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Diversidad enzimatica de la fraccion soluble de un aislado venezolano de

adultos Paragonimus sp.
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Paragonimus sp. es un trematodo que causa inflamacién crénica del pulmén en mamiferos
carnivoros y en el hombre, constituyendo un problema de salud publica en paises asiaticos
y latinoamericanos. Los trematodos poseen enzimas que facilitan la penetracion y migracion en
diferentes hospederos a fin de garantizar su ciclo evolutivo. Con el objetivo de evaluar la diversidad
enzimatica de la fraccién soluble (FSPA, 100.000 g) de un aislado venezolano de adultos de
Paragonimus sp. se realizaron determinaciones enzimaticas a diferentes pH, usando curvas de
calibracion (A 405 nm vs. nmol) para interpolar la absorbancia de grupos p-nitrofenol o p-nitroanilina
liberados por la hidrélisis de sustratos sintéticos; se utilizaron también sustratos 2-naftilamidicos y
2-naftélicos para determinar esterasas, peptidasas, fosfomonoesterasas y glicosidasas. Se demostro
que fosfohidrolasas, glicosidasas y peptidasas estan presentes en la FSPA, destacandose la 3-NAG
(0,55 pmol/h/mg, pH 5,5) y la cistein proteasa (0,4 ymol/h/mg, pH 5,5) como las actividades mas
elevadas, sefialando la importancia funcional de la actividad glicosidica y peptidica en este parasito,
las cuales estan probablemente relacionadas con su habitat y su necesidad de degradacion de
secreciones pulmonares. Estos resultados representan los primeros estudios enzimaticos registrados
en vermes adultos de un aislado venezolano de Paragonimus sp. obtenidos del reservorio Didelphis
marsupialis.

Palabras clave: Paragonimus sp., enzimas, trematodos, Venezuela.

INTRODUCCION

La paragonimiasis es un problema de salud
publica en paises asidticos y en algunos paises de
Latinoamérica (Yokogawa, 1965; Alarcon de Noya
et al., 1985). Los parasitos migran a través de varios
tejidos hospederos hasta alcanzar los pulmones,
por lo que igual que la mayoria de los trematodos,
Paragonimus debe poseer una serie de enzimas
necesarias para la invasion, migracion y nutricion que
lo ayudan a adaptarse y sobrevivir en los diferentes
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habitat hospederos, para cumplir su ciclo y garantizar
su persistencia en el tiempo.

Recientes evidencias bioquimicas y
protedmicas demuestran que los vermes adultos de
Paragonimus westermani excretan/secretan proteasas
que juegan un papel importante en la nutricidén
(hemoglobinasa), en la patogénesis de la paragonimiasis
y en inmunomodulacién de la respuesta del hospedero
(Choi et al., 2006; Song & Kim, 1994; Lee et al., 20006);
en particular, se describen varias cistein-proteasas
en adultos y distintos estadios de P. westermani
capaces de hidrolizar sustratos sintéticos tales como
CBZ-Phe-Arg-AFC(carboxybenzyl-phenylalanyl-
arginyl-7-amino-4-trifluoromethylcoumarin) a sus
respectivos optimos de pH (Song & Kim, 1994; Na
et al., 2006; Lee et al., 2006). Muchas enzimas de
trematodos son antigénicas y han resultado de gran
valor diagnéstico (Ikeda et al., 1996. Alarcon de Noya
et al., 1997; Cesari et al., 1992; Pujol et al., 1989).



Diversidad enzimatica de Paragonimus sp. en Venezuela

Las cistein proteasas de P. westermani son antigenos
inmunodominantes (Lee et al., 2006).

Con el objetivo de evaluar la diversidad
enzimatica de la fraccion soluble (FSPA) de un aislado
venezolano de adultos de Paragonimus sp. se realizaron
determinaciones segiin Dresden & Asch (1972) y Cesari
et al. (1998, 2000) a diferentes pH, usando curvas de
calibracion (A 405 nm vs. nmol) para interpolar la
absorbancia de los grupos p-nitrofenol o p-nitroanilina
liberados por la hidrolisis de sustratos sintéticos
(Cesari, 1974; Cesari et al., 1998; Dresden & Asch,
1972); también se utilizaron sustratos 2-naftilamidicos
y 2-naftdlicos para determinar esterasas, peptidasas,
fosfomonoesterasas y glicosidasas (API ZYM 11, API
ZYM 2520, BioMerieux, Marcy L’Etoile, Francia)
(Cesari et al., 2000).

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la fraccion soluble (FSPA, 100.000
g) del aislado de vermes adultos de Paragonimus sp.

Los vermes adultos de Paragonimus
sp. obtenidos de Didelphis marsupialis fueron
resuspendidos en 50 mM de Tris pH 7,2, a razén
de 8 parasitos por cada 3 mL de solucion. La
preparacion fue homogenizada en Potter-Evejhelm
a 4°C y ultracentrifugada a 100.000 g por 2 horas
a 4°C (ultracentrifuga Beckman modelo L8-M). El
sobrenadante (fraccion soluble, FSPA) fue dializado
contra 50 mM de Tris pH 7,2 durante toda la noche a
4°C (Cesari, 1974; Cesari et al., 1998). Posteriormente,
se le realizo la determinacion de proteinas por el
método de Bradford (1976).

Diversidad enzimatica de la fraccion soluble (FSPA,
100.000 g)

Para obtener el perfil enzimatico de la
FSPA de Paragonimus sp. se siguidé la metodologia
desarrollada por Dresden & Asch (1972) y Cesari et
al. (2000). Se realizaron determinaciones enzimaticas
a pH acido y alcalino mediante microensayos en
placas MAXISORP (NUNC) fondo plano y un lector
de placas SpectraMAX 250 (Molecular Devices). Las
actividades enzimaticas detectadas correspondieron a:
las fosfomonoesterasas Fosfatasa Acida (FAc, pH =
5,0) y Fosfatasa Alcalina (FAL, pH = 9,6) utilizando
como sustrato p-nitrofenil fosfato; las aminopeptidasas
Leucin Aminopeptidasa (LAP, pH=28,0) y L-a-Alanin
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Aminopeptidasa (a-AAP, pH = 8,0) utilizando como
sustrato L-a-Alanina p-nitroanilida; las glicosidasas
N-Acetil-p-D-Glucosaminidasa (B-NAG, pH = 5,5)
utilizando como sustrato p-nitrofenil-N-acetil-f-D-
glucosaminida, a-manosidasa (a-MAN, pH = 5,5)
utilizando como sustrato p-nitrofenil-a-D-mandsido
y N-Acetil-a-D Glucosaminidasa (a-NAG, pH =35,5)
utilizando como sustrato p-nitrofenil-o-D-glucosido; y
Cistein-Proteasa (CP, pH = 5,5) utilizando el sustrato
sintético CBZ.Phe-Arg-p-nitroanilida en presencia de
L-cisteina. Los ensayos se leyeron a 405 nm. Se usaron
curvas de calibracion para interpolar los valores de
absorcion de la muestra (A vs. nmol) y calcular las
distintas actividades. Se utiliz6 1 N NaOH para detener
la mayoria de las reacciones realizadas a pH acido con
excepcion del ensayo de cistein-proteasa donde se
utilizé acido acético al 20%. Por el contrario, para todas
las reacciones realizadas a pH alcalino se utiliz6 acido
acético al 20%, con excepcion del ensayo de Fosfatasa
Alcalina donde la reaccion se termind afiadiendo 1
N NaOH. La actividad enzimatica fue expresada en
términos de pmoles o nmoles de sustrato hidrolizado
por 1 hora, definiéndose a la actividad especifica como
la actividad referida a la concentracion de proteinas
en la muestra (umol/h/mg) (Cesari et al., 1983; 1992;
2000).

Galeria enzimatica API ZYM

Se utiliz6 una serie de sustratos sintéticos
adsorbidos sobre un soporte sélido en el fondo de
pocillos dispuestos sobre tiras de plastico (series API
ZYM 11y API ZYM 2520, BioMerieux, Marcy L’Etoile,
France). La serie API ZYM 2520 contenia un conjunto
de sustratos 2-naftélicos (2N) y 2-naftilamidicos
(2-NA) para la determinaciéon de esterasas
(2N-butirato, 2N-fosfato, 2N-caprilato, 2N-miristato),
peptidasas (L-Leucil-2NA, L-Valil-2NA, L-Cistil-
2NA, N-Benzoil-DL-Arginine-2NA, N-Glutaril-
Fenilalanina-2NA), fosfohidrolasas (2N-fosfato,
Naftol-AS-Bl-fosfato), glicosidasas (6-Br-2N-a-D-
galactopirandsido, 2N-B-D-galactopiranoésido, Naftol-
AS-BI-B-D-glucurénido, 2N-a-D-glucopirandsido,
6-Br-2N-f-D-glucopirandsido, 1N-acetil-a-D-
glucosaminida, 6-Br-2N-a-D-manopirandsido, 2N-a-
L-fucopiranoésido). La serie API ZYM II contiene un
conjunto de sustratos especificos para la determinacion
de peptidasas (0-L-Glu-2NA, N-Benzil-L-Leu-2NA,
S-Benzil-L-Cys-2NA, D-L-Met-2NA, Gly-Gly-HBr-
2NA, Gly-L-Phe-2NA, Gly-L-Pro-2NA, L-Leu-Gly-
2NAy L-Ser-L-Tyr-2NA). En cada pocillo se coloco
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65 pl de FSPA y las tiras de sustrato se incubaron
por 2 horas a 37°C en camara himeda. Transcurrido
el tiempo se afiadieron 35 pl de reactivo A (2,5 g de
Trizma-Base; HC137%; 1 g de SDSy 10 ml de agua
destilada) y 35 pl de reactivo B (35 mg de Fast-Blue;
10 ml de 2-metoxietanol). Después de 10 minutos,
el sobrenadante de cada pocillo fue transferido a un
pocillo correspondiente en una placa de ELISA y se
ley6 a diferentes longitudes de ondas entre 450 nm
y 620 nm segln el producto cromogénico liberado
(naftilamina o naftol) acomplejados con Fast Blue.
Se establecié como unidad de actividad enzimatica la
cantidad de enzima que produjo, por la hidrélisis del
sustrato, una absorcion de 0,1 unidades de densidad
optica (DO) a la longitud de onda (nm) utilizada en una
hora (U), definiéndose a la actividad especifica como
la actividad referida a la concentracion de proteinas en
la muestra (Cesari et al., 2000).

RESULTADOS

Diversidad enzimatica de la fraccion soluble (FSPA,
100.000 g) de un aislado venezolano de adultos de
Paragonimus sp.

Entre las actividades enzimaticas que
se detectaron a pH acido (5,5), la N-acetil-B-D-
glucosaminidasa (B-NAG) presentd la actividad
especifica mas alta (0,55 pmol/h/mg), observandose

Fig. 1. Actividades enzimaticas de la FSPA 100.000
g detectadas a pH acido (pH 5,5) sobre sustratos
sintéticos. FAc: Fosfatasa Acida; B-NAG: N-Acetil-
B-D-Glucosaminidasa; a-NAG: N-Acetil-a-D-
Glucosaminidasa; a-MAN: a-manosidasa; CP:
Cistein-Proteasa. Se realizaron dos experimentos
independientes por cada actividad enzimatica;
en la figura se muestra los resultados de un
experimento realizado por triplicado y reportado
como media * DE (n = 3).
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para la Cistein-Proteasa (CP) y la a-manosidasa
(a-MAN) actividades especificas de 0,41 y 0,19
pmol/h/mg respectivamente, seguida por la fosfatasa
acida (FAc) (0,09 umol/h/mg) (Fig. 1). La N-acetil-a-D-
glucosaminidasa (a-NAG) a pH 5,5 fue insignificante.

A pH alcalino, se midio la actividad Elastasa
(pH 10) la cual presentd valores muy bajos (0,0012
pmol/h/mg) y la actividad a-Alanin Aminopeptidasa
(a-AAP, pH 8,0; 0,03 umol/h/mg). Se midieron
también las actividades Leucin Aminopeptidasa
(LAP, pH 8,0) y Fosfatasa Alcalina (FAL, pH 9,6),
las cuales mostraron valores de 0,015 y 0,014 pmol/h/
mg, respectivamente (Fig. 2). Las actividades alcalinas
fueron menos activas que las 4cidas (Fig. 1, 2).

Sustratos API ZYM 11

La incubacion de la FSPA con los derivados
2-naftilamidicos (2NA) de varios amino acidos y
dipéptidos de la serie API ZYM II permitio6 la deteccion
de hidrolisis sobre L-seril-tirosina (735 U/mg) y glicil-
prolina (1305 U/mg). Los otros sustratos no fueron
hidrolizados significativamente (Fig. 3).

Sustratos API ZYM 2520

Lautilizacion de esta serie permitio corroborar
algunos de los resultados obtenidos en los ensayos

Fig. 2. Actividades enzimaticas en la FS 100.000
g detectadas a pH alcalino. FAL: Fosfatasa
Alcalina; a-L-AAP: a-Alanina Aminopeptidasa;
LAP: Leucin Aminopeptidasa; Elastasa. Se
realizaron dos experimentos independientes
por cada actividad enzimatica; en la figura
se muestra los resultados de un experimento
realizado por triplicado y reportado como
media £ DE (n = 3).
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Fig. 3. Actividad enzimatica de la FSPA 100.000 g sobre sustratos 2-Naftilamidicos
(2-NA) EN APl ZYM II. (1) y-L-Glutaminil-2-NA (piroglutamasa); (2) N-Benzoil-L-
Leucil-2-NA (quimiotripsina); (3) S-Benzil-L-Cistil-2-NA (Cistil Endopeptidasa); (4)
D-L-Metionil-2-NA (Metionil Aminopeptidasa; (5) Glicil-Glicil-2-NA (glicil-glicina
dipeptidasa); (6) Glicil-L-Fenilalanil-2-NA (Glicil-Fenilalanina dipeptidasa); (7) Glicil-
L-Prolil-2-NA (Glicil Prolina dipeptidasa); (8) L-Leucil-Glicil-2-NA (Leucil Glicina
dipetidasa); (9) L-Seril-L-Tirosil-2-NA (Seril Tirosina dipeptidase). Se realizaron dos
experimentos independientes por cada serie de sustratos enzimaticos, una serie de
sustratos fue incubada sin fraccion enzimatica como control; en la figura se muestra
los resultados de un experimento representativo.
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Sustratos

realizados con los sustratos sintéticos p-nitrofenilados
o p-nitroanilidas (Fig. 1, 2, 4). Las actividades
hidroliticas mas elevadas a pH 4cido fueron: N-Acetil-
B-D-Glucosaminidasa (1625 U/mg), Fosfatasa Acida
(980 U/mg) y Naftol-AS-BI-Fosfohidrolasa (885 U/
mg); luego, la Leucin Arilamidasa (355 U/mg) y la
B-Galactosidasa (215 U/mg) (Fig. 1). Otras actividades
detectadas en esta galeria fueron: C8-Lipasa (170 U/
mg) y Fosfatasa Alcalina (125 U/mg), seguidas por
Cistina-Arilamidasa (115 U/mg) y a-Manosidasa
(105 U/mg). No se detect6 actividad a-Galactosidasa,
B-Glucosidasa, Valina-Arilamidasa y a-Fucosidasa

(Fig. 4).
DISCUSION

La importancia de las enzimas en el
metabolismo de adaptacion de los helmintos esta bien

establecida (Dresden & Deelder, 1979; Chapman &
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Mitchell, 1982; Hotez et al., 1985). Las actividades
proteoliticas han sido estudiadas en extractos crudos
o en productos de excrecion/secrecion liberados
in vitro de estadios larvales y parasitos adultos de
trematodos utilizando sustratos no especificos de
proteasas como Azocoll, y sustratos especificos como
elastina, fibrina y péptidos sintéticos derivatizados con
aminometilcoumarina (Barret, 1980). Cornejo et al.,
(1994) reportaron la presencia de enzimas proteoliticas
liberadas por adultos de Paragonimus mexicanus. En
Venezuela, ningin estudio se ha realizado sobre las
enzimas de especies similares; por ende se decidid
evaluar la diversidad enzimatica general en la fraccion
soluble (FSPA) de Paragonimus sp., en la cual se
hallaron varias glicosidasas, fosfatasas y peptidasas.

En el presente estudio y bajo las condiciones
experimentales descritas, la actividad mas relevante
que se observo en FSPA fue la glicosidasa N-acetil-

Bol. Mal. Salud Amb.
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Fig. 4. actividad enzimatica de la FSPA 100.000 g sobre sustratos 2-Naftil (2-N) y
2-Naftilamidicos (2-NA) EN APIZYM 2520. (1) 2N-fosfato pH 8,0 (Fosfatasa Alcalina); (2)
2N-butirato (C4 Esterasa); (3) 2N-caprilato (C8 Lipasa); (4) 2N- miristato (C14 Lipasa);
(5) L-Leu-2-NA (Leucin Aminopeptidasa); (6) L-Val-2-NA (Valil Aminopeptidasa); (7)
L-Cys-2-NA (Cistein Aminopeptidasa); (8) N-benzoil-DL-Arg-2NA (endopeptidasa tipo
tripsina); (9) N-glutaril-L-Phe-2NA (endopeptidasa tipo quimiotripsina); (10) 2N-fosfato
pH 5,2 (Fosfatasa Acida); (11) Naftol-AS-Bl-fosfato pH 5,2 (Naftol Fosfohidrolasa);
(12) 2N-a-D-Gal (a-Galactosidasa); (13) 2N-B-D-Gal (B-Galactosidasa); (14) Naftol-
AS-BI-3-D-glucurénido (B-D-Glucuronidasa); (15) 2N-a-D-Glc (a-Glucosidasa); (16)
2N-B3-D-Glc (B-Glucosidasa); (17) 1N-Acetil-B-D-Glucosaminida; (18) 2N-a-D-Man
(a-Manosidasa); (19) 2N-a-L-Fuc (a-Fucosidasa). Se realizaron dos experimentos
independientes por cada serie de sustratos enzimaticos, una serie de sustratos fue
incubada sin fraccion enzimatica como control; en la figura se muestra los resultados

de un experimento representativo.
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Sustratos

B-D-glucosaminidasa (B-NAG, pH 5,5); esta actividad
fue detectada tanto con el sustrato p-nitrofenil-f-D-N-
acetilglucosaminida (Fig. 1) como con 1-naftil-p-D-N-
acetilglucosaminida de la seria API ZYM 1250 (Fig.
4). La B-NAG actua hidrolizando oligosacaridos donde
esta involucrada la -D-N-acetilglucosamina, residuo
azucarado que forma parte de muchos polimeros
estructurales, entre los que se incluye la mucina
(Lehninger & Cox, 1995). A diferencia de B-NAG,
no se observo actividad a-N-acetilglucosaminidasa
(Fig. 1). En localizacion intracelular, la B-NAG es
una enzima lisosomal; su presencia en las células del
tubulo proximal renal contribuye significativamente en
la degradacion de mucopolisacaridos y glicoproteinas
(Garcia et al.,2001). Su alta actividad en FSPA sugiere
que los vermes adultos de Paragonimus sp. degradan
glicoconjugados con cadenas oligosacaridicas unidas
por enlace tipo-N (mucinas), en concordancia con los
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resultados de Fujino et al. (1983) quienes reportaron
que las B-glucosaminidasas de jovenes y adultos de
Paragonimus ohirai y de P. westermani son muy
activas en la degradacion y/o en la modulacion de
glicoconjugados de origen parasitario o hospedero. En
otras especies, los estudios realizados con productos
de excrecion-secrecion de F. hepatica han sugerido
que las B-glucosaminidasas cumplen una funciéon
en la degradacion de la mucina (Irwin et al., 2004).
Otras glicosidasas con actividad relevante fueron la
a-Manosidasa y la f-Galactosidasa (Fig. 1, 4). La
presencia de estas tres actividades glicosidasas en
FSPA (100.000 g) es interesante por cuanto que en
P. ohirai y P. westermani estan involucradas en la
degradacion secuencial de las mucinas (Fujino et al.,
1983) otorgandole por consiguiente al Paragonimus
sp. esta capacidad. En su estadio adulto en el pulmoén,
Paragonimus entra en contacto con el moco bronquial
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y probablemente degrada la mucina presente en este
fluido bioldgico. Otros sustratos para glicosidasas no
fueron hidrolizados (no hubo deteccion significativa
de a- o B-Glucosidasa, B-Glucuronidasa, o-Fucosidasa)
(Fig. 1, 4), sugiriendo baja actividad de las enzimas
correspondientes o que sencillamente no se expresan en
los vermes adultos. Fujino et al., 1983 asociaron a las
B-Glucuronidasas solo con vermes juveniles mientras
que las B-Galactosidasas se localizaron tanto en vermes
jovenes como en adultos.

En el ambito de las proteasas, se observd
una fuerte actividad Cistein Proteasa (CP) (Fig. 1).
En Paragonimus sp. se han descrito varias cistein
proteasas en metacercarias, vermes adultos y huevos.
En metacercarias de P. westermani, se han descrito
tiol proteasas que juegan un papel crucial en el
desenquistamiento de las larvas, en la penetracion
de los tejidos, en la evasion de la helmintoxicidad
por eosinofilos y en la inflamacion (Yamakami et al.,
1995; Chung et al., 1997; Shin et al., 2001; Sajid &
McKerrow, 2002). En los productos de excrecion/
secrecion (ES) de estas formas parasitarias, originados
en la vejiga secretoria, se han caracterizado una CP
de 27-kDa y otra de 28-kDa; la de 27-kDa induce la
desgranulacion de eosinéfilos humanos con secrecion
de una neurotoxina (EDN) y el anién superéxido,
mientras que la de 28-kDa facilita la migracion de
las metacercarias en los tejidos; la desgranulacion de
los eosindfilos es un evento clave para la eliminacion
de los helmintos y la induccion de inflamacién en el
sitio de infeccion (Chung et al., 1997; Yang et al.,
2002; Shin et al., 2005; Na et al., 2006; Chung et al.,
2008). Estas CP disminuyen dramaticamente durante la
maduracion en el hospedador definitivo, fendmeno este
quizas relacionado con la disminucion de la actividad
de penetracion y migracion de la metacercaria dentro
del hospedador definitivo (Chung et al., 1997). Park
et al. (2001) caracterizaron en P. westermani una
CP similar a la catepsina F de S. mansoni localizada
principalmente en las glandulas vitelogénicas de
los vermes adultos, sugiriendo un posible rol en la
produccion de huevos de este parasito. Choi ef al.
(2006) caracterizaron una CP con alta homologia a la
hemoglobinasa de F. hepatica y de S. mansoni que se
expresa en el epitelio intestinal de los vermes adultos
de P. westermani, sugiriendo una funciéon digestiva
sobre la hemoglobina hospedera. En los productos
de excrecion/secrecion (ES) de vermes adultos de P,
mexicanus se describieron varias bandas en geles de
SDS-PAGE con actividad proteolitica tiol-dependiente
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activas a pH 4,5 (Cornejo et al. 1994). Una CP de 24-
kDa presente en adultos de P. westermani (PwCP2) fue
clonada y sobreexpresada en E. coli para ser utilizada
en ensayos de diagnodstico; antisueros contra esta
CP reconocieron esta proteasa tanto en ES como en
extractos solubles de adultos de P. westermani (Yang
et al., 2004), lo cual seria concordante con la alta
actividad CP detectada en nuestros extractos solubles
de vermes adultos ya que una parte de los productos de
ES del parasito son igualmente integrantes de la FSPA
(Yang et al., 2004). El analisis protedmico de productos
ES en adultos de P. westermani han informado sobre
la existencia de 16 CP en estos productos (Lee et al.,
2006). En extractos crudos de huevos inmaduros de
P. westermani se observo alta actividad CP asociada
con una banda de 35-kDa que no esta presente en
metarcercarias ni adultos y cuya funcion no se conoce
aun (Kang et al., 1995). Se necesitan estudios ulteriores
para conocer la diversidad (isoformas) y las funciones
de la actividad CP detectada en el presente estudio.

Una enzima que pertenece al grupo de seril
endopeptidasas y que juega un papel importante en
ciertas relaciones hospedero-parasito es la elastasa.
Esta actividad fue medida usando el sustrato N-succinil-
Ala-Ala-Phe-Leu-p-nitroanilida; se detactaron valores
muy bajos de actividad (Fig. 2), concordando este
resultado con analisis previos los cuales sugieren que
la expresion de las elastasas es estadio-especifico;
por ejemplo, en S. mansoni esta presente solo en el
estadio larval y esta relacionada con la degradacion
de macromoléculas presentes en la piel tales como
queratina, laminina, colageno tipo IV, fibronectina y
clastina, y seguramente le sirve al parasito durante la
penetracion por la piel del hospedero (Pierrot et al.,
1996). La eclastasa de S. mansoni, al ser excretada,
estimula el sistema inmunologico del hospedero,
encontrandose en el suero de pacientes infectados con
esquistosomiasis anticuerpos anti-clatasa (Pierrot et al.,
1996), un claro ejemplo de la importancia que tienen
los antigenos enzimaticos y su posible aplicacion al
inmunodiagnostico (Pujol et al., 1989, Pierrot et al.,
1996, Alarcon de Noya et al., 1997, Cesari et al., 1998).
No se detecto actividad endopeptidasa sobre sustratos
generalmente hidrolizados por serin proteasas (tripsina,
quimiotripsina) (Fig. 2, 4).

La actividad exopeptidasa (aminopeptidasas,
dipeptidasas) fue significativa en FSPA (Fig. 3, 4). En
FSPA, la actividad dipeptidasa fue mas elevada que la
actividad aminopeptidasa. Los sustratos mayormente
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hidrolizados fueron: Gly-Pro-2-NA > Ser-Tyr-2-NA
> Leu-Gly-2-NA (Fig. 3). Las N-aminopeptidasas
podrian jugar un papel tanto en la fase final de la
degradacion de di- u oligopéptidos derivados de la
digestion de proteinas, como en otros aspectos de la
interaccion hospedero-parasito. Los sustratos para
aminopeptidasas mayormente hidrolizados fueron:
p-nitrofenil-a-L-alanina > p-nitrofenil-a-L-leucina
(pH 8,0). La a-AAP esta generalmente asociada con
la absorcion de aminodcidos; libera preferencialmente
alanina y aminoacidos secuencialmente de la porcion
N-terminal de péptidos (Lehninger & Cox, 1995). La
leucin arilamidasa (detectada también con el sustrato
L-leucil-2-naftilamida a pH 7,0) presentd valores
medianos de actividad enzimatica en la FSPA (Fig.
2, 4). En diferentes especies del género Schistosoma
la LAP ha sido relacionada con la absorcion de
nutrientes por la superficie de su tegumento (Cesari
et al., 1983). Song et al., (2008) sugieren que en P,
westermani, la Leucin Aminopeptidasa esta presente
tanto en el parasito adulto como en la metacercaria
y cumple funciones intracelulares relacionadas con
el catabolismo final de la hemoglobina, difundiendo
pequeidios péptidos desde el epitelio intestinal del
parasito e hidrolizandolos en aminoacidos libres,
igualmente sugieren que esta enzima pudiera tener
roles adicionales en la biologia de Paragonimus.

En cuanto a la actividad fosfohidrolasa, la
fosfatasa alcalina dio valores bajos (Fig. 2, 4). Fujino
et al. (1989) describieron actividad FAL en vermes
adultos de Paragonimus colectados tanto de perros
como de ratas; mientras que la actividad FAc se
observé en vermes extraidos de perros pero no de ratas,
excepto en granulos lisosomales del tegumento. La
actividad FAc fue mas importante que la alcalina y dio
resultados positivos tanto con el sustrato p-nitrofenill
fosfato como con 2-naftol fosfato en la serie API
ZYM. La FAc cataliza la misma reaccion que la FAL
pero en el intervalo de pH 4,3-6,0 y estd ampliamente
distribuida en diferentes organismos; es considerada
como un marcador lisosomal (Lehninger et al.,
1995). La hidrolisis del sustrato naftol-AS-Bl-fosfato
fue llevada a cabo probablemente por una isoforma
de la fosfatasa acida. La presencia de fosfatasas en
vermes adultos de Paragonimus sp. reportada en este
trabajo (Fig. 2) concuerda con lo descrito en vermes
adultos de P. westermani cuando se encuentran en
un hospedero definitivo como el perro (Fujino et al.,
1989). En S. mansoni, la FAc se observa en los espacios
extracelulares de las invaginaciones del tegumento
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de los vermes adultos (Cesari ef al., 1981). Entre las
diversas funciones del tegumento en los trematodos
estd absorber y transportar moléculas de origen
hospedero; las fosfatasas participan en estos procesos
de absorcion de nutrientes y estan generalmente
presente en sitios de intercambio con el ambiente,
relacionadas con la introduccion y el transporte de
carbohidratos al ambiente interno del parasito (Cesari,
1974).

Los resultados obtenidos con los derivados
p-nitrofenilados y p-nitronilida de diferentes sustratos
enzimaticos en los diferentes ensayos in vitro utilizados
para cada enzima fueron en general corroborados
en las series enzimaticas de tipo APl ZYM. Los
resultados descritos en el presente trabajo representan
los primeros estudios enzimaticos que se registran en
adultos de Paragonimus sp. obtenidos en Venezuela
de un reservorio silvestre como Didelphis. Futuros
estudios permitiran profundizar los presentes hallazgos,
asi como también realizar comparaciones de dichas
determinaciones tanto en diferentes preparaciones del
parasito como en extractos de excrecidn-secrecion y
preparados de huevos, ademas de la purificacion de
cada una de ellas, su definicion antigénicay su posible
aplicacion en técnicas de inmunodiagnostico.

Enzymatic diversity of enzymes in the soluble
fraction of adult worms from a Venezuelan
isolate of Paragonimus sp.

SUMMARY

Paragonimus sp. is a trematode that causes
chronic inflammation of the lung in carnivorous
mammals and humans, which constitute a public
health problem in Asian and Latin American
countries. Trematodes have enzymes that facilitate
their penetration and migration through different
host organs to ensure their life cycle. To evaluate the
enzymatic diversity of the soluble fraction (FSPA,
100,000 g) of a Venezuelan isolate of Paragonimus
sp. adult worms, several enzyme determinations were
conducted at different pH. The activities of enzymes
releasing p-nitrophenol or p-nitroanilina from the
corresponding dye-related synthetic peptides were
assessed by interpolating absorbance (A 405 nm)
values in the corresponding calibration curve (A
405 nm vs. nmol); on the other hand, absorbances

81



Diversidad enzimatica de Paragonimus sp. en Venezuela

of 2-naphtylamine and 2-naphtols released from
another series of synthetic substrates were read at
different wavelengths between 450 nm and 620
nm to assess for the activity of the corresponding
hydrolases. Phosphohydrolase, glycosidase and
peptidase activities were detected in FSPA, B-N-
acetyl-B-D-glucosaminidase (0.55 pmol/h/mg, pH
5.5) and cystein protease (0.4 umol/h/mg, pH 5.5)
being higher than all the other detected activities.
These activities are probably related to the adult worm
habitat and its need for glycan and peptide degradation
of lung secretions. These results represent the first
enzymatic study done with a Venezuelan isolate of
adult Paragonimus sp. worms collected from the
common reservoir Didelphis marsupialis.

Key words: Paragonimus sp., enzymatic activity,
trematodes, Venezuela.
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