UY* .......... ......V... E......... .......... .......... LR....QT.. .........R .......G..

CL3_23* .......... .......... E......... .......... .......... ......QT.. .........R .......G..

CL3_4* .......... .......... E......... .......... ........X- ---------- ---------- ----------

CL3_14* .........D .......... E........N .......... .......... ......QT.. .........R .......G..

CL3_21* .......... .......... .......... .......... .......... ......QT.. .......R.R .......G..

CL3_20* .......... .......... .......... .......... .......... ..R...QT.. .........R .......G..

CL3_9|EU287915|UY* .......... .......... .......... .......... .......... ......QT.. .......R.R .......G..

CL6 19* ....A....D .......... E........N ..G....... .TT....... .....T.VS. ........ST IS.....R..

CL6 22|EU287918|UY* .......... .......... .......... ..G....... .TT....... .....T.VS. ........ST IP.....R..

FhCL4|DQ534447|UY .H..P...ND RA..E..... EF........ ..D....... .TT..V.... M.NPKANIS. ........SG DY.....N..

CL4_7|EU287916|UY* .H..P...ND RA..E..... EF........ ..D....... .TT..V.... T.NQKANIS. ........SG DY.....N..

CL4_18|EU287917|UY* .H..P...ND RA..E..... EF........ ..D....... .TT..V.... M.NPKANIS. ........SG DY.....N..

170 180 190 200 210 220 230 240

....|....| .... |.... | .. ..|. ...| .... |....| ....|....| ....|.. ..| ....| .... | .. ..|. ...|

FhCL3|FJ617000|PL WMENAYRYLK DSGLETASYY PYQAWEYQCQ YRRELGVAKV TGAYTVHSGD EMRLMQMVGR EGPAAVAVDA QSDFYMYKSG

FhCL3|AJ279091|NL ......K... N......... ....V..... ..K....... .......... ..K..P.... .......... .......E..

FhCL3|AJ279093|NL ......K... N.......D. ...G...... ..K....... .......... ..K..P..RK K....A.... .P.....E..

FhCL3|DQ534446|UY ......K... N......... ...G...... ..K....... .......... ..K....... .......... .P..------

CL3_5|EU287914|UY* ......K... N.......D. ...G...... ..K....... .......... ..K....... .......... .......E..

CL3_23* ......K... N......... ...G...... ..K....... .......... ..K....... .......... .......EIA

CL3_4* ---------- ---X...... ...G...... ..K....... .......... ..K....... .......... .......E..

CL3_14* ......K... N......... ...G...... ..K....... .......... ..K....... .......... .......E..

CL3_21* ......K... N......... .......P.. .......... .......... .......... .......... ..........

CL3_20* ......K... N......... ...G...... ..K....... .......... ..K....... .......... .......E..

CL3_9|EU287915|UY* ......K... N......... .......P.. .......... .......... .......... .......... ..........

CL6 19* G.RR..E... KN...PE.S. ..K.V.G... .K.L.AL... .NSQL.R..N .TQ.KNLI.A ....S....V KP..S..R..

CL6 22|EU287918|UY* G.RR..E... KN...PE.S. ..K.V.G... .KSD.AL... .NSQL.R..N .TQ.KNLI.A ....S....V KP..S..R..

FhCL4|DQ534447|UY F.....E..E RR....E.S. ..K.E.GP.K .DSR...... N.Y.ID...I .SK.AHL..D .......... .P..------

CL4_7|EU287916|UY* F.....E..E RR....E.S. ..K.E.GP.K .DSR...VE. F.YFIE...I .SK.AHL..D K........V E...L..RG.

CL4_18|EU287917|UY* F.....E..E RR....E.S. ..K.E.GP.K .DSR...VE. F.YFIE...I .SK.AHL..D K........V E...L..RG.

250 260 270 280 290 300 310

....|....| .... |.... | .. ..|. ...| .... |....| ....|....| ....|.. ..| ....| .... | .. ..

FhCL3|FJ617000|PL IFMSQVCTTQ RVTHAVLAVG YGTESGTDYW ILKNSWGKWW GEDGYMRFAR NRNNMCAIAS VASVPMVERF P*  

FhCL3|AJ279091|NL ..Q..T..SR S......... .......... .......... .......... ..G....... .......... .*  

FhCL3|AJ279093|NL ..Q..Y.SSR .......... H......... .......... .......... ..G....... .......... .*--

FhCL3|DQ534446|UY ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --- 

CL3_5|EU287914|UY* ..Q..T..SR S......... .......... .......... .......... .......... .......... .*--

CL3_23* ..Q..T..SR S...P..P.. .......... ....R..... .......... .......... .......... .*--

CL3_4* ..Q..T..SR S......... .......... .......... .......... .......... .......... .*--

CL3_14* ..Q..T..SR S......... .......... ....R..... .......... ..G....... .......... .*--

CL3_21* ..Q..T..S. ....P..... .......... ....R..... .......... .......... .......... .*--

CL3_20* ..Q..T..SR S......... .......... .......... .......... .......... .......... .*--

CL3_9|EU287915|UY* ..Q..T..S. ....P..... .......... ....R..... .......... .......... .......... .*--

CL6 19* .                                                                         

CL6 22|EU287918|UY* .YQ..T.SSR .MN....... ....G.M... .V.....PR. ..A..I.M.. ......G... AG.L.T.... .*  

FhCL4|DQ534447|UY ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----

CL4_7|EU287916|UY* .YA.RN.SSE SLN.GI.V.. ...QD..... .V.....SL. .DH..I.M.. ..D...G... A....V..G. L*--

CL4_18|EU287917|UY* .YA.RN.SSE KLN..M.V.. ...QD..... .V.....SL. .DH..I.M.. ..D...G... A....V..G. L*--

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de catepsinas L de juveniles de Fasciola hepatica. Se
representa la identidad de las secuencias de la proenzima amplificadas durante este trabajo (*), con
respecto a una secuencia completa de FhCL3 (FJ617000) con diagrama de puntos utilizando el

programa Bioedit. Se incluyen las secuencias parciales de FhCL3 y FhCL4 obtenidas previamente en
nuestro laboratorio (Cancela et al. 2008; DQ534446 y DQ534447) y las secuencias de FhCL3

reportadas por Harmsen et al. 2004 (AJ279091 y AJ279093). Se indica el número de acceso de las
secuencias que fueron depositadas en la base de datos GenBank: CL3 5 y 9, CL6 22, CL4 7 y 18, el
sitio de inicio de la enzima madura ( ), la cisteína del sitio activo ( ) y la histidina que forma la díada

catalítica (. ).
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 FhCLX2 JN|AB010924|ad C|FhCLB7

 FhCL1A IE|  U62288|ad C|FheCL1

 FhCL1A PT|AY519971|ad C|CatIP1

 FhCL1A PL|AY277628|ad P|CatL

 FhCL1A PE|AF490984|ad P|Fh1 6

 FhCL1A AU|  L33771|ad C|CatL-l

 FhCL1A TR|AY573569|uk C|CatL1F

CL1A

 FhCL1C JP|AB009306|ad C|CatL

 FgCL1C TH|AF239264|ad C|CL1B

 FgCL1C ID|AF510856|ad C|CL2

 FgCL1C CN|EF536899|uk C|Fg

 FgCL1C TH|AF112566|ad C|CL1A

 FhCL1C JP|AB010923|ad C|FhCL

 FhCL1C CN|HM584609|ad C|FhcatL

CL1C

 FhCL1B AR|AY029229|ad P|CatL-l

 FhCL1B NL|AJ279092|nj P|CatL1

 FhCL1B UK|EU835857|ad C|Fh

 FhCL1B UK|EU835858|ad C|Fh

 FgCL1B ID|EU156180|ad P|Fgcat-

CL1B

CL1

 FgCL5  ID|EU156179|ad P|Fg

 FgcL5  TH|AF239265|ad C|CL1C

 FhcL5  AU|  L33772|ad C|CatL-l

 FhcL5  AU|AF271385|ad C|CatL5

 FhCL5  UY|DQ533986|ad P|FhCL1

CL5

CL adultos

 FhCL2  UY|DQ533985|ad P|FhCL2

 FhcL2  CH|  Z22765|ad C|FhprC

 FhCL2  TR|EF611824|uk C|FheCL2

 FhCL2  PL|EF407948|uk C|FhPcW1

 FhcL2  IE|  U62289|ad C|FhCL2

 FgcL2  TH|AF239266|ad C|CL1D

CL2

 FhCL4  UY|EU287916|nj P|FhCL4-

 FhCL4  UY|EU287917|nj P|FhCL4-

 FgCL4  TH|AY428949|nj C|Cat-L1

 FgCL4  ID|EU156178|ad P|Fgcat-

CL4

CL6 FhCL6  UY|EU287918|nj P|FhCL6-

 FhCL3A PL|EU191984|mc C|FhPcM1

 FhCL3A PL|FJ617000|nj C|Fhcat2

 FgcL3A th|AF419329|mc C|CatL

 FhCL3A UY|EU287915|nj P|FhCL3-

CL3A

 FhcL3B NL|AJ279091|nj P|proCL3

 FhCL3B UY|EU287914|nj P|FhCL3-

 FhCL3B PL|EU195859|mc P|FhPcM2

 FhCL3B PL|FJ617001|nj C|Fhcat1

 FhcL3B NL|AJ279093|nj P|proCL3

CL3B

CL3

CL JRD
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Figura 10. Árbol filogenético de las catepsinas L de los estadios adulto y juvenil de Fasciola sp.  Con 

secuencias representativas de todos los grupos de catepsinas L de Fasciola sp. depositadas en la base de 

datos Nucleotídica del GenBank se construye una filogenia con el método neighbor-joining con boot-

strapped (1000-intentos) utilizando el programa MEGA5 (Tamura et al. 2011). Se indica la especie: Fh, F. 

hepatica o Fg, F. gigantica, el origen, AR: Argentina, AU: Australia, CH: Suiza, CN: China, IE: Irlanda, ID: 

Indonesia, TH: Tailandia, JP: Japón, TR: Turquía, NL: Holanda, PL: Polonia, UK: Inglaterra y UY: Uruguay; 

el número de acceso del GenBank y el nombre publicado originalmente en el artículo o secuencia 

depositada. 
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1.2. Expresión de FhCL1 y FhCL3 recombinantes   

Para la expresión se utilizó el sistema de H. polymorpha, obteniéndose las enzimas 

recombinantes secretadas en el medio de cultivo. En el análisis de los sobrenadantes de 

cultivo de las levaduras crecidas en medio de inducción mediante SDS-PAGE se observa en el 

caso del clon que expresa proFhCL3 una banda de peso molecular aparente entre 38 kDa y 49 

kDa, tamaño un poco mayor al esperado para la proenzima El análisis mediante Western blot 

muestra que la banda es reconocida por sueros anti-FhCL1, y que migra más lentamente que 

la correspondiente a proFhCL1. A su vez en el caso de FhCL1 la enzima migra como varias 

bandas que por su tamaño parecen corresponder a formas oligoméricas de la proteína, como 

ya fuera descrito en trabajos previos (Dalton & Heffernan 1989) (Figura 11).  

 

 

La identidad de FhCL1 y  FhCL3 se confirmó por espectrometría de masas. La migración 

de la banda correspondiente a FhCL3 se modifica al incubarla con enzimas deglicosilantes, 

indicando que la enzima recombinante está siendo glicosilada durante su pasaje por el sistema 

retículo endoplasmático y Golgi de la levadura (Figura 12). Esto explica el peso molecular 

mayor al esperado de acuerdo a su secuencia de aminoácidos (42 kDa vs 36 kDa). Asimismo, 

la enzima madura también tiene un peso molecular de aproximadamente 4 kDa más que el 

esperado (29 kDa vs 25 kDa) (Figura 13A).  

 

 

 
Figura 11. Western blot con suero anti-

FhCL1. Carril 1: 10 l MPM (kDa) SeeBlue 

Plus2 (Invitrogen); carril 4: 20 l sdte 10X 

FhCL3 medio YEP 1%MetOH; carril 7: 20 

l sdte 10X FhCL3 medio YMM 1%MetOH; 

carril 10: 2l FhCL1 sin activar a 1.2 

mg/ml. 
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1.3. Activación de proFhCL3 a la enzima madura  

Durante la expresión de FhCL3 se observó que una parte de la enzima secretada se 

procesa automáticamente a su forma madura, pues es posible detectar actividad directamente 

en el sobrenadante del cultivo, y se purifica una banda de peso molecular similar al estimado 

para la enzima madura (Corvo et al. 2009). La mayor parte se expresa en forma de proenzima, 

la cual es capaz de activarse autocatalíticamente a la forma madura, al incubarse durante 3 h a 

37°C en tampón acetato pH ácido, mayormente a pH 4, y en menor medida a pH 5 (Figura 13). 

La titulación de la enzima activa se realizó con el inhibidor irreversible E-64 obteniéndose 

en todas las preparaciones concentraciones en el entorno de 10-50 M de FhCL3 activa 

(Figura 14 A). La concentración de enzima activa se empleó en el cálculo de los parámetros 

Figura 13. Ensayo de activación de proFhCL3 a pH 4, 5, 6, 7 y 8. A) NuPage Novex 4-12% Bis-Tris teñido 

con Coomassie blue; CL3: enzima sin activar; CL1: enzima activada. MPM en kDa SeeBlue Plus2 

(Invitrogen). B) Ensayo de actividad de FhCL3 sin activar e incubada 2h a 37°C en buffer de distinto pH (la 

tasa de hidrólisis del péptido Tos-GPR-AMC se expresa como mUF/min). 

 A B 

nt    -     + 

Figura 12. Ensayo de 

deglicosilación de FhCL3. 

FhCL3 no tratada con 

deglicosilasas (nt), FhCL3 

incubada en buffer de reacción 

con (+) o sin (-) enzimas de 

deglicosilación. Gel teñido con 

Sypro Ruby (Molecular 

Probes). 
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cinéticos de las catepsinas frente a distintos sustratos como se describe en los artículos 

publicados durante la tesis (una curva obtenida para FhCL3 con el sustrato Tos-GPR-AMC se 

presenta como ejemplo en la Figura 14 B). 

 

1.4. Optimización de la expresión de catepsinas recombinantes  

La optimización de la expresión de las enzimas recombinantes en la levadura H. 

polymorpha se realizó utilizando diferentes condiciones de inducción, variando tanto la 

composición del medio de inducción (Tabla 2) como la temperatura pre y post inducción (30 °C 

o 37 °C) y los tiempos de cultivo. Se siguió el crecimiento celular midiendo la densidad óptica 

del cultivo a 600 nm, evaluando en paralelo la cantidad de enzima secretada al medio 

mediante un ensayo de actividad enzimática. A modo de ejemplo, en la Figura 15 se compara 

la expresión de FhCL1 y FhCL3 en diferentes medios. En ambos casos, no se detecta 

actividad enzimática cuando la inducción se realiza en medio rico, pero si en YMM, siendo el 

medio conteniendo únicamente 1% MetOH el que mejor se expresan ambas catepsinas. Sin 

embargo, en el resultado del Western blot se observa que en ambos medios se está 

produciendo la enzima en cantidades similares (Figura 11). El análisis mediante SDS-PAGE 

del sobrenadante de los cultivos inducidos mostró que a partir de las 36 h de incubación 

comenzaban a aparecer otras proteínas en el medio, sin un enriquecimiento de la banda que 

correspondería a las catepsinas. Un aumento de la secreción de otras proteínas se observó 

también al realizar la inducción a 37 °C, por lo que la temperatura de 30 °C se definió como la 

más adecuada.  

A 

Tos-GPR-AMC  

M 
Figura 14. (A) Titulación de FhCL3 con el inhibidor E-64. Se grafica la actividad enzimática en 

unidades relativas de fluorescencia (UFR) del producto (AMC) producido por minuto en función de la 

concentración de inhibidor. (B) Cálculo de los parámetros cinéticos de FhCL3 para el sustrato Tos-

GPR-AMC. Se utilizó el programa OriginPro 6.1 para graficar velocidad inicial (M AMC liberado por 

segundo) en función de la concentración de sustrato (M). 

B 

[E-64] nM 
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En base a estas observaciones se estableció el siguiente protocolo para producir las 

catepsinas recombinantes en la levadura H. polymorpha: 

 Día 1: Inocular 500 mL de YEPD con 0,5mL de stock de glicerol de H. polymorpha. 

Utilizar un Erlenmeyer de 2 o 2.5L. Incubar a 30ºC 200 rpm durante 24 h o hasta que el 

cultivo alcance una DO600nm de 2-4. 

 Día 2: Centrifugar las células 10 min a 3000 x g, descartar el sobrenadante y 

resuspender el pellet en 100 mL de YMM 1%MetOH. Utilizar un Erlenmeyer de 1 L.. 

Incubar a 30 ºC 200 rpm durante 24 h.  

 Día 3: agregar 1 mL de MetOH 10% e incubar durante 10-12 h más en las mismas 

condiciones. Detener el cultivo, centrifugar 20 minutos a 3000 x g 4 ºC, separar el 

sobrenadante y almacenarlo a 4 ºC. 

 

1.5. Expresión de las otras catepsinas de JRD 

Los genes de las catepsinas FhCL4 y FhCL6 fueron también clonados en el vector de 

expresión, pero no se detectó actividad cisteína proteasa ni se observó una banda del tamaño 

esperado en SDS-PAGE en los sobrenadantes de cultivo inducidos en las mismas condiciones 

que las enzimas FhCL1 y FhCL3. Se procedió entonces a verificar la secuencia de los genes 

clonada en el vector de expresión, determinándose que ambos se encontraban correctamente 

en marco de lectura con la señal de exportación del -mating factor de la levadura y se 

correspondían con la secuencia esperada. Para descartar que la enzima se produjera pero no 

fuese secretada al medio se examinaron los extractos somáticos de levaduras inducidas 

mediante SDS-PAGE y Western blot con anticuerpos anti-FhCL1, no detectándose ninguna 

banda del tamaño esperado para las catepsinas. 

 

Figura 15. Expresión de FhCL1 y FhCL3 en diferentes medios de inducción. Se representa la 

actividad enzimática, medida directamente en el sobrenadante de los cultivos, en función del crecimiento 

celular (densidad óptica a 600nm). La actividad representa la hidrólisis del péptido sintético Z-VLK-AMC 

para FhCL1 y Tos-GPR-AMC para FhCL3.  
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2. Caracterización enzimática de la catepsina L3 

 

Estrategia general 

En este trabajo iniciamos la caracterización de la proteína recombinante FhCL3 

expresada en su forma activa en la levadura H. polymorpha. Se estudio su actividad y 

estabilidad en presencia de agentes reductores, en un rango de diferentes pH.  

Para abordar el estudio de la especificidad de sustrato de las cisteína proteasas se 

emplearon péptidos sintéticos conjugados a un fluoróforo. La habilidad de las enzimas para 

hidrolizar eficientemente cada péptido puede evaluarse estimando los parámetros cinéticos de 

la reacción de hidrólisis: la constante de afinidad (KM), la constante catalítica (kcat) y la 

constante de especificidad (kcat/KM). Para las proteasas de la familia de la papaína se utilizan 

este tipo de sustratos para evaluar preferencias en los subsitios S1-S4 del sitio activo. Estos 

péptidos proveen una manera sencilla de discriminar por ejemplo las actividades de las 

catepsinas tipo B y tipo L, ya que las primeras hidrolizan péptidos con arginina en P2 (como Z-

Arg-Arg-AMC) mientras las catepsinas L no son capaces de escindir esta clase de sustratos, 

siendo los péptidos con residuos hidrofóbicos, como fenilalanina o leucina en P2, hidrolizados 

por ambos grupos de enzimas. A su vez, los péptidos con prolina en P2 permiten diferenciar la 

actividad de algunas catepsinas tipo L, como la catepsina K humana o FhCL2 de adultos, dado 

que las demás catepsinas lisosomales humanas y FhCL1 hidrolizan muy pobremente péptidos 

como tos-GPR-AMC (Dowd et al. 1994; Roche et al. 1997).  

Calculamos los parámetros cinéticos de FhCL3 frente a tres péptidos fluorogénicos con 

diferentes residuos en P2, mostrando que la enzima tiene una especificidad diferente a las 

catepsinas producidas por el estadio adulto. Dado que FhCL3 mostró una marcada 

especificidad hacia el péptido tos-GPR-AMC nos planteamos evaluar su capacidad de 

hidrolizar las moléculas de colágeno nativo, ya que está reportado que la capacidad de la 

catepsina K humana de degradar el colágeno se correlaciona con su actividad sobre este clase 

de péptidos (Lecaille, Choe, et al. 2002). En paralelo, evaluamos su capacidad de hidrolizar 

inmunoglobulina G (IgG), en comparación con FhCL1 que es capaz de cortar la región bisagra 

de distintas subclases de IgGs (Berasain et al. 2000).  

Hasta este momento, dentro de las catepsinas de Fasciola y humanos, solo FhCL2 y la 

catepsina K humana estaban reportadas como capaces de hidrolizar péptidos con prolina en 

P2, si bien in vitro ambas presentan mayor actividad sobre péptidos con P2-leucina. El hecho de 

que FhCL3 hidrolice con mayor especificidad tos-GPR-AMC resulta novedoso para una 

catepsina de la familia de la papaína. Una búsqueda de enzimas con actividad similar nos llevó 

a dos cisteína proteasas del jengibre, una de ellas ya cristalizada (Choi et al. 1999), que 

presentan la misma especificidad hacia prolina que FhCL3. Basándonos en la estructura 

cristalográfica de FhCL1 (Stack et al. 2008) construimos un modelo de FhCL3 para comparar el 
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sitio activo de las distintas catepsinas, buscando correlacionar la arquitectura del bolsillo S2 con 

las diferentes especificidades observadas. 

 

Los resultados de estos enfoques experimentales se presentaron en el siguiente 

artículo: 

 

Artículo: La principal catepsina L secretada por el juvenil invasivo de Fasciola hepatica 

prefiere sustratos con prolina en el subsitio S2 y puede cortar el colágeno  

 

Ileana Corvo, Martín Cancela, Mónica Cappetta, Natalia Pi-Denis, José F. Tort, 

Leda Roche 

 

Molecular & Biochemical Parasitology,  2009 (167): 41-47. 
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Fe de errata: en la Tabla 2 los residuos en la posición 61 del subsitio S3 para Ginger, FhCL1 y FhCL2 

son incorrectos. Los residuos correctos (como muestra la Fig. 4) son:  

Ginger: His
63

 

FhCL1: Asn
63

 

FhCL2: Tyr
63 

  

Supplementary Fig. 1.  FhCL3 expression and purification. Silver nitrate stained 12% SDS-PAGE showing 20 fold 

concentrated supernatant from culture media of yeast expressing FhCL3 (sn) and FhCL3 enriched fractions from 

anion exchange chromatography (p1, p2). 

 

 

 

Supplementary Fig. 2.  Collagenolytic activity of FhCL3 and FhCL1 at different pH and temperature conditions. Type 

I collagen was incubated with FhCL3, FhCL1 (1 μM), or without enzyme (–) overnight at 28 °C at different pH 

conditions. Reactions were analyzed by 10% acrylamide SDS-PAGE electrophoresis; molecular weight marker (kDa) 

is indicated on the left; collagen beta (β) and alpha (α) chains are indicated on the right 
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I collagen was incubated with FhCL3, FhCL1 (1 μM), or without enzyme (–) overnight at 28 °C at different pH 

conditions. Reactions were analyzed by 10% acrylamide SDS-PAGE electrophoresis; molecular weight marker (kDa) 

is indicated on the left; collagen beta (β) and alpha (α) chains are indicated on the right 
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3. Estudio comparativo de la especificidad de sustrato de las catepsinas L del 
estadio juvenil y adulto  

 

Estrategia general 

Nos planteamos comparar la especificidad de sustrato de las tres catepsinas principales 

secretadas por F. hepatica: FhCL1, FhCL2 y FhCL3. Para ello estudiamos la actividad sobre un 

panel de péptidos sintéticos e inhibidores. Analizamos su actividad sobre proteínas de la matriz 

extracelular y membranas basales con las cuales las catepsinas podrían entrar en contacto 

durante la migración del parásito en el hospedero mamífero, tales como distintos tipos de 

colágeno, fibronectina y laminina. Mientras que las tres enzimas degradan fibronectina y 

laminina de forma diferencial (sección 3.1), solo FhCL2 y FhCL3 fueron capaces de digerir el 

colágeno nativo. La caracterización de las diferencias en la cinética de digestión del colágeno 

por estas dos enzimas es el objeto de estudio del artículo presentado en la sección 3.2. En 

éste se usó la técnica de cromatografía acoplada a espectrometría de masas (HPLC-MS) para 

determinar los sitios de corte de FhCL2 y FhCL3 sobre las cadenas  del colágeno I. Este 

abordaje ya había sido utilizado para obtener la secuencia de los péptidos resultantes de la 

hidrólisis de hemoglobina por FhCL1 (Lowther et al. 2009). Se realizaron además simulaciones 

moleculares dinámicas sustituyendo los residuos del bolsillo S2 de la estructura de FhCL1 por 

los presentes en las otras enzimas. Se analizó su capacidad de acomodar péptidos con 

diferentes combinaciones de aminoácidos en las posiciones P2 y P3 lo que permitió evaluar la 

contribución de los residuos del sitio activo de FhCL2 y FhCL3 en la interacción con el sustrato. 

. 
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3.1. Digestión de fibronectina y laminina  

En la Figura 16 se observa que las enzimas recombinantes FhCL1 y FhCL2 hidrolizan en 

forma similar ambos sustratos. FhCL3 también es capaz de digerir la fibronectina, mostrando 

un patrón de bandas similar a las enzimas del adulto. En la degradación de laminina FhCL3 es 

más efectiva, degradando extensamente las cadenas de la laminina.    

 
 
 

 

  

Figura 16. Digestión de 

fibronectina y laminina. 

La digestión de cada 

proteína con las enzimas 

activas FhCL1 (1), FhCL2 

(2) o FhCL3 (3)  se 

visualiza en geles NuPage 

Novex 4-12% Bis-Tris 

(Invitrogen) teñidos con 

Flamingo (BioRad). Los 

controles sin enzima se 

indican con F: fibronectina 

y L: laminina. 
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3.2 Artículo: La actividad colagenolítica de las principales catepsinas L involucradas en la 

virulencia del helminto patógeno Fasciola hepatica 

 

Mark W. Robinson, Ileana Corvo*, Peter M. Jones, Anthony M. George, Matthew P. 

Padula, Joyce To, Martin Cancela, Gabriel Rinaldi, Jose F. Tort, Leda Roche, John P. 

Dalton 

 

PLoS Neglected Tropical Diseases, 2011 5(4): e1012. 

 

* Todos los experimentos presentados en este artículo, exceptuando las 

simulaciones moleculares dinámicas, fueron realizados por la tesista 
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4. Identificación de residuos relevantes en la especificidad de sustrato de las 
catepsinas de Fasciola hepatica 

 

Estrategia general 

Para profundizar en el estudio de la especificidad de sustrato de FhCL3 se emplearon dos 

tipos de librerías peptídicas, Possitional Scanning Synthetic Combinatorial Libraries (PS-SCL) 

(Harris et al. 2000) y Multiplex Substrate Profiling by Mass Spectrometry (MSP-MS) 

(O´Donoghue et al. 2012), de modo de ensayar todos los residuos en cada uno de los sitios de 

interacción con el sustrato. Las PS-SCL son librerías de péptidos sintéticos fluorogénicos 

diseñadas de manera que se mantiene fijo un único aminoácido en una de las posiciones 

adyacentes al sitio de corte (P1, P2, P3 o P4), mientras las demás posiciones contienen una 

mezcla equimolar de todos los aminoácidos. De esta forma, para cada una de las 4 posiciones 

del sustrato se tienen 20 sublibrerías con 8000 péptidos diferentes. Cada una de estas sub-

librerías es testeada de forma independiente pero en paralelo. De esta forma es posible 

determinar cuáles son los residuos preferidos por la enzima en cada subsitio utilizando todo el 

espectro de aminoácidos (Figura 17) (Choe et al. 2006). 

 

      

 

 Una estrategia diferente emplean las MSP-MS, las cuales consisten de 124 

tetradecapéptidos lineales sintetizados de manera que todos los pares (XY) o casi pares (X*Y, 

X**Y) de aminoácidos estén representados al menos una vez en la librería. Estos péptidos 

largos son mezclados y ensayados en conjunto, y el método de detección de la hidrólisis no 

involucra la liberación de un fluoróforo sino que se analizan los productos de digestión por 

espectrometría de masas (Figura 18). Esto permite mapear todos los sitios de corte e 

identificar los residuos a ambos lados del sitio activo. Al ser péptidos más largos se asemejan 

Figura 17. Diseño de la 
librería PS-SCL. La librería 

utiliza péptidos conjugados al 
fluoróforo ACC (4-Amino-
carbamoilmetilcumarina), no 
contiene cisteína pero si 
norleucina. Consiste de 4 
librerías P1, P2, P3 y P4 y 
cada una de ellas tiene 20 
sublibrerías con 8000 
compuestos diferentes. En 
total la librería cuenta con 
una diversidad de 160.000 
tetrapéptidos (tomado de 
Choe et al., 2006). 
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mejor a las regiones en forma de loops sensibles a hidrólisis que se hallan expuestas en la 

superficie de las proteínas (O´Donoghue et al. 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Se obtuvieron resultados consistentes para las enzimas FhCL1 y FhCL3 en ambas 

aproximaciones, concordantes con lo reportado previamente para FhCL1 (Stack et al. 2008), lo 

que reafirma que estas metodologías son adecuadas para evaluar especificidad enzimática. En 

base a estos resultados se emplearon las PS-SCL para estudiar cambios en la especificidad de 

FhCL1 o FhCL3 frente a sustituciones en residuos puntuales de los bolsillos S2 y S3. En el 

artículo presentado en la sección 4.1. se realizan sustituciones en los residuos ubicados en las 

posiciones 61 y 67 de FhCL3 por aquellos presentes en FhCL1, y los cambios recíprocos en 

FhCL1 por los residuos de FhCL3, generando enzimas sustituidas en una o ambas posiciones. 

En la sección 4.2. se generan mutantes de FhCL1 hacia FhCL2, estudiándose además de la 

posición 67 ya reportada (Stack et al. 2008), los residuos 157 y 158  del sitio activo. La 

evaluación de las enzimas con sustituciones se complementó con el uso de péptidos sintéticos 

fluorogénicos y sustratos macromoleculares, y se generaron modelos de FhCL3 buscando 

comprender mejor la dinámica de las interacciones en el sitio activo.   

  

Figura 18. Esquema del ensayo de MSP-MS. a) La librería de péptidos de 14 aminoácidos se diseña 

acomodando todos los pares (XY) y casi pares (X*Y, X**Y) de residuos en un decapéptido core (residuos no 
sombreados). X e Y corresponden a aminoácidos definidos, * corresponde a un aminoácido al azar. Los 
extremos (residuos sombreados en gris) se generaron usando pares de aminoácidos (XY) seleccionados de 11 
pools de aminoácidos. n, norleucina. b) Esquema del ensayo. Se incuban los péptidos con una proteasa y se 

toman alícuotas a distintos tiempos, deteniéndose la reacción con un inhibidor o ácido. Cada alícuota es 
inyectada en un sistema LC-MS/MS para detectar la hidrólisis tiempo-dependiente de los péptidos.  Los sitios 
de corte son identificados en comparación con un control incubado sin proteasa (tomado de O´Donoghue et al., 
2012). 
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4.1 Artículo: Disecando el sitio activo de la catepsina colagenolítica L3 del estadio invasivo de 

Fasciola hepatica 

 

Ileana Corvo, Anthony J. O' Donoghue, Lucía Pastro, Natalia Pi-Denis, Alegra 

Eroy-Reveles, Leda Roche, James H. McKerrow, John P. Dalton, Charles S. Craik, 

Conor R. Caffrey & José F. Tort 

 

PLoS Neglected Tropical Diseases, 2013. 7(7): e2269   
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Figure S1. 

Time course of peptide degradation by FheCL1 and FheCL3 analyzed by MSP-

MS. Top panel: total amount of cuts obtained by the different enzymes at 5 min, 15 min, 

1 h, 4 h and 20 h incubation. Bottom panels: amino acids found at positions P3 and 

P2 of the cleaved peptides at different times of incubation with FheCL1 (top, blue) or 

FheCL3 (bottom, red) at 5, 15, and 60 min. Results are expressed as percentage per 

site. The amino acid frequency at each position within the tetradecapetide library 

ranges from 4.2% to 6.8%. Met is substituted by norleucine in the library. 

  

http://www.plosntds.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pntd.0002269.s001
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Table S1. 

Generation of active site mutants by site directed mutagenesis. Oligonucloetide primers 

and templates used are indicated. 

  

 

TABLE S1 

Generation of active site mutants by site directed mutagenesis. 

 

Enzyme variant Plasmid Template Oligonucleotide Sequence* 

FheCL3 H61N FheCL3 wild type FheCL3 H61N Fw CAGAAGATTTGGCAACAACGGATGTGGAGGTGG 

  FheCL3 H61N Rv CCACCTCCACATCCGTTGTTGCCAAATCTTCTG 

FheCL3 W67L FheCL3 wild type FheCL3 W67L Fw CGGATGTGGAGGTGGTTTGATGGAGAACGC 

  FheCL3 W67L Rv GCGTTCTCCATCAAACCACCTCCACATCCG 

FheCL3 H61N W67L FheCL3 H61N FheCL3 W67L Fw & Rv  

FheCL1 N61H FheCL1 wild type FheCL1 N61H Fw CGACCTTGGGGAAATCATGGTTGCGGTGG 

  FheCL1 N61H Rv CCACCGCAACCATGATTTCCCCAAGGTCG 

FheCL1 L67W FheCL1 wild type FheCL1 L67W Fw GTTGCGGTGGTGGATGGATGGAAAATGCTTACC 

  FheCL1 L67W Rv GGTAAGCATTTTCCATCCATCCACCACCGCAAC 

FheCL1 N61H L67W FhCL1 N61H FheCL1 L67W Fw & Rv  

 

* Residues introducing the desired mutation are indicated in italics bold 

http://www.plosntds.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pntd.0002269.s002
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4.2. Contribución de otros residuos variables del subsitio S2 a la especificidad de sustrato 

El análisis del sitio activo de las catepsinas de F. hepatica muestra otros residuos variables 

además de los ya estudiados. Su papel en la interacción con el sustrato no ha sido aún 

explorado (posiciones 157 y 158, ver tabla 1), si bien su relevancia ha sido sugerida mediante 

análisis estructural del sitio activo de FhCL1 (Corvo et al. 2009; Stack et al. 2008). El residuo 

157 está ubicado a la entrada del bolsillo S2 opuesto al residuo 67, y el residuo adyacente 158, 

se localiza junto a la histidina catalítica 159 (Stack et al. 2008). La presencia de treonina en la 

posición 158 es compartida por FhCL2 y FhCL3, por lo que podría estar asociado a su 

capacidad de interaccionar con prolina en P2. Se realizaron mutantes de FhCL1 hacia FhCL2 

con el cambio V157L y N158T, y para realizar ensayos comparativos se generó también el 

mutante de FhCL1 hacia FhCL2, FhCL1 L67Y, así como los tres dobles mutantes y un mutante 

con las tres sustituciones, cuyo bolsillo S2 tienen los mismos residuos que FhCL2. Todas las 

sustituciones en el sitio activo se generaron mediante mutagénesis sitio dirigida (la tabla con 

los oligonucleótidos empleados se muestra en el anexo 1). La especificidad de las enzimas 

mutantes se determinó empleando las PS-SCL (Figura 19) y mediante la hidrólisis de dos 

sustratos sintéticos fluorogénicos (tabla 3). 

En la Figura 19 se observa que ninguno de los cambios introducidos en el bolsillo S2 

modifica cualitativamente las preferencias de FhCL1 en P2. Incluso en la enzima mutante con 

las tres sustituciones, cuyo bolsillo S2 posee los mismos residuos que el de FhCL2, no se 

aprecia un incremento en la capacidad de acomodar prolina en P2 (Figura 19h). Al igual que 

como se observó con la sustitución de Leu67 de FhCL1 por Trp, el cambio L67Y hace que 

aumente la afinidad por glicina en el bolsillo S3 (Figura 19c). Este aumento es aún mayor 

cuando la sustitución L67Y se combina con otra en las variantes con dos (Figura 19d y f) o tres 

sustituciones (Figura 19h). Así, el bolsillo S3 de FhCL1 adquiere una conformación que facilita 

su interacción con el residuo glicina, asemejándose a las preferencias de FhCL2 (Figura 19i), y 

más aún, a las de FhCL3 (Corvo et al. 2013). 

Al emplear sustratos peptídicos sintéticos para estimar los parámetros cinéticos de las 

enzimas encontramos que todas ellas causan en mayor o menor medida una reducción en la 

especificidad hacia el sustrato Z-VLK-AMC, ya sea disminuyendo la constante catalítica o la 

afinidad, pero solo provocan un leve aumento de la hidrólisis del sustrato Tos-GPR-AMC (tabla 

3). La sustitución L67Y causa una disminución a la mitad en la especificidad de la enzima por 

el péptido Z-VLK-AMC, debido a una reducción de la constante catalítica (kcat). La kcat hacia el 

sustrato Tos-GPR-AMC también disminuye pero es compensada con un aumento en la 

afinidad, manteniéndose en el mismo rango la constante de especificidad. Esto sugiere que la 

presencia de la tirosina en posición 67 favorece la interacción con el sustrato pero de alguna 

forma modifica la conformación del sitio activo hacia una configuración que dificulta la hidrólisis 

del enlace peptídico. En las variantes simples FhCL1 V157L y N158T se observa una 
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disminución en la kcat y un aumento en la KM para el sustrato Z-VLK-AMC, respectivamente. 

Para estas mutaciones en combinación con la sustitución L67Y se observa el mismo efecto 

aunque más pronunciado, disminuyendo aún más la especificidad de las enzimas con las 

dobles sustituciones hacia el péptido con Leu en P2 con respecto a los mutantes simples. Sin 

embargo, los parámetros cinéticos de la enzima con la doble sustitución V157L N158T son del 

mismo orden que los de las variantes únicas, mostrando que la presencia de sustituciones a 

ambos lados del bolsillo S2 de FhCL1 provoca una mayor distorsión en la interacción con el 

sustrato Z-VLK-AMC. El hecho de que el mutante triple muestre una reducción más 

pronunciada en la especificidad hacia este sustrato, sugiere que todas las sustituciones están 

contribuyendo a disminuir la preferencia por el péptido Z-VLK-AMC, y las combinaciones 

provocan  un efecto sinérgico. En cambio, la afinidad por Tos-GPR-AMC se ve solo levemente 

incrementada con las sustituciones realizadas (menor KM). Este aumento probablemente se 

deba a la capacidad de las enzimas mutantes de acomodar Gly en esa posición, dado que los 

datos en las PS-SCL indican un incremento en la afinidad hacia glicina en P3.   

 

 

Figura 19. PS-SCL en P2 y P3 de las variantes de 
FhCL1 hacia FhCL2. La actividad se representa como 
porcentaje relativo a la máxima actividad en cada sub-
librería. El aminoácido fijo se muestra con código de una 
letra (n= norleucina). Las barras de error representan la 
DE de ensayos en triplicado. Se incluyen los perfiles de 
FhCL1 y FhCL2 (Stack et al. 2008). Se resalta la 

frecuencia de glicina en P3 en gris oscuro. 
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Tabla 3. Parámetros cinéticos de las variantes de FhCL1 hacia FhCL2 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enzima 

Sustrato 

Z-VLK-AMC Tos-GPR-AMC 

kcat (s
-1

) KM (M) 
kcat/ KM (M

-

1
 s

-1
) 

kcat (s
-1

) KM (M) 
kcat/ KM 

(M
-1

 s
-1

) 

FhCL1 2.32 ± 0.120 3.94 ±  0.93 5,89 x 10
5
 0.0350 ± 0.006 15.10 ± 6.70 2.36 x 10

3
 

FhCL1 L67Y 0.53 ± 0.11 1.72 ± 0.06 3.08 x 10
5
 0.0240 ± 0.003 8.52 ± 2.70 2.82 x 10

3
  

FhCL1 V157L 0.72 ± 0.07 5.23 ± 0.58 1.38 x 10
5
 0.0274 ± 0.001 13.16 ± 1.51 2.08 x 10

3
 

FhCL1 N158T 2.12 ± 0.14 18.38 ± 4.1 1.15 x 10
5
 0.0227 ± 0.001 6.84 ± 1.73 3.32 x 10

3
 

FhCL1 L67Y 
V157L 

0.17 ± 0.010 3.85 ±  0.61 4.42 x 10
4
 0.0270 ± 0.003 6.57 ± 2.40 4.06 x 10

3
 

FhCL1 L67Y 
N158T 

1.35 ± 0.100 23.30 ±  4.00 5.79 x 10
4
 0.0310 ± 0.004 8.81 ± 3.80 3.51 x 10

3
 

FhCL1 V157L 
N158T 

1.67± 0.11 10.2 ± 1.94 1.64 x 10
5
 0.0150 ± 0.001 3.32 ± 1.90 4.52 x 10

3
 

FhCL1 L67Y 
V157L N158T 

0.65 ± 0.07 25.6 ± 6.7 2.54  x 10
4
 0.0302 ± 0.002 6.86 ± 1.85 4.40 x 10

3
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1. La familia de catepsinas L del estadio juvenil 

Los organismos parásitos han evolucionado durante millones de años para adaptarse a 

la vida en el entorno hostil que supone el interior de un hospedero. Este desarrolla a su vez 

mecanismos de defensa que apuntan a la erradicación del parásito. Estos patógenos sintetizan 

y secretan una batería de moléculas efectoras que utilizan para penetrar las barreras de 

defensa del hospedador y establecerse procurando la adquisición de nutrientes y modulando la 

respuesta inmune para sobrevivir dentro del mismo. En los parásitos trematodos del género 

Fasciola, es notable la predominancia de cisteína proteasas tipo catepsinas en los extractos 

somáticos y en los PES del gusano. Varios trabajos mostraron que las catepsinas producidas 

por el parásito no son las mismas a lo largo del ciclo de vida. Se observó que las proteínas 

secretadas durante los primeros estadios de infección en el intestino del hospedero son 

diferentes a las del parásito inmaduro 21 días post-infección, los cuales muestran un patrón 

más similar al gusano adulto residente en los canalículos biliares (Cancela et al. 2008; 

Tkalcevic et al. 1995). Con el advenimiento de las técnicas de secuenciación masiva y la 

electroforesis bidimensional para la identificación de proteínas por espectrometría de masas se 

realizaron varios estudios de transcriptómica y proteómica de los diferentes estadios del 

parásito, confirmando que las cisteína proteasas son las proteínas secretadas más 

representadas y que diferentes catepsinas son expresadas durante el transcurso de una 

infección (Cancela et al. 2010; Robinson, Tort, et al. 2008; Robinson et al. 2009). A pesar de 

contar con varias bibliotecas de ESTs de los diferentes estadios del parásito (Cancela et al. 

2010; Robinson et al. 2009; Young et al. 2010), el genoma completo de Fasciola hepatica aún 

no ha sido secuenciado por lo que el complemento completo de proteínas que dispone el 

parásito es desconocido. 

Al inicio de este trabajo las catepsinas principales secretadas por el parásito adulto, 

FhCL1 y FhCL2, ya habían sido purificadas (Smith et al. 1993) y sus genes clonados para 

permitir la caracterización fisicoquímica de las enzimas recombinantes(Dowd et al. 1997; 

Roche et al. 1997). En la base de datos del GenBank se encontraban depositadas varias 

isoformas de las catepsinas de adultos pero unas pocas secuencias correspondían a 

catepsinas expresadas por el estadio juvenil de F. hepatica. El grupo de Harmsen y cols. 

(Harmsen et al. 2004) identificó en juveniles una proteína cuya secuencia deducida del extremo 

N-terminal coincidía con el de una proteína identificada previamente en extractos somáticos de 

juveniles (Tkalcevic et al. 1995); a la cual denominaron FhCL3. En nuestro grupo se confirmó la 

presencia de FhCL3 en ESTs de juveniles y se identificó una segunda catepsina a partir de 

ADNc de JRD que se denominó FhCL4 (Cancela et al. 2008). Buscando clonar las catepsinas 

completas de juveniles generamos una mini-librería de ADNc, obteniendo 12 secuencias 

diferentes. El análisis filogenético de estas secuencias permitió la identificación de un tercer 

grupo de cisteína proteasas del estadio juvenil, al cual denominamos FhCL6 (Figura 10). La 

existencia de varios genes codificantes de catepsinas en los JRD no es sorprendente ya que 
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en el estadio adulto del parásito también se han descrito al menos 3 grupos de catepsinas 

(FhCL1: FhCL1A & B, FhCL2 y FhCL5) (Robinson, Dalton, et al. 2008). Al igual que ocurre con 

las secuencias de las catepsinas de adultos, se detectaron pequeñas variaciones 

(polimorfismos nucleotídicos o SNP) en las secuencias de juveniles dentro de cada uno de los 

grupos (Figura 9). Esta heterogeneidad se observó también en estudios de proteómica de los 

PES de gusanos adultos, donde se identificaron múltiples catepsinas con masa similar pero 

puntos isoeléctricos diferentes (Morphew et al. 2007, 2011). Estos polimorfismos pueden 

deberse ya sea a la presencia de varios alelos de catepsinas (dado que el RT-PCR se realizó 

sobre ARN extraído de una población heterogénea de parásitos) o bien a la existencia de 

múltiples genes ortólogos codificantes de las catepsinas, lo que deberá evaluarse mediante 

estudios de organización del genoma del parásito. A favor de esta hipótesis, se han 

identificado en F. hepatica al menos 5 genes de catepsinas L (Heussler & Dobbelaere 1994) y 

en F. gigantica se estimó mediante Southern blot una familia de aproximadamente 10 genes 

ortólogos de catepsinas L (Grams et al. 2001). La duplicación génica y la divergencia funcional 

que experimentan posteriormente muchas familias génicas es un proceso fundamental en la 

evolución de nuevas funciones, y lleva a la aparición de genes que cumplen funciones 

diferentes aunque a menudo relacionadas. Es plausible que este mecanismo haya moldeado la 

evolución de la familia de catepsinas de F. hepatica (Irving et al. 2003), sin embargo dada la 

alta similitud de secuencias, la caracterización de esta familia génica aguarda a que se 

complete el genoma del parásito. 

 

2. Expresión de FhCL3 recombinante activa 

Para estudiar las propiedades fisicoquímicas y la especificidad de sustrato de las 

catepsinas, se puso a punto un sistema eficiente para la expresión de las enzimas 

recombinantes en el laboratorio. Se eligió un sistema de expresión eucariota sencillo pero con 

la ventaja de permitir el correcto plegamiento de estas enzimas, como lo son las levaduras, el 

cual se optimizó para la producción de las catepsinas secretadas por el estadio adulto y juvenil 

de Fasciola hepatica, FhCL1 y FheCL3. Durante el transcurso de esta tesis, estudios 

proteómicos demostraron que FhCL3 es la única catepsina L que se encuentra en los 

productos de excreción/ secreción de JRD cultivados in vitro (Robinson et al. 2009), sugiriendo 

un papel preponderante en la interfase parásito-hospedador. Puesto que FhCL4, y el tercer 

grupo identificado, FhCL6, son detectadas únicamente a nivel de ARNm, es probable que 

participen en procesos intracelulares del metabolismo del parásito o sean secretadas en muy 

bajas cantidades. En base a estos resultados se decidió focalizar en el estudio de FhCL3. Se 

puso a punto la expresión de esta catepsina en la levadura H. polymorpha, obteniéndose la 

enzima madura y la proenzima secretadas al medio de cultivo. Se probaron diferentes medios 

de inducción, y se determinó que tanto en medio rico como en medio mínimo las enzimas son 

secretadas al medio de cultivo, pero solo se detectó actividad en las levaduras inducidas en 
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medio mínimo. El análisis del sobrenadante del cultivo en medio rico mediante SDS-PAGE 

mostró la presencia de la proenzima L3, sugiriendo que la misma se está expresando, pero en 

medio rico no ocurre el autoprocesamiento como sí sucede en el medio mínimo. Dado que los 

niveles de expresión resultaron similares en ambos casos y es más fácil realizar el tamizaje de 

clones midiendo actividad enzimática, decidimos adoptar el protocolo de expresión en medio 

mínimo.  

Anteriormente otros grupos habían clonado y expresado FhCL3 en forma recombinante 

en la levadura S. cerevisiae y en baculovirus, obteniéndose la proenzima en ambos casos, sin 

lograr procesarla a su forma activa. Este hecho, sumado a la presencia de una asparagina en 

la posición P1 del sitio de corte del propéptido, sugería la necesidad de una asparaginil 

endopeptidasa para el procesamiento de FhCL3 a su forma madura (Harmsen et al. 2004; 

Reszka et al. 2005). Sin embargo, en nuestro sistema parte de la enzima se activa durante o 

luego de su secreción al medio, y la porción que se expresa en forma de zimógeno es capaz 

de autoprocesarse a la forma madura al ser incubada durante 3 horas en un tampón ácido (pH 

4 preferentemente) en presencia de un agente reductor como el DTT. Este resultado 

concuerda con lo observado para las catepsinas del estadio adulto, FhCL1 y FhCL2 (Stack et 

al. 2008), que son capaces de hidrolizar el propéptido de forma intra o intermolecular en medio 

reductor generando la enzima activa. Cabe destacar que la secuencia inicial del propéptido de 

FhCL3 expresada en los otros 2 sistemas (H3N-SNDVSWHEWK) es idéntica a la nuestra. Por 

otro lado, nuestros estudios del estado de glicosilación de la enzima recombinante sí 

concuerdan con los resultados obtenidos en los estudios anteriores, donde encuentran que la 

proenzima migra con un peso molecular aparente mayor al esperado, y que se produce una 

forma de menor tamaño al incubar la enzima en presencia de deglicosilasas, tanto cuando es 

expresada en la levadura S. cerevisiae como en células de insecto (Harmsen et al. 2004; 

Reszka et al. 2005). Este hecho era predecible dado que FhCL3 presenta sitios potenciales de 

N-glicosilación, si bien se ha descrito que la enzima nativa parece no estar glicosilada ya que 

su patrón de migración en SDS-PAGE coincide con el de la enzima recombinante de S. 

cerevisiae tratada con deglicosilasas (Reszka et al. 2005). Los diferentes patrones de 

glicosilación seguramente tengan implicancias para el uso de FhCL3 recombinante como 

antígeno en la generación de vacunas o ensayos de inmunodiagnóstico, como discutiremos 

más adelante. Si bien puede estar influyendo en la potencia de la enzima o su estabilidad, el 

patrón de glicosilación no se espera que modifique la especificidad de la enzima.  

Con la expresión en la levadura H. polymorpha también se logró un aumento 

significativo en la producción de la enzima FhCL1 recombinante secretada al medio de cultivo.  

Roche et al., 1997 habían obtenido en el entorno de 0.5 mg/L al expresarla en S. cerevisiae. 

Inicialmente, este nivel de expresión se mejoró con rendimientos de 0.8 – 1 mg/L (Corvo et al. 

2009) y las condiciones de cultivo fueron posteriormente optimizadas al protocolo descrito en la 

primera sección de Resultados, con el cual las cantidades de proteína obtenidas alcanzan los 
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10 mg/L. Además, se desarrolló un protocolo que permite obtener las enzimas con un alto 

grado de pureza directamente en los sobrenadantes del cultivo de las levaduras inducidas en 

medio con metanol. Esto tiene la ventaja de reducir enormemente los pasos de purificación de 

la proteína y de esta manera evitar la disminución en los rendimientos de producción 

inherentes a los métodos de purificación. Esto es posible pues esta levadura no produce 

cisteína proteasas secretadas intrínsecas, lo que dificultaría la purificación de las enzimas. 

Esto fue corroborado induciendo la expresión del gen ScPEX3 (Figura 8) en paralelo y en las 

mismas condiciones que los genes de catepsinas de Fasciola, y constatando que no se detecta 

actividad cisteína proteasa en el sobrenadante del cultivo (datos no mostrados).  

Demostramos que la catepsina L3 recombinante muestra características típicas de las 

cisteína proteasas del tipo papaína (clan C1A), siendo activada por agentes reductores como el 

DTT o cisteína, e inhibida por E-64. Se determinó su estabilidad a 37°C, temperatura a la cual 

se encuentra dentro del hospedero mamífero. Se observó que FhCL3 es capaz de conservar 

un 50% de su actividad luego de 8 horas de incubación a 37°C en un tampón de pH neutro. En 

comparación con la catepsina FhCL1, se realizó un perfil de actividad en un rango de pH 3 - 9 

a concentraciones saturantes de sustrato, observando la dependencia de kcat en función del 

pH. La curva indica la presencia de dos grupos ionizables, presumiblemente correspondientes 

al tiol y la histidina que forman la díada catalítica, u otros grupos cuyo estado de protonación es 

importante para la catálisis en el complejo enzima-sustrato. El desfasaje en la curva de una 

enzima con respecto a la otra sugiere diferencias en el entorno del grupo ionizable. Asimismo, 

FhCL3 presenta su óptimo de actividad a pH 7, mientras FhCL1 muestra su pico de actividad a 

un pH un poco menor, reflejando posibles adaptaciones a las condiciones de los diferentes 

microentornos en los que son secretadas. Es interesante notar que la autoactivación de la 

proenzima ocurre a pH ácido, mientras el máximo de actividad de las enzimas es en un 

entorno neutro. Algunos estudios sugieren que el pH del tubo digestivo de F. hepatica es 

ligeramente ácido (Halton, 1997) en tanto que el pH del duodeno y de los canalículos hepáticos 

normalmente se encuentra en valores neutros o ligeramente alcalinos (Rune, 1973). 

Consecuentemente, es probable que la enzima se active una vez secretada al tubo digestivo 

del parasito, y alcance actividad máxima al ser regurgitada, donde puede degradar proteínas 

del hospedero. 

   

3. Especificidad de sustrato de las catepsinas de F. hepatica  

 
3.1. Hidrólisis de sustratos peptídicos y librerías sintéticas 

En estudios previos de nuestro grupo se encontró que la actividad hidrolítica sobre 

péptidos sintéticos en los PES de JRD cultivados in vitro era en el orden tos-GPR > Z-FR > Z-

RR-AMC (Cancela et al. 2008), sugiriendo la presencia de catepsinas tanto de tipo L como de 

tipo B. El análisis de las preferencias de sustrato de la catepsina L3 recombinante permitió 
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determinar que es responsable de la actividad mayor, dado que mostró una preferencia 70 

veces mayor por el sustrato tos-GPR-AMC frente a los sustratos Z-FR-AMC o Z-VLK-AMC, 

típicos de catepsinas L de adultos (Corvo et al. 2009). Posteriormente se evaluó un número 

mayor de oligopéptidos sintéticos incluyendo di, tri y tetrapéptidos con residuos de diferentes 

características (aromáticos, alifáticos, prolina) determinándose las constantes cinéticas 

mediante regresión no lineal a partir de la curva de Michaelis Menten. Al ampliar el panel de 

sustratos peptídicos sintéticos, se observa que FhCL3 hidroliza con mayor eficiencia los 

péptidos que tienen prolina en P2 (Tos-GPR-AMC > Boc-AGPR-AMC > Tos-GPK-AMC), siendo 

Boc-VPR-AMC la excepción, ya que la constante de especificidad para este sustrato es entre 

20 y 60 veces menor que la de los otros tres péptidos conteniendo Pro en P2 (Robinson et al. 

2011). Cabe destacar que Boc-VPR-AMC es el único de estos péptidos que no posee una Gly 

en P3, lo que sugiere la relevancia del residuo acomodado en el bolsillo S3 en la interacción de 

FhCL3 con sus sustratos.  

Para que la comparación de los parámetros cinéticos sea fiable, se requiere realizar la 

cinética y estimación de los parámetros en las mismas condiciones de temperatura, pH, 

concentración de enzima y fuerza iónica, preferentemente en el mismo instrumento. Esto se 

debe a que los valores absolutos de las constantes pueden variar con las condiciones 

experimentales. Los parámetros cinéticos se calcularon entonces en paralelo para la catepsina 

de juveniles y las catepsinas de adultos para todos los péptidos sintéticos evaluados (Robinson 

et al. 2011). Los resultados obtenidos fueron consistentes con los datos previos reportados 

para las enzimas FhCL1 y FhCL2, mostrando que ambas son eficientes en la hidrólisis de 

oligopéptidos con aminoácidos hidrofóbicos en la posición P2, como Leu y Phe (Stack et al. 

2008). FhCL2 puede también acomodar péptidos con Pro en esa posición, pero en forma 

menos eficiente. Notoriamente, y como los resultados preliminares anticipaban, FhCL3 resultó 

ser la más eficiente hidrolizando péptidos con Pro en P2, siendo los demás péptidos en general 

pobremente hidrolizados. Los parámetros mostraron aún más eficiencia que la catepsina K de 

mamíferos, considerada el prototipo de catepsina colagenolítica.  

Para reafirmar los datos obtenidos con los sustratos peptídicos, se ensayó el efecto de 

un par de inhibidores sintéticos selectivos de cisteína proteasas, uno irreversible, la peptidil 

diazometilcetona Z-Phe-Ala-CHN2 y otro reversible, el inhibidor II de catepsina K (Z-

LNHNHCONHNHLF-Boc, CKII). Las diazometilcetonas peptídicas inhiben específicamente las 

cisteína proteasas, por lo que son inhibidores selectivos (Green & Shaw 1981; Shaw & Green 

1981). Su mecanismo de inhibición se basa en ―imitar‖ al sustrato peptídico al interaccionar con 

el sitio activo de la enzima pero una vez unido ésta no es capaz de hidrolizarlo para reanudar 

un nuevo ciclo de catálisis, por lo que variando los residuos de la porción peptídica es posible 

modular su capacidad inhibitoria frente a distintas cisteína proteasas. Los cambios en las tasas 

de inactivación de estos inhibidores han mostrado diferencias subyacentes en la afinidad de los 

subsitios de unión al sustrato de las cisteína proteasas B y L (Kirschke & Shaw 1981). Tanto 
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FhCL1 como FhCL2 fueron fuertemente inhibidas por Z-Phe-Ala-CHN2, sin embargo, la 

inhibición sobre FhCL3 fue 20 veces menor, indicando que FhCL3 no acomoda fácilmente 

aminoácidos hidrofóbicos en P2. Con respecto al inhibidor II de catepsina K, FhCL2 resultó ser 

la enzima que mejor se inhibe (Ki 0.46 nM), lo que refleja el hecho que su sitio activo comparte 

con la catepsina K humana aminoácidos en posiciones clave que han sido postulados como 

determinantes de la especificidad de sustrato. La inhibición sobre FhCL1 fue menor pero con 

una Ki del mismo orden de magnitud (0.63 nM), mientras que la inhibición sobre FhCL3 fue 20 

veces menor (Ki 9.05 nM) (Robinson, Corvo et al. 2011). El uso de péptidos e inhibidores 

sintéticos confirman la hipótesis de que la catepsina L3 secretada por el estadio juvenil de F. 

hepatica tiene diferente especificidad de sustrato que las enzimas secretadas por el estadio 

adulto, mostrando un comportamiento atípico, en cuanto a sus preferencias de sustrato, para 

las catepsinas de tipo L. Tanto las catepsinas L de mamíferos como las parasitarias prefieren 

en general sustratos con aminoácidos aromáticos (catepsina L y V de mamíferos) o alifáticos 

en P2 (catepsina K, S y F de mamíferos, papaína, catepsinas FhCL1 y FhCL2 de F. hepatica) 

(Choe et al. 2006), mientras FhCL3 acomoda mejor sustratos con Pro en esa posición (Corvo 

et al. 2009; Robinson, Corvo et al. 2011). 

 Al estudiar las enzimas con dos librerías peptídicas sintéticas los resultados resaltaron 

las mismas diferencias en la especificidad de sustrato de estas catepsinas que los datos 

anteriores. Muestran el rol dominante del subsitio S2 así como la especificidad de FhCL3 por 

residuos de Pro en P2, en contraste con FhCL1, la cual acomoda mejor residuos alifáticos en 

esa posición (Corvo et al. 2013). En general, el bolsillo S3 de las catepsinas acepta bien 

cualquier aminoácido, si bien ha sido reportada selectividad hacia Pro en la papaína y 

bromelaína (Choe et al. 2006). El análisis del perfil de aminoácidos acomodados por FhCL3 en 

S3 nos permitió confirmar su selectividad hacia el residuo Gly como sugerían los resultados 

anteriores. Si comparamos los perfiles P1-P4 obtenidos con las PS-SCL para las tres enzimas 

principales de F. hepatica es interesante notar que FhCL2 tiene características intermedias 

entre FhCL3 y FhCL1. Así, es capaz de acomodar Pro en P2 aunque en menor medida que 

Leu, a la vez que Gly es el aminoácido que ocupa con mayor frecuencia el sitio S3, si bien la 

diferencia en frecuencia con el resto de los residuos no es tan marcada como en FhCL3.  

      Las preferencias del lado C-terminal del sitio de corte (P1´-P4´) son menos 

conocidas pues dado el papel central que se ha atribuido al sitio P2 en la especificidad de las 

catepsinas, en general las estrategias de estudio se han basado en sustratos fluorogénicos 

que ubican el fluoróforo en P1´. Los datos de MSP-MS muestran que a diferencia de la enzima 

del adulto, FhCL3 tiene cierta restricción en el bolsillo S1´ acomodando con mayor frecuencia 

residuos de serina y glicina (Corvo et al. 2013). En el futuro sería interesante profundizar en la 

especificidad del lado prima del sitio de corte de la enzima, empleando otras herramientas 

desarrolladas para abordar su estudio (Hemerly et al. 2003; Lanfranco et al. 2008; O´Donoghue 

et al. 2012).  
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Las diferencias de especificidad reflejan la historia evolutiva de las catepsinas de Fasciola. 

Los análisis filogenéticos muestran que los genes codificantes de FhCL3 son el linaje más 

divergente, lo que llevó a plantear que probablemente sería la más antigua de las enzimas 

(Irving et al. 2003; Robinson, Tort, et al. 2008; Stack, Dalton & Robinson 2011), a partir de la 

cual evolucionaron las catepsinas de adultos posiblemente mediante eventos de duplicación y 

divergencia (Irving et al. 2003). En estos artículos se propone además que FhCL1 evolucionó a 

través de FhCL2. Su sitio activo interacciona bien con residuos alifáticos en P2, siendo una 

enzima especializada en la digestión de hemoglobina (Lowther et al. 2009), principal fuente de 

nutrientes para el parásito adulto. El sitio activo de FhCL2 muestra características de ambas 

enzimas, manteniendo la capacidad de acomodar residuos con Pro en P2, con menos 

frecuencia que los residuos alifáticos, y de digerir el colágeno, aunque en forma menos 

eficiente que la enzima secretada por el estadio juvenil. Sin embargo, no podemos descartar 

que FhCL3 sea una enzima especializada y que la mayor divergencia se deba a selección 

positiva actuando a favor de la adquisición de una mayor eficiencia en la hidrólisis de los 

sustratos que enfrenta el parásito juvenil. De hecho, Irving y col. (Irving et al. 2003) 

identificaron regiones posiblemente sujetas a selección positiva que incluyen a varios de los 

residuos del sitio activo, entre ellos los aquí estudiados por mutagénesis.  

 

3.2. Hidrólisis de sustratos macromoleculares 

Durante el inicio de la infección por Fasciola los JRD deben atravesar la pared intestinal 

del hospedero, y migrar por la cavidad peritoneal y el parénquima hepático hacia los 

canalículos biliares del hígado donde se aloja y madura al estadio adulto. Resulta interesante 

entonces estudiar la capacidad de FhCL3 de degradar componentes de la matriz extracelular 

con los cuales pudiera enfrentarse durante este trayecto, tales como distintos tipos de 

colágeno, fibronectina y laminina, entre otros.  

Los colágenos están estrechamente involucrados en la formación de redes fibrilares, 

membranas basales así como otras estructuras de la matriz extracelular. El colágeno tipo I es 

el más abundante en el organismo, seguido de los colágenos tipo II, III y IV siendo el colágeno 

II un componente mayoritario del cartílago hialino. El colágeno se caracteriza por contener 

dominios con repetidos del tripéptido Gly-X-Y ricos en Pro e hidroxiprolina (Hyp), involucrados 

en la formación de la triple hélice del colágeno (Gelse, 2003). La habilidad de acomodar 

residuos de Pro en la posición P2 del sustrato de FhCL2 se asoció con su capacidad de 

degradar la triple hélice del colágeno tipo I, mientras que FhCL1 solo degrada las regiones 

teloméricas no helicoidales de la molécula (Stack et al. 2008). Dada su alta afinidad por 

péptidos conteniendo Pro en P2, FhCL3 se postulaba como una enzima que podría degradar 

colágeno. De acuerdo con esta hipótesis, observamos que efectivamente la enzima tiene la 

capacidad de degradar el colágeno tipo I en condiciones de pH y temperatura que favorecen la 

estabilidad de su triple hélice (pH neutro y 28°C). La actividad colagenolítica de secreciones y 
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extractos somáticos del parásito juvenil había sido tempranamente descrita por Howell en 1966 

(Howell, 1966), utilizando un método colorimétrico de liberación de color del azocol. Nuestros 

resultados sugieren que la enzima principal responsable de esta actividad es FhCL3. Es 

importante notar que el pH y temperatura del medio tiene una gran influencia en la capacidad 

de las enzimas de digerir determinados sustratos, probablemente debido a variaciones en la 

conformación o plegamiento de estos. Como ejemplo, podemos mencionar la capacidad de 

FhCL1 de digerir la hemoglobina y el colágeno tipo I a pH ácido pero no a pH neutro o alcalino 

(Lowther et al. 2009; Stack et al. 2008). Al comparar la actividad de FhCL1, FhCL2 y FhCL3 a 

pH ácido o neutro sobre los distintos tipos de colágeno encontramos que solo FhCL3 y, en 

menor medida, FhCL2 son capaces de hidrolizarlo a pH 7, mientras FhCL1 incluso luego de 20 

horas de incubación no es capaz de hidrolizarlo. FhCL1 solo hidroliza el colágeno a pH 5.5 y 

principalmente actúa sobre los dímeros β siendo las cadenas 1 y 2 más resistentes 

(Robinson, Corvo et al. 2011). Cabe mencionar que los estudios previos de degradación de 

moléculas de colágeno por parte de PES y de las enzimas FhCL1 y FhCL2 aisladas de 

parásitos adultos fueron realizados a pH ácido (5.5 o 6) y 37°C (Berasaín et al. 1997).  Al 

analizar la frecuencia con que aparece cada residuo en las posiciones P1-P4 de los fragmentos 

resultantes de la digestión del colágeno mediante HPLC-MS, se observó que en P1, P3 y P4 

aparecen en general varios aminoácidos, siendo Gly, Pro y Ala los hallados con mayor 

frecuencia. Este sesgo podría deberse a que estos tres aminoácidos son los encontrados en 

mayor porcentaje en el colágeno (anexo 2). De acuerdo a lo esperado, tanto FhCL2 como 

FhCL3 mostraron selectividad en el subsitio S2, pero no hacia Pro como ocurre con los 

péptidos sintéticos, sino hacia Gly. Esto muestra que el uso de péptidos sintéticos si bien 

resulta útil para estudiar la selectividad de las enzimas, no necesariamente se correlaciona de 

forma directa con los sitios de corte observados en sustratos macromoleculares. Si bien las 

interacciones entre P2-S2 son las más relevantes, las catepsinas no dejan de constituir un 

grupo promiscuo de proteasas capaces de hidrolizar una amplia gama de sustratos. Debemos 

considerar además que las proteínas no se presentan en una conformación extendida, sino 

que están plegadas en una estructura tridimensional determinada, lo que hace que ciertas 

regiones estén expuestas para interaccionar con el sitio activo de la enzima mientras otras 

permanecen ocultas. La cinética de la proteólisis implica que los cortes más tempranos se 

realicen sobre los residuos más accesibles de la proteína, generando un cambio en la 

estructura del sustrato que subsecuentemente expone otros enlaces peptídicos inicialmente 

inaccesibles. Al realizar los ensayos de digestión del colágeno procurando conservar su 

estructura nativa, las regiones en contacto con el solvente no necesariamente reflejen la 

secuencia lineal Gly-Pro-Y que se concibe como de alta afinidad para FhCL3. A pesar de la 

concordancia entre la cinética de péptidos sintéticos y la digestión de hemoglobina por FhCL1 

(Lowther et al. 2009), también se ha reportado que los sitios de hidrólisis sobre otros sustratos 

proteicos, como por ejemplo las IgGs, no refleja lo observado con los péptidos más cortos 



Discusión general 

 

 

   103 

(Berasain et al. 2000). Esto puede estar relacionado con el hecho de que en estos estudios el 

análisis de los productos de hidrólisis se realizó a tiempo final luego de varias horas de 

digestión, por lo que no estamos observando cuáles son los cortes iniciales, y si estos respetan 

las preferencias mostradas in vitro con sustratos sintéticos. 

Otro componente mayoritario de la matriz extracelular es la fibronectina, la cual se une 

a receptores de membrana del tipo integrinas, así como a otros componentes de la matriz 

como el colágeno, la fibrina y los proteoglicanos. La laminina es una glicoproteína que forma 

parte de la lámina basal asociada a otras proteínas, entre ellas la fibronectina, colágeno, 

entactina, y tiene una función de anclaje de las células epiteliales. Ya había sido descrita la 

capacidad de las enzimas nativas secretadas por el estadio adulto de degradar estas dos 

macromoléculas (Berasaín et al. 1997). En este trabajo demostramos que las enzimas FhCL1 y 

FhCL2 recombinantes también pueden degradar fibronectina y laminina a 37°C y pH neutro, 

así como la catepsina L3 del estadio juvenil, la cual a la misma concentración que las enzimas 

del adulto parece generar un mayor número de fragmentos de menor tamaño de fibronectina y 

es la única capaz de digerir eficientemente la laminina. La capacidad de FhCL3 de digerir todos 

los componentes de matriz extracelular analizados sugiere que juega un rol importante en la 

migración del parásito juvenil durante las primeras etapas de la infección por F. hepatica. 

Evidencia más directa de esto lo constituye el estudio de interferencia de JRD sobre catepsinas 

L y B, al notar que los juveniles tienen disminuida su capacidad de atravesar el epitelio 

intestinal cuando se hace un knock down de estos genes (McGonigle et al. 2008). Sin 

embargo, los autores describen una parálisis en la mayoría de los JRD 4h después de 

incubarlos en el medio conteniendo el ARNdc blanco de las catepsinas, aunque el movimiento 

normal se restablece luego de 1 hora en medio sin ARNdc. Ensayos similares en nuestro 

laboratorio muestran también una movilidad reducida en los gusanos tratados con ARNdc 

contra FhCL2. Estos datos indican que tanto la disminución en la motilidad, como el 

silenciamiento en sí de las catepsinas L de juveniles están influyendo en la reducida capacidad 

de los parásitos interferidos de atravesar la pared del duodeno. Para confirmarlo, sería 

interesante determinar si la adición de las catepsinas de juveniles (FhCL3 y catepsinas B) a los 

parásitos interferidos aumenta el porcentaje de parásitos capaces de atravesar el epitelio 

duodenal.   

Se ha planteado que la capacidad para hidrolizar inmunoglobulinas tipo G en la región 

bisagra mostradas por FhCL1 y FhCL2, es un posible mecanismo de evasión de la respuesta 

inmunitaria (Berasain et al. 2000; Smith et al. 1993). Mientras que FhCL1 expresada en H. 

polymoprha confirma lo observado con proteasas de adultos purificadas al degradar IgG1, 

FhCL3 no fue capaz de degradar este sustrato en las mismas condiciones donde sí es eficiente 

en la hidrólisis de colágeno tipo I (Corvo et al. 2009). Los organismos parásitos han 

desarrollado diferentes estrategias de defensa para evadir la respuesta inmune del hospedero, 

tales como la variación de los antígenos de la superficie del parásito o la interferencia directa 
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con las funciones efectoras del sistema inmune del hospedador. En este sentido, se ha 

reportado que los juveniles de F. hepatica pueden realizar rápidamente un recambio del 

glicocáliz de su superficie, lo que podrían emplear como mecanismo evasor (Hanna, 1980). La 

habilidad de digerir distintos tipos de IgGs descrita para las FhCL1 y FhCL2 podría reflejar el 

hecho de que el gusano adulto reside de forma permanente en una localización específica, en 

contacto con la sangre en los canalículos biliares del hígado, dando el tiempo suficiente al 

sistema inmune del hospedero de montar una respuesta efectiva. La forma juvenil por el 

contrario es un estado migratorio, que además va sufriendo un proceso de maduración que le 

lleva a modificar sus perfiles de proteínas secretadas a través del tiempo lo que podría ejercer 

un efecto protector en sí mismo.   

 

4. Correlación estructura-función en el sitio activo de las catepsinas 

 Para analizar la relación estructura-función que pudiese dar cuenta de la diferente 

especificidad de estas enzimas comparamos modelos moleculares de FhCL2 y FhCL3 con la 

estructura de otras catepsinas, entre ellas FhCL1, las catepsinas L y K humana y la zingipaína 

del jengibre. La catepsina K y la zingipaína se escogieron por su habilidad de acomodar Pro en 

P2 y de digerir el colágeno (Garnero et al. 1998; Kim et al. 2007). Las diferencias en el sitio 

activo de las enzimas de la familia de la papaína están dadas por unos pocos residuos que 

forman parte de los subsitios S2 y S3 (Drenth et al. 1968; Stack et al. 2008). Más 

específicamente, las posiciones variables son los residuos 61, 64, 67, 157, 158 y 205. 

Sorprendentemente, la mayor similitud estructural en el sitio activo de FhCL3 se observó con la 

zingipaína, encontrándose los aminoácidos His61 y Trp67 conservados en ambas enzimas 

(Corvo et al. 2009). El residuo en la posición 67, que se localiza en el límite de los bolsillos S2 y 

S3, ya ha demostrado ser relevante en la especificidad de estas enzimas (Smooker et al. 2000), 

mientras el residuo 61, ubicado en el piso del bolsillo S3 no había sido previamente analizado. 

Los modelos también revelan que la topología de los subsitios S2 y S3 de FhCL3 es similar a la 

que presenta la zingipaína, siendo sus bolsillos S2 y S3 pequeños en comparación con las otras 

enzimas, debido a que se disponen a ambos lados de un aminoácido voluminoso como es el 

Trp. La presencia de una His en el bolsillo S3 contribuiría a hacerlo aún más angosto, 

permitiendo acomodar únicamente residuos pequeños. Sin embargo, el hecho de que el Trp 

ubicado a la entrada de los bolsillos S2 y S3 pueda rotar colocando su cadena lateral en una u 

otra dirección (Corvo et al. 2013), haría que residuos más voluminosos puedan ocupar uno de 

estos subsitios, siempre y cuando el residuo inmediato pueda acomodarse en el bolsillo 

adyacente, necesariamente restricto. La presencia de una Tyr67 en FhCL2 y la catepsina K 

humana, hacen que el bolsillo S2 sea algo restringido, mientras que FhCL1 y la catepsina L 

humana tienen un bolsillo más ancho delimitado por una Leu.  

El análisis de HPLC-MS de los sitios de corte sobre la molécula de colágeno, es 

consistente con estas observaciones. Si bien el sitio S3 no muestra inicialmente selectividad, al 
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observar los 11 sitios donde FhCL2 o FhCL3 cortaron habiendo una Pro en P2, 8 contenían Gly 

en P3. Esto coincide con estudios previos de degradación de colágeno por la catepsina K 

(Kafienah et al. 1998) y la zingipaína GPII (Kim et al. 2007), donde hallaron que de los 12 sitios 

de corte del colágeno I conteniendo Pro en P2 (8 para la catepsina K y 4 para GPII), en 10 

había una Gly en P3. Un elemento a tener en cuenta es que en estos ensayos se observan los 

péptidos obtenidos a tiempo final, donde se mezclan sitios de corte primarios, sobre la proteína 

nativa, y sitios secundarios que quedan expuestos al avanzar la proteólisis. La interrelación 

entre la capacidad de acomodar residuos en S2-S3 también se observó para los oligopéptidos 

sintéticos ensayados, observando que FhCL3 acomoda fácilmente Pro en P2 sólo si está 

presente una glicina en P3 (siendo kcat/KM 60 veces mayor para Tos-GPR-AMC que para Boc-

VPR-AMC). Las simulaciones moleculares dinámicas de unión a ligandos peptídicos, 

sustituyendo los aminoácidos variables de los sitios S1´, S2 y S3 de FhCL1 por los encontrados 

en FhCL2 o FhCL3 mostraron que estas últimas enzimas tienen baja afinidad de unión por el 

ligando AAPR*NAA pero la afinidad se ve incrementada al sustituir la Ala por Gly en P3 (ligando 

AGPR*NAA). De estos estudios se desprendió también una base molecular plausible que 

podría en parte, dar cuenta de la mayor eficiencia de FhCL3 para degradar el colágeno I con 

respecto a FhCL2. Se observó que FhCL3 es capaz de unir estrechamente un ligando con 

hidroxiprolina en la posición P3, PPGP*PGP (P representa hidroxiprolina) mientras en el caso 

de FhCL2 el mismo ligando no logra acomodarse satisfactoriamente en su sitio activo 

(Robinson, Corvo et al. 2011). Nuestros resultados apuntan a que las modificaciones en los 

subsitios S2 y S3 de FhCL2 y FhCL3 han moldeado la especificidad de sustrato de estas dos 

enzimas generando selectividad diferencial sin comprometer su habilidad de degradar las 

moléculas de colágeno, de manera que ambas puedan contribuir a su digestión en los distintos 

estadios del parásito en que son secretadas. Las variaciones observadas en el sitio activo de 

las catepsinas de Fasciola son indicativas de la divergencia funcional y especialización durante 

la evolución de esta familia génica. Si bien la habilidad de acomodar una Pro en la posición P2 

del sustrato surgió de manera independiente en mamíferos, trematodos y plantas, la 

arquitectura del sitio activo que les confiere esa actividad resulta ser similar en todas ellas, un 

claro ejemplo de convergencia evolutiva.  

  Dado que las diferencias en la especificidad de sustrato de FhCL1 y FhCL3 se 

encuentran principalmente en los bolsillos S2 y S3, decidimos sustituir mediante mutagénesis 

dirigida los residuos que son diferentes entre las enzimas para investigar su contribución a la 

especificidad de las catepsinas. Estudios previos reportaron un leve incremento de la 

especificidad hacia péptidos con Pro en P2 en las variantes FhCL1 L67Y (Stack et al. 2008), 

FhCL5 L67Y (Smooker et al. 2000) y FhCL5 L67W (Norbury et al. 2012). Nos sorprendió 

encontrar que la sustitución en la posición 67 genera efectos totalmente diferentes en FhCL1 y 

FhCL3. Mientras el cambio de Leu a Trp en la posición 67 de FhCL1 genera cambios sutiles en 

sus preferencias, como había sido reportado para FhCL5 (leve disminución y aumento de su 
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afinidad hacia Leu y Pro, respectivamente, (Norbury et al. 2012), la sustitución del Trp 67 de 

FhCL3 por Leu provoca una drástica alteración de la especificidad de la enzima, tanto en el 

subsitio S2 como en el S3. La enzima mutante pierde su preferencia tanto por Pro en P2 como 

Gly en P3, así como su capacidad de digerir el colágeno tipo I, pero sin adquirir las preferencias 

de sustrato de FhCL1 (Corvo et al. 2013). Esto se debe fundamentalmente a una disminución 

de varios órdenes de magnitud en la kcat, sugiriendo que la presencia del triptófano es 

necesaria para interaccionar con el sustrato de forma de asegurar una orientación adecuada 

para la catálisis. Esta respuesta es diferente a lo observado para la sustitución del mismo 

aminoácido en las catepsinas L y K humanas, donde el intercambio del residuo 67 de una por 

otra, hace que se inviertan sus preferencias aminoacídicas en P2 (Lecaille, Choe, et al. 2002; 

Lecaille et al. 2007).  

La sustitución L67Y (de FhCL1 a FhCL2) disminuye la especificidad hacia el sustrato Z-

VLK-AMC, y levemente incrementa la afinidad hacia Tos-GPR-AMC, en concordancia con lo 

reportado por C. M. Stack et al., 2008. La misma sustitución en FhCL5, sin embargo, provoca 

un incremento marcado en la especificidad hacia el mismo sustrato (Smooker et al. 2000). Se 

planteó que esta diferencia podría ser consecuencia de la presencia de una Leu en la posición 

157 de FhCL5 (Corvo et al. 2009; Stack et al. 2008). A favor de esta hipótesis se observa que 

en la variante de FhCL1 con ambas sustituciones L69Y V157L disminuye aún más la 

especificidad hacia Z-VLK-AMC y se incrementa la afinidad por Tos-GPR-AMC como lo indica 

su menor valor de KM. Por otro lado, la presencia de una Thr en la posición 158 es exclusiva de 

FhCL2 y FhCL3 entre todas las catepsinas conocidas, por lo que se hipotetizó que podría estar 

vinculada a la particular especificidad. Sin embargo, la contribución del residuo 158 a las 

interacciones en S2 es pequeña y no concuerda con las hipótesis planteadas. No obstante, 

analizando más en detalle el sitio activo de las enzimas, se observa que mientras el esqueleto 

del residuo de Thr contribuye a formar la pared del sitio S2, la cadena lateral polar que posee el 

hidroxilo se orienta hacia el bolsillo S1´, por lo que podría estar influenciando las interacciones 

al otro lado del sitio de corte de la enzima. Como se ha mencionado, son necesarios otros 

enfoques con péptidos extendidos para analizar en detalle las interacciones del lado prima del 

sitio de corte (Hemerly et al. 2003; Juliano et al. 2004; Lanfranco et al. 2008; O´Donoghue et al. 

2012; Portaro et al. 2000). 

 Si bien la estructura de las catepsinas y la conformación del sitio activo son similares en 

todas las enzimas de la familia, este resultado sugiere que existen diferencias más profundas 

en la arquitectura proteica que subyacen a estas observaciones. Es necesario profundizar en el 

estudio de estas diferencias, realizando análisis de estructura-actividad, para lo cual sería 

interesante obtener la estructura cristalográfica de la enzima. En este sentido, se podrían 

emplear diferentes estrategias para la cristalización, ya sea formando complejo con un 

inhibidor, como el E-64, o generando un mutante del sitio activo para impedir el 

autoprocesamiento a la forma madura como se hizo en el caso de  proFhCL1 (Stack et al. 
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2008). Si bien nos hemos centrado en las diferencias en el sitio activo, por su obvia relevancia 

en la función, existen otros residuos que difieren entre estas proteínas, que podrían modular la 

actividad. Irving y cols. (Irving et al. 2003) identificaron varios residuos con selección positiva 

en la familia de las catepsinas de Fasciola, y si bien varios de ellos coinciden con el sitio activo, 

algunos mapean en otras regiones de la proteína. En este sentido, en un artículo reciente se 

aporta evidencia a favor de la existencia de los denominados ―sectores‖ proteicos. Estos serían 

redes dispersas de aminoácidos contiguos espacialmente en la estructura de una proteína que 

coevolucionan, de modo que las mutaciones en residuos ubicados en un ―sector‖ producirían 

cambios en la especificidad de unión de ligandos en las proteínas (McLaughlin Jr et al. 2012). 

Los residuos que constituyen el sector forman parte del sitio activo en muchos casos, pero 

también pueden localizarse en puntos distantes, siendo más difícil identificarlos como 

relevantes para la funcionalidad de la proteína. Sería interesante intentar identificar si existen 

sectores, y en caso afirmativo cuáles residuos forman parte de los mismos y si son o no 

compartidos por las diferentes catepsinas. Nuestros resultados sugieren la presencia de 

residuos clave fuera del bolsillo S2 de estas enzimas, que contribuyen a delinear la arquitectura 

del sitio activo y por ende la especificidad de sustrato.  

Nuestro trabajo apoya el papel importante que juega el residuo 67 del bolsillo S2 de las 

catepsinas en la interacción y orientación del sustrato en una conformación adecuada para la 

catálisis enzimática. En las enzimas secretadas por el parásito adulto, la sustitución de este 

residuo provoca cambios sutiles en la especificidad de sustrato, mientras que en FhCL3 altera 

drásticamente la enzima, disminuyendo su actividad hacia sustratos peptídicos y 

macromoleculares. Sería interesante evaluar si este cambio afecta a la estructura secundaria o 

la conformación de la enzima mediante técnicas espectroscópicas como dicroísmo circular, IR 

y fluorescencia, así como estudiar cuál o cuáles pasos de la catálisis se ven afectados al 

sustituir el Trp 67 en FhCL3. Por otra parte, la diferencia de especificidad observada ofrece una 

oportunidad para el desarrollo de inhibidores selectivos que exploten la particularidad de la 

enzima secretada por el estadio invasivo.  
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1. Aplicaciones en la prevención, tratamiento y diagnóstico de la fascioliasis 

Las cisteína proteasas han sido evaluadas como blancos para el desarrollo de vacunas 

y el diseño de drogas para el control de la fascioliasis, con resultados que sugieren que 

podrían usarse en la formulación de una vacuna efectiva contra esta parasitosis. En F. 

hepatica se ha observado que por separado las catepsinas L1 y L2 nativas provocan una 

disminución de alrededor del 34% en la carga parasitaria de ovejas, mientras que si se 

administran juntas la reducción alcanza el 60% (Bentancor et al. 2002). Un estudio más 

reciente empleando como antígeno de vacunación proFhCL1 recombinante expresada en P. 

pastoris, reporta una reducción de la carga parasitaria del 48% en vacunos inmunizados en 

relación con el grupo control (Golden et al. 2010). Ensayos de vacunación en ratas con una 

fracción antigénica de JRD conteniendo proteínas de peso molecular entre 12-35 KDa 

mostraron ser fuertemente inductores de protección contra la infección por F. hepatica. 

Mediante western blot con sueros de ratas vacunadas se encontró una proteína de 32 KDa 

como altamente inmunogénica, la cual se identificó como la proenzima de la catepsina L3 (van 

Milligen et al. 2000). Los ensayos de vacunación en ratas con proFhCL3 recombinante 

expresada en baculovirus mostraron una protección parcial (52%) frente a la infección 

experimental con Fasciola, sin embargo la proenzima expresada en S. cerevisiae no mostró 

potencial inmunoprotector (Reszka et al. 2005). A su vez reportan que se obtuvo una reducción 

en el nivel de protección con la enzima de baculovirus al emplear la enzima desglicosilada, 

indicando que el patrón de glicosilación de la catepsina influye en su capacidad antigénica. 

Dado que la adición de distintos azúcares depende del sistema de expresión de la proteína 

recombinante, no podemos suponer a priori cómo será el comportamiento de FhCL3 producida 

en nuestro sistema. Por consiguiente, sería interesante evaluar su potencial inmunoprotector, 

sobre todo en una vacuna en combinación con catepsinas del adulto u otras enzimas 

hidrolíticas, como la LAP, que ya ha demostrado un elevado nivel de protección (Acosta et al. 

2008; Maggioli et al. 2011). En este sentido, otros grupos han evaluado en ratones el uso de 

más de una catepsina en una vacuna polivalente (una catepsina B y FhCL5 de F. hepatica, y 

una catepsina L de juveniles de F. gigantica), mostrando que los niveles de protección mejoran 

al combinar antígenos secretados por diferentes estadios (Smooker et al. 2010).  

Por otro lado, en el área diagnóstica, varios trabajos reportan el uso de las catepsinas 

FhCL1 y FhCL2 de F. hepatica como antígenos para la inmuno-detección del ganado infectado 

(Cornelissen et al. 2001; Kuerpick et al 2013). Los anticuerpos específicos en sueros de vacas 

infectadas se detectan a partir de 4 semanas post-infección (pi), obteniendo una sensibilidad 

del 100% a partir de la semana 10 pi (Kuerpick et al. 2013). El empleo de una enzima 

secretada por el parásito juvenil podría contribuir al desarrollo de metodologías que permitan 

detectar las infecciones en forma precoz, o aumentar la sensibilidad de los ensayos. Además, 

la marcada especificidad de sustrato de FhCL3 hace de ella un blanco interesante para el 
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desarrollo de inhibidores específicos abriendo otras posibilidades al control parasitario.  Las 

diazometilcetonas peptídicas inhiben específicamente las cisteína proteasas y no son activas 

frente a otras clases de proteasas como las serina o metaloproteasas, ni frente a los grupos tiol 

en general. Además, es posible utilizarlas in vivo para inactivar proteasas por ejemplo en 

cultivos celulares, ya que a las dosis que inhiben eficazmente a las proteasas no son tóxicas 

para las células (Green & Shaw 1981; Shaw & Green 1981). La acil-oximetilcetona Ac-HGPR 

es un inhibidor peptídico similar a las peptidil diazometilcetonas, (con prolina y glicina en P2 y 

P3, respectivamente), selectivo e irreversible para la catepsina K humana, que no afecta a las 

catepsinas L y V, aunque también inhibe a la catepsina B (Choe et al. 2006). Sería interesante 

plantearse el desarrollo de inhibidores del tipo diazometilcetonas peptídicas específicos para 

FhCL3, que exploten su especificidad de sustrato diferencial con respecto a las otras 

catepsinas del parásito y a las catepsinas del hospedador. Estos inhibidores tendrían utilidad 

en el laboratorio para realizar estudios funcionales de la enzima, pero también presentan un 

uso potencial como complemento de drogas antihelmínticas que ya se utilizan para el 

tratamiento del ganado, o para la prevención de la infección en seres humanos que vivan en 

regiones endémicas o desarrollen actividades que impliquen un alto riesgo de infección. El 

principal desafío es generar una droga selectiva para la enzima parasitaria que no afecte al 

gran número de proteasas homólogas del hospedero con funciones esenciales para el 

organismo. En este aspecto, el conocimiento profundo de la bioquímica y estructura de las 

enzimas parasitarias y su comparación con las enzimas de mamíferos permite avanzar en el 

desarrollo de compuestos que sean inhibidores selectivos. 

 

2. Aplicaciones biotecnológicas y biomédicas  

La capacidad de degradar el colágeno que posee FhCL3 abre perspectivas de uso 

biotecnológico de esta enzima. Son varias las aplicaciones industriales donde se usan 

colagenasas, como por ejemplo en la industria de limpieza de cueros, tiernizado de carnes o 

cosmetología, y farmacéutica dónde se usan colagenasas en la formulación de dentífricos y 

cremas cicatrizantes entre otros productos (Kathleen et al 2005; Watanabe 2004). 

En el área biomédica, se ha planteado el uso potencial de parásitos helmintos o 

moléculas producidas por estos para la prevención y/o tratamiento de desórdenes pro o auto-

inflamatorios (como el shock séptico, rechazo de trasplantes o enfermedades autoinmunes). 

Esto se debe a la demostrada capacidad de estos parásitos de modular el sistema inmune de 

manera de volcarlo hacia una respuesta de tipo anti-inflamatoria y reguladora (Th2/Treg) (Tilp 

et al. 2013). En un trabajo reciente se demostró que la administración intraperitoneal de PES 

de F. hepatica disminuye de 85% a 15% la aparición de diabetes autoinmune en ratones 

diabéticos no-obesos, así como la capacidad de FhCL1, junto a otras 2 moléculas secretadas 
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por  F. hepatica, de modular el sistema inmune del ratón hacia respuestas tipo Th2 (Robinson 

et al. 2013).  

La expresión aberrante de las catepsinas se ha asociado a numerosas patologías 

humanas entre las que se encuentran la artritis reumatoidea, picnodisostosis (catepsina K), el 

síndrome de Papillon-Lefevre (catepsina C), varios desórdenes neurológicos, la osteoporosis y 

el cáncer (catespinas B, F, L, S). La sobreexpresión, amplificación génica y expresión de 

diferentes variantes de splicing de genes de catepsinas ha sido asociada a la iniciación y 

progresión del cáncer. Se ha sugerido que esta expresión alterada podría participar en la 

degradación descontrolada de componentes de matriz extracelular y membranas basales 

facilitando la invasión y metástasis de células tumorales, postulándose también su participación 

en la proliferación de células malignas y la angiogénesis (Joyce et al. 2004; Mohamed & 

Sloane 2006; Turk et al 2001; Vasiljeva et al. 2007; Vasiljeva & Turk 2008). Desde esa 

perspectiva,  el conocimiento del papel de las catepsinas en la invasión parasitaria puede 

contribuir a comparar mecanismos de invasión mediados por enzimas similares en procesos 

como el cáncer y las enfermedades degenerativas. 
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ANEXO 1. Oligonucleótidos empleados en la mutagénesis del bolsillo S2 de FhCL1 hacia FhCL2. 

 

 

  

Enzima 
Plásmido 

molde 
Oligonucleótidos Secuencia 

FhCL1 L67Y FhCL1 
FhCL1 L67Y Fw GGTTGCGGTGGTGGATATATGGAAAATGCTTACC 

FhCL1 L67Y Rv GGTAAGCATTTTCCATATATCCACCACCGCAACC 

FhCL1 V157L FhCL1 
FhCL1 V157L Fw GTTCACCGCTTCGTTTGAACCATGCAGTCTTGG 

FhCL1 V157L Rv CCAAGACTGCATGGTTCAAACGAAGCGGTGAAC 

FhCL1 N158T FhCL1 
FhCL1 N158T Fw CACCGCTTCGTGTGACCCATGCAGTCTTGG 

FhCL1 N158T  Rv CCAAGACTGCATGGGTCACACGAAGCGGTG 

FhCL1 L67Y V157L FhCL1 L67Y FhCL1 V157L Fw & Rv  

FhCL1 L67Y N158T FhCL1 L67Y FhCL1 N158T Fw & Rv  

FhCL1 V157L 
N158T 

FhCL1 
FhCL1 V157L N158T Fw GTTCACCGCTTCGTTTGACCCATGCAGTCTTGGCTG 

FhCL1 V157L N158T Rv CAGCCAAGACTGCATGGGTCAAACGAAGCGGTGAAC 

FhCL1 L67Y V157L 
N158T 

FhCL1 
V157L 
N158T 

 
FhCL1 L67Y Fw & Rv 
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ANEXO 2. Frecuencia de aminoácidos en el colágeno I  
 
Utilizando la herramienta ProtParam de ExPASy (http://web.expasy.org/protparam/) se calcula el porcentaje de cada aminoácido en las cadenas 

de colágeno alfa1 y alfa 2 bovino y humano. El contenido es muy similar al comparar cada cadena y entre las dos especies, por lo que en la gráfica 

superior el porcentaje (%) de cada aminoácido (aa) se estimó como un promedio entre ambas cadenas en las 2 especies.  
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