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Se sabe que las protca.\.a.s de los n1icnx.nganismos juegan un papel importante durante la 

patogCncsis de: cnfenncdades para~itn.rins. cspcciahnentc la.s que estRn involw. .. -nuias en el 

proceso de in .. ·asi6n " la cclula hu~'irw_.-J. adema~ pueden ayudar al parásito para C"Vadir la 

respuesta inmune En este trabajo ~ pTcscnta una carach ... "'1'i4"..aóon de pf"olcasa.s de dos 

L"'Stadios de lf->.7"""'"'-"ºma cru:1. trip-tlma-.ti~otc y epirnasti~otc y ~e compara In actividad 

proteohtica p1it:st..-ntc en ...uhrcnadantcs. y C''tractos de ambos c~tad1ns pnr 1nc<lio de dos 

métodos de análi'ii~. uno colo1im~trico y otrc..i c1C'\."1f'of<.llctico En cu.anto al tnétoJo 

colorimCtrico, en d que M! utih7..a a.r .... x:a~ina c<nno sustrato. ~ ohc;cn.·u que fue poco 

SC'TlSiblc para dct~tar acti'-;dad protcohtica t.. .. n periodos menores a 24 h de incul;iac1on del 

'iU~tnito con c1 cxtntcto de epima ... tiµotcs o tnpo1nastigotc~. pit:ro a.un a~1 -...: pudo d..:tcnnin..'l.r 

que la actividad protcohtictt en c-xtr.u:tos de cpirnastigotcs cr-:i ma:-or que t.•n lo ... t.~tractn<> 

de tripomn.!';tigotc~ E.-.tc mctodo tamhicn fue ctnplcado en dctcnninac1onc-. c<in rarasito" 

vivos y con el S<."')brenadante de los 1ntsm0.-. Se ohsc..'T"l.·o que 111 acll'-,d.J.d prnleo.\litica !.•: 

incremento con el ltt.."Tllpo de 1ncuhación de Jos par-a_.,.itos. al meno!. ha~t.a b.~ ~h <le 

incubación La acti";dad prnteolitica fue muyor cuando se anahr..aron lo-, pará~tn' 

completos que cuando s.c hizo la dctt.."1"minación de actividad prc..ltcohtic.a en el ~ohrcnadante 

unicamcntc. indicando que podrian c:o;.istir proteasa~ asociadas a rne1nhrana Cuatro bandas 

de actividad proteolitica fueron dctc<..-Cada.s en geles de polin.crilamida co-polinu .. ~r1ldo!-i con 

gelatina como sustrato. de t:.0/45 kOa (en C""<tr-actos y ?>Obrcna.dantes de cpimastigotcs y 

tripomastigotes). 75170 kDa (L"'fl los sohrcnadamcs de la.s do-. fa:-.c:-. y '-'"º extracto de 

cpimastigotcs). 112 \..Da (sobrcnndantc y extracto de triponta.stigotc~) y una mayoc a 11::! 

kDa (extracto de tripornastigote~) La acti'\.;dad de la mayoria de csta!i fue inhibida con E-

64. lcupcptina y fluoruro de metiltt...-n1I ~ulfonilo. indicando que pueden tratarse: de protc:asas 

de cistcinll. otra.s tUeT"on inhihida..¡, parcialmente por 1.10-fonaotrolina y Ac1do 



etilcndiarnintctruc:c:tico. por lo que éstas podrían SCT mctaloproleasas Por otro lado. las 

prolc.asa.5 de extracto de ambos estadios. resultaron más activa.s a pl-1 · s Acidos. mientras que 

las proteasas de 50brcnadan1c tuvieron m.ás at...-rividad a pll neutro. de nuc..-vo se observó que 

la actividad protcoli1ica. c.."'fl extracto dc c..-piniastigoles es superior a la de extracto de 

tripomastigoles. en tanto que para los sobrcnadantc...-s MJccde al contrario Al ~parar las 

protcasas de extracto de epimastigotcs por- enfoque isoch..,l.ctrico se logró ob!l.Crvar que 

c"istcn proteasas que precipitan a lo largo de un amplio espectro "ie pi. lo cual sugiere la 

existencia de isofonnas de varias de: las protca!la.S prcsi.~tc..a.s en este extracto o bien la 

presencia de dos clases de prote-J.sas con el mismo corrimiento clecnoforCtico Algunas de 

las protcasas halladas podrian estar siendo empicadas por d parásito para facilitar- el procc.."SO 

de invasión al huCsped, poi" lo que canictcriz.arlas rcsuharia una herramienta útil para tra1ar 

de inhibir la infección por 7: cru:1. 

.. 



l. INTRODUCCION. 

La enfi ... -rmcdad de Ch.agas o Tripanosomosis Americana, es una cníenncdad cuyo 

agente causal es el parásito protozoario Trypc.ino.wHtliLI ,·ru:1. fUc descubierta en el año de 

1909 por el Dr Carlos Cha.Has (ChaHas. 1909) en l\.1lnas Gcrai!'I. (llr-n.s.il), en donde dirigia 

un prog.ram.Jl de prolila..'(.is contr-a psludismo El hallar.Hu de h1 L"TlfcnnL'"<.iad se inicio con el 

de su t.-ansmisor. un artrópodo hem.utúfago pertL"11L'"\..-ini1e al género RL·duv11dL1e que llanl<.'> 

ta atención de Ch.asas porque se alimentaba de sangre humana y ~lr4uc infestaba la.."' parcdL~ 

de barro de las vi";endas de aquella población Al C'(.aminai- el contenido intc~tin.aJ de 

dichos artrópodos cncontrO un.n gran cantidad de flagelados 111óv1Jc-.. que supu!»ü fa.'f.cs 

íntcnncdias de un panl.sito sanguíneo humano o de animales domCl\ti..:os Chaga.' en,;ó los 

artrópodos encontrados aJ l>r OswaJdo Cruz . quien los hizo pi..:ar a un mono, que en un 

lapso de :?O H. JO dias. mostró bYTandcs C..'lntidadcs de trip1tno~ma' en ~'\ngre pcrlforica. de 

moñologia distinta a la de cualquier otra especie del ~enero J 01-...zuo ... ~ •mt-i conocida hasla 

esa Cpoca El flagelado asi obsenoado fue nomhrado por l "ha.~l-'> cnmo .•.; •. :h1::utry7"<zrmm 

,·n~::1. en honor de su maestro Os"aldo Cruz. (Ch.:igas. 190Q) 

La cnfenncdad de Chagas. constituye una amt..-naz..a pcm1a.ncn1c para Aproximadamente 

la cuarta parte de la población de Amc!rica Latina Si bien la cnfcrrncdad se encuentra 

presente en casi toda América Central y del Sur (figur.i 1 ). sus manife~taciones y 

características epidemiológicas son allamcnte variahle~ entre una y otra z:ona endémica. 

Existe una gran variabilidad co las tasas de pre...·ak~cia. fonna.s de tra.ns.misión. 

caractcristicas parasitarias. patología clinica. vectores y rcservorios La enfermedad de 

Chagas representa un problema de salud grave en 1 7 paises Jatinoamcricanos. con un total 

estimado de 100 millones de personas expuestas a la enfcm1edad y de 16 a 18 millones de 

personas infectadas (0t..1S. 1991) 

En f\.1éxico. la Tripanosomosis Americana s.c conoce dc~c 1 940 (Maz...zotti. 1940). pero 

solo en los Uhimos 20 ai\os ha crecido d interés en el estudio de la enfernlCdad 



(R~ 1993). La enfermedad de Chagas se distribuye en Cocos dispersos en todas las 

entidades federativas dd país (Tay y col • 199:?) y nfccl 

a en particular a individuos que habitan en 7.onas nuaJcs y suburbanas. cuyas viviendas están 

hechas de adobe con techos de material vegetal y frecuentemente con piso de tierra~ 

pues estas condiciones sun adecuada.."' para que las chinchc..."S SC' n·•produl'.can (Mou y col • 

1978). Como la mayoria de las enfenncdHdc:; parnsitarias. la cnf"ermcdad de Chag&!i. es una 

enfermedad tisada al subdesarrollo t.."COnomico y !to«">Cial. JX>r lo cual este padecimiento 

SCHuini existiendo mientra...c¡ la vivienda sea inadt..-cuada. mientras continúe la migración del 

campo a las ciudades y la rapida urbani.7.ación ( OMS. 1991 ). falten lo!I ~rvicios organizados 

de salud y no se cuente con métodos de diagnóstico accesibles para c1 trabajo de campo 

(Reyes. 1984). 

~~·~-=--~~-;-r 
-~:'.\, (~~-

-~~.c.~ 

' 

~ 

FICURA l. Distribución goográfic.'"l de: la infección humotna con r cru::1 en América. 

(Las 7.GnaS puntcad.,s rcptcscnt.nn ICK luµn:s donde c:ot1stc la mfccc1ón). Tom."\do de OMS. 1991. 
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1.1. LA ENFERMEDAD DE CI IAGAS EN MEXICO 

Los primeros antcccdcntc!l sobre la enfermedad de Chag.iu en nuestro país ~ refieren a 

los vectores. los cuales füef"on comx:idos dt.."'Sde Cpoca de la colonia. Sahngún en su .. Historia 

General de la.s Colonias de la Nueva Espai\a .. 1~ llamó .. chinches de Compostela"• y compara 

su picadura con la de 14..'> ara11a.s Sin cmbarHo. fue ha.~ua este siglo en la dCc.ada de los :!O's 

cu.ando JlofTrrumn inlcío cs.tudios s.otnc lrilltomino~ y su ..-el.ación con la enfermedad de 

Chagas Fue hasta el año de 1940 t.."ltando ~ pn .. ~ntaron lo5 Jos prin1eros casos 

parasitoló,gicamcnte cornprobadtls <le infCcción por- 1: cru:1 (1'.1a.7J_.111i. 1940) l~n l94C1. 

Z\.1a.T.zoti y Dia..'i dier-on un infi.lrnu= sobre difcn .. "fltt.•s cspecit..-s de re!M:r..·orios inti:cta<los con !: 

cru::1 y el de otros dos. Ca!>o~ de mft.-ccion en humanos en d estado de Yuc.atán En J 958 

Biagi y col . reportaron 01ro caso de csla cnfcrrnc..."dad en el hun1ano en el t.-¡f1tdo Je 

1\.1Cxico (catado en Tay y ~ol. J96Q) Entre l<Jbl y JQ69 difercnt~ gn1pos encontraron 

localidades en las 4ue se hallaron vcnc...~rado~ rlll humanos como rc:..crvoriP., de I ,:r1.1:1 y 

tambiCn casos de humanos infC...-..::tados en los estados de Sonora. Guencro. :\.11choacin. 

Jalisco y 7..acalc...-cas, los cuales para l 969 sumaron un 101~ de 7'Z. ca.so'.i de hurn~rnus con 

enlcnn1..~ad de Chagas reportados En este año la existencia de la enfcnnt..--dad de Chagas en 

J\.fCxico ya era evidcn1e y se reportaron ca.sos de enfcnnedad S(..."Vcra en el homhn!" e incluso 

mucncs por it..~la cau~ (Tay y col 1969) i\ pesa.e de todo Jo anterior y con<~ic..."Tldo que la 

f'ase crónica del padeómiento produce con frc~ucncia miocardiopalia. l!'ntrc los años de J 94-4 

a 1976 sólo se habían dcscri10 trt."'S casos de cacdiopa1ia chagá.sica en la rL-...-lstn dd ln~tituto 

Na.ciollAl de Cardiología ( 1 N C . citado en Reyes y f\.farcu~hamcr. 1978) i\ panir de junio 

de J 977 se logró es.tabh..."'Ccr. en el Ocpanamento de Inmunología del J N C . un c'ICamcn 

serológico muy !k.'"flsible y, en los mes<..~ siguientes. cinco pacientes con miocan.Jiopatill 

congestiva fucr-on identificados como casos pcobabft...~ de cnfemlC'dad de Chagas <Reyes y 

MarcuschamCT. 1978) En el rulo de 1988 Salaz.ar y col . en una revisión del 1ema rcftcricron 

los repo"cs hechos entre los a/\os de 1 949 y 1985, sobr-c casos crónicos dt.-tcctados 

scrológicarnc..-ntc (inmunofluorcsccnc1a indirecta, lijacion de complemento y hemnglutinación 



indirecta). llevados a cabe.> en los estados de Zacatccas. Jalisco. Michoacán_. Guerrero y 

Oaxaca. en los cuales se describen 398 caS4.ls crónicos de C!'lota enfermedad. 1o que ""Seria 

una prevntencia del 6~'0 en la población de estos t.."'<Jtndl'ls En la actunlldnd, el conocimiento 

de los vectores de 1: cr11:1 es uno de loa aspectos sobre los que oms se ha trabajado. 

estas investigaciones han cubierto todo el t1.."1Tltorio nacional t..-n husquedn de la pre$L-ncia de 

triatominos infectados por'/'. •. :r11:1 (Tay y col. 19'12) 

En los Ultimos ai\os se han dc~rito alrededor de JO<l ca••.os humano<;. de intt..--cción por r 
crt1::1 en nuC!'ltro pa1s La n1ayoria de los casos han ocurrido en regiones que se cn'-=ucntran 

localizada.."!. en ta vertiente dc1 C_kértno Pacifico, desde el E-..tado de Sonora hasta d de 

Chiapas Los t..-sledos de la República !\.1cxicana en los que se han cncCJntnu1o ttlas ca5'(_1s 

hunumos de la EnfCfTilt..~ad de Cha~as diagnosticados etiohi~icantc-ntc o por el cstudu.l de 

biopsia..-. son ltlS de Chiapas. Jalisco, Yucatitn y /...acatecas entre otros (Rcyc~ y col. 

t983, Salar.ar y col \QSJ. Vdas..:o y c;u:r.tnán. l'>Ktt, Tn1jillo ":I Ve\;,,<;.eo. 1490. Trujillo y col 

1993, Loz...'1.no y col \(}')) y l9Q~) En algunas rcg.ionc" del pais conKl ÜA.'<-ttca. Jali!>oeo. 

Yucat8.n. Chiapas y Gucncro. s.c han reportado indiC'-.."'S muy elC'1o·adt1s de ~ropositlvos. lo 

que señala la activa transmision de la Tripanosomosis en dichas rcgillne~ t Tahla l) Es 

importante sc..-i\alar que los individuos infectados. que no p1~ntan s111tomatolog1a de la 

enfenncdad. ~n fücntc de dtSCTtlinación por mecanismos distlntoo;, a h."'ls naturales. como la 

donación de sangre (Goldsmith y col . 1978) Sin embargo. y: continua sin datos con 

respecto al cono<:im..iento de transmi~ión por hcmodon.adorcs y rt..o.scrvorios de J: cr11:1 en la 

mayor panc del territorio nacional. d<..-bido a que no se han realizado estudios que pt...-nn.itan 

conocer 1a situación de este problema {Tay y col.. 1992) 
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TABLA l. Relación po.- estados de casos hulTlAllos de infección por Trypuno.•somac:u:I 

NO. DI: CASOS ESTADO 

0&.'-D.Co".:1 

INVESTIGADORES 

S:a.Ja.t:ar y col. -+. CNEP •. JO 

74. 95. KO. 47, 90, ACC">CS y col•. 

Biag1 ,. Aro: •. G"-"'ld.."'lnuth •. 73 

CNEP". Cu..:u1cro y col ". CNEP y TalL'U"hcc". 

Vclasco y col",•. CNEP ~ TaJJa...-chc"'. '42. 'IJ. 

47 CNEP y Vd.a~ ..... Dcparumcntc de Salud 

Púhlaca•, IOJ. ''9, 44 

l----.-3---+---o~~·u-.,.-,-ru,-.n---+--,P,-a~l0<n0--.-.~z-_,-,-.• -,-L,-c•-.-c,~0=1.· C)1.11n1al y col•. fl."UTCr.1,. 

Jali.sc.o 

col • 

12 Chl.'.lp.a.s Cltc..t;.""1. y col • • 7 3 

Gucrn:ro RodrigtM:.L) col •. 7. 74.!'\.1."ll:u:lam .. u ~ ¡,;ol • 

Cuarteto,. col"'. ql. Maninc.z,. col•. lf>J 

~11ch0.:1c.:in 90. 73, 74. 103, GutJcrrcr.,. Ta} • 

Tabasc:o 73,74. IOJ 

VCTaCruz 74 

U&ag1 y col • 74 

Morelos Gonz..ik.z y cul •. 7 4 

z Nayant PCn:z y Rc)·es •. 74 

z Sn Luis Pocosi IOJ. 74 

Crunpcchc 74 

KO 

CNI:P Ct..-n1•11on Nn..:mna.J •k l-:rn.J1~1ón del Puh¡Jr~ 

+ J(cí~Jo c..-n ~1-.ra.t v 1,;ul . l ')K~ 

.. kcícnJo <-'TI ln1¡1llu y col, l'JM'I 

• kd.:t1Jo <.."TI l 11y., <.ol . t•J•J2 

Pt:RIODO 

l940-19K8 

l Q.4f.-J9KH. 

1961-IY'I<> 

19MQ 

J95K y 1983 

1962 y 19K3 

l '->t"04 ,. 1983 

l9HJ 

ICJKK 



1.2. BIOLOGIA DE T. cnr.:i. 

1.2.1. Clnsilicación taxonómica (tomado de OMS. 1986). 

Reino: 

Subreino. 

Phylum: 

Subphylum. 

Clase: 

Orden· 

Suborden. 

Familia: 

Género 

Subgénero: 

Especie: 

Protista 

Protozoa 

SarcomastiHophora 

!-.1a..or;tigophora 

Zoomastigophorca 

Kinctoplastida 

TrypanosornatiJa 

Trypanosomatidae 

107:ta/IO.'H"'1il 

.. ";c:h1;nrrypt.mum 

Trypu11<>"><>11u1 (.\"_) ,·ru::1 

1.2.2. Moñologia de Trypanosoma cnci. 

7: c.·ru::i. pertcnec;c a la ordc..."fl kinetoplastida. cuyos miembros se car-a.eterizan por poseer 

un cinctoplasto. El cinetoplasto es un Ol"gancJo localizado en la mitocondria de ta cClula 

que contiene una red fibrosa de DNA (Noble y col .• 1989). La identificación de los estadios 

de desarrollo del parásüo se basan en el criterio moñológico referente a Ja forma gcncral de 

la c:Clula., la posición que guarda el cinctoplasto con respc.."Cto al nUcleo y Ja región de donde 

ctl\Cf'gC el flagelo. De acuerdo a estos criterios se di.stingucn tres diferentes L-Stadios· 
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Triponui'iliKole: tiene el cinctoplasto locaJir..ado en la panc posterior aJ nUcleo. un flagelo y 

una mcrnbrana ondulante que se extiende a k, lnrHO del organisnio ~1idc aproximadamente 

20 µm de largo y ::!. 1-1m de nncho En Jos ho~pcdcros mamíferos se t..."OCucntra en los tejidos 

localizado intracclulannc:ntc y en circulación ~ encuentran alojado Je manera extracclular 

En los hospederos invcncbrado'i (chinche de lrt familia l<c•J11w1~1<..·) s:iCTllprc se encuentra 

extracclularn1entc y localir,.sdo en la p<ltlC ~)o:-.teru_,.,- del intcslino l:h."-hidu u que los 

investigadores n..c;.un-icn que la int"ct::ción CHnllt..."0.-,a cn rnarn1fcrus y termina en los Ul..">c.."Cto~. 'iC 

nontbra a los trlporna.sti~otcs haJl3dns ~"Tl los invcnL...¡,rado~ tripomastigott...~ mctaciclicos 

A.ma.>tJ¡.:ott.'! es la fónnn de rcplicacion intr:u..:clular de /". '-·ru:t en las cclulas de rnarn1feros 

Esta t'Orma e1' circul3.r. pc1~~ un tlagt:lo ct.1r1P y se multiplica por fo.iún binaria en un ticmp~> 

que oscili:s c:ntre 7 y J 4 hc1ra."i 

J-.:.¡nm41..\·t1J,:ote: tiene el cinL"toplasln loc.alu..;u.Jo en l.1 parte anterior al nUclcn. es fi.J.,,ifornle. ~u 

flagelo es libre y mide apro•drnadamcnte de :!.U a 40 ~lltl de longitud Se cn..:ucntra loca.Ji:r..ado 

en el intestino m\."tho de los hosp....-dcros mvcnchrados, donde se rnultiphca y mantiene la 

infección por un tiC"fnpo tan largo com<i el de la vida de los in'.'ioC'l,;tO'i (Pcreira. 19'}{)) 

1.2.3. Ciclo biolúgico. 

Una VC7. que lo~ tripomastigotcs mctaciclicos (Jibcrudo!io con las dc...1·~c1on-..-s del 

lriatorna aJ momento de ahmentarsc) penetran en la piel del vertebrado hospc."<lero a travcs 

de punciones o abrasiones cutaneas. se introducen en las células de tejido laxo veónn al sitio 

de la penetración y adquieren la forma de amastigotc Los arnastigotcs se multiplican por 

fisión binaria. repletan la cClula_ que termina por romper~. y los para.sitos salen n circulacion 

como tripomastigotcs y se diS<..-n-iinan rxu todo el organismo; estos tripomastigotc"i pcO(."tran 

a nuevas células y se transfonnan a arn.astigotcs. continuando este prc.x:cso. que otr». vez 

finaJi7.ará con la libcrdción de nuevos tripomaMigotc...-s que rcpetiran el i.:iclo de infección El 

ciclo biológico se completa cuando lo~ tr1pomastigl1tcs s.on ingeridos por los triatomas 

hetnntófagos (Athías y Ncghme.1')84), fi,.:urn ::!. 
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FIGURA 2. Ciclo de vida de 1: c:ru:1_ (Tomado de Katz. 1988). 

12 



1.3. ALGUNAS MOLECULAS INVOLUCRADAS EN LA INTERACCIÓN CELULA 

HUESPED-Try71'l.ltK>.\J/Jmu 1.-·n1=1 

Se sabe que existen moléculas de superficie en mucho~ microof"ganismos patógenos que 

juegan un papel importante en ta interacción célula huésped-parásito S1 bi<..'"fl t.~ c•c.."rto que 

estas moléculas se comportan con10 potentes inmunógcnos durante la infección a mumif~os 

y que pueden ser empicadas en ensayos inmunol6gico:s con\o herramit.."1lta!\ paro prud'la~ de 

diagnóstico. no todas la~ molc..:..Culas pn ... ~ntcs en forma mayoritaria generan una fuerte 

rc~pucsta innlunc hum,..,raJ y celular, y por ello, su u~l para protL...:ción (vacuna~) nn n .... ~uha 

adecuad En ~tos casos se dirige el intt.."t"és de tl'"Rtan1ic..·nto y/o profila,1s de esta.."!. 

enfermedades hacia molé-1.:ulas que no se encuentren tan ::tnlpliatncntc cxprc.s.adas con10 las 

antcriorL""S. y que, ya sea por ~· importancia en el metabolismo del par<i.s.itu n bien p<."'lr 

desempei\ar funciones imponantes en la intcrncdon hucspcd·par 3.sito, el bloquL-<l de ~ 

actividad podria detener c1 progreso de la enfemv:<lad o pn ... --..·cnicla ( Pcrcira, 1 CJ911) 

Algunas moléculas de superficie y de secreción han sido descnta!<o en f" .. :n1=1. como la 

gp 72. que está presente en la superticie de epimastigotc..-s y tripomastigotes provL~1it.."TltCS de 

medio de cultivo Esta molécula fue identificada y purificada por medio del anucuc..1"po 

monoclonal WIC29 :26. y se encontró que éste era Util para d estudio de variaciones 

genéticas en la bioquirnica. fisiologia y patogenicidad de 7: cru:.1 debidas a las diferenci.is en 

la superficie de una cepa a otra También. se sabe que la gp 7 1 esta involucrada en la 

diferenciación de epimastigotcs 3. tripomastigotes en el vector Adema.,. ~ sabe que. 

durante la activación del complemento en el huCsped. la gp 7:2 actUa como d principal 

aceptar de CJ (Joincr y col • t 985) 

Otra mok~ula bien estudiada es la gp 85 presente en la su(l4--....-ficic de tripoma...,.tigotes 

pero no de amastigott .. -s ni cpimastigoh .. "S El papel de esta glicoprotdna no es bien corn.x:ido 

pero. algunos t..'"Studios sugieren que es necesaria durante el proceso de invasión para que 

la inte.-acción huésped-parásito sea eficiente Por coincidencia. se ha encontrado que 

existe un supuesto receptor paTa gp8S en la membrana de tripomastigotcs, el cual actUa 



como receptor para fibroncctina. mediando de c!lta manera la asociación de 7: c:ru.:1 a las 

c.c!Julas huésped. ya que si se bloquea este rcccpcor. se inhibe Ja irtfc.:ción por /'. ,-ru.:1 .. "' 

1:itro ··(Villana y col J 9<>0) 

Al respecto del contacto mediado por ro.:~ptores ll!n la superficie de la cclula huésped 

para. T. cru.:i, es po!lible que enzimas 1aJes corno hu prore.:is.a.. .. (Tal.Je y Snary. J 9Q3) y 

glicosida.s.as (Pt..»rcini, 1983 y ftATth y col 1987) puedan jugar un papel unportantc. ya que 

pueden Cacililar la entrada dcl parH.sito al huésped ~1u\.:'.ha.c;. pr·otc.,n!la.S (algunas estadio 

cspecif'tea.s) con afinidad parn una runplia garna de sustratos y:i han !l.ido idcntificada.."l Sin 

embargo. no hny C'\.'Ídt...~cia de que fas pnllcinas del hu¿.sped ~·•m d1gcndas durante el 

proceso de penetración para9itari.:i y. por lo tamo, e-" po<0ible que. :-.i estas cnzjmas s.c 

encuentr11n t.."11 In superficie del paras.ito. u_..en su !4ilio l'h:tivtl pan1 enla.l'-t.r~ a la superficie de 

la célula huésped (Talle y Snary, l91JJ) 

1 4 PROTEASAS 

Las protcasas son cnLim.as que cataJiza.n la hidrolisis de enlace-; pcptidico:i Las 

protcasas que degradan eJ extremo terminaJ de un polipCptido son llamadas peptida..-..as o 

cxopeptidasas. mientras que, ª'Juéllas que rompen un t..anlace peptidico inrerno son llainadas 

codop<..1Jtidasas o pro1einasa.s (~1cKcrrow. 1989) Tales enzimas se cncut.."fltran en muchas 

especies, que van desde los virus hasta el hombre Catalizan ademas un amplio espcaro de 

importantes reacciones biológicas, incluyendo el procesamiento de prohormona.s. la 

coagulación san8uínea.. Ja tibrinólisis. eJ metabolismo proteico, las reacciont..""S inmunes y la 

remodelación tisular. Por otra pane. no es sorprendente que las prolca.'\AS jueguen un papel 

importante en la palogCncsis de las parasitosis Las proteasas de parasitos facilitan Ja 

invasión a los tejidos del hospcdc..'TO, permiten al para. .. ito la digcstiún de proteínas 

dd hospedero y les ayudan a evadir la respuesta inmune Debido a lo anterior, las 

proteasas provenientes de parásitos pucdt..'11 ser w1ailis..'i como blam:o de la inmunolcrapia y 

de agentes quimiotcrapéuticos específicos En aJgunos casos ~e hun empicado como 

indicadores en la detección de enfonnedadcs parasitarias en suero de puciL~lcs inft.."t...-iados. 
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Las protcasas pueden clasificarse con base a 1oa grupos funcionales encontrados en su sitio 

activo, en cuatro grupos principales: proterua5 de scrina.. mctaloprotcasas. protca.sas de tiot 

(cisteina) y protcasas de ácido a:spártico (McKCtTow.1989) 

La familia de protcasas mejor caractcrir..ada y con mayor versatilidad fi5iol6gica es la 

de las proteaaas de scrina presentes en mamlferos. como ejemplos, tenemos a la tripsina 

pancreática.. la quimiotripsina., la clastasa y la kalicn.."'ina Su sitio activo C5t.á conformado por 

Ja triada Asp 102, His 57. Ser 1Q5 (esta numL"f"acióncon-espondc a \a quimiotripsina). La 

catálisis se llC'Va •cabo vta un estado de transición tctraCdrico intc:rmcdiario. tanto durllflte el 

proceso de fonnación del inte..-nncdiario covalcntc de en7jma acilada. como en el pnx:.cso de 

dcsac\Jación (Referido en Bcynon y Bond) A continuación se muestra el mecanismo 

general de reaeción para 111.s proteas.as de serina 

-..."--¿<-e-o· .... : 
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Las protcasa3 de cisteina incluyen a muchas catcpsinas lisosomaJcs de mamifcros.. 

prole.asas activadas por calcio en el citosol (caJpaimu) y protea$8.5 de plantas como Ja 

papaina y actinidina. EJ principal rc!liduo aminoacidico que intttvicnc en la catáJi5i.!I es la 

cistefna. que actUa de manera !'limilar a Ja scrina 195 en la quimiotripsina. La cat4Jisis 

procede via. un inccrmcdiario tiocster y es facilitado por las e.ad~ de la tústidina 159 

adya.a..-ntc y por el ácido aspártico l 58 (RcCerido en Bcynon y Bond. 1990). A 

continwtción se muestra el mecanismo general de reacción para las protcasa.." de cistcina. 

l 

Acyl ·--

¡-- "··1!.·1 

re\ 
"-:~"" 

r={lli•l'.'J 

~ -H "·~.,:/" M 

Ml•,:CANl~'i..HCJ /JI·: Hl'.AC "CJO,\' l'AHA PHl.J"I ¡._.1.\.-IS 01: < '/.\.11-.INA (Tom."tdo de lk\.1wn & Uond. l~K._,) 
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Las protcasas de asp&rtico incluyen a la pcnicillopepsina bacteriana. la cual ha servido 

como modelo. La caractcri.stica del sitio activo es que posee residuos de ácido aspártico 3 3 

y 213 (esta numeración corrcsporu.Je a la pcnicillopepsina). los cualc:t geométricamente se 

encuentran muy próximo~ el uno del otro. En el ranso de pH '--,v.imátic.aincnte óptimo 2-3. 

uno de estos aminoácidos se encuentra ionizado y d otro dt.."Sionizado (Referido en Dcynon 

y Bond. 1990). A continuación se muestra el mecanismo general de reacción para las 

protca.sa.s de ácido aspártico 

. r; "".-C·H-¡ ~ 

All::C::AN/S.\IC 1 /.11-. HJ-.,Ac:'C "lll/\i ¡•A/t.-1 J1 uo·1 t-.:.t.X·l.'•1; Oh A< 'llJO ASl'AUI ll 'lJ ("1 ornado de Hcynon &. 

llond. l'IM'il) 
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Las meta.lo prorcasas. como las carbox:ipcpridasas A y D son cxopcptidasas homólogas 

de estructura y sito activo similares. La carboxipcptidasa A tiene mayor aflnidad por la 

cadena aromálica C-renninal y las a.dcnas afif.tricu de naturalez.a hidrof"óbica. mienrrau que 

la acción de la carbox:ipeptidasa B está dirigida sobre los residuos de a.rginina y lisin.a EJ 

sirio •ctivo de fas metafo proreasas incluye al zinc. con dos de sus tres posiciones de 

coordinación ocupados por dos resto~ de ácido gJutámico y uno de hi$tidina Otra cadena 

de ácido glutá.mico actúa como nudeófilo directamente o con la pa.nicipación de una 

molCa.da de agua (Referido en Bcynon y Bond. J 990) A continuudón se muestra el 

mecanismo gc..ancraJ de reacción para las metaJoprotcasas 

Atr.:LA:VJS.\IO/..J¡.:1u-:-t<-'CJO.V l'A&I A.fJ~7At.tH'Jt(J[J·:...1s.1s (Tom."ldo de u .. ")flOfl c'l'. Uond. t".IM'J} 
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1.4. t lnhibidorcs de Protcasas. 

Cualquier compuesto que provoque una disminución 50brc Ja actividad cataJltica de 

una enzima cs. en principio. un inhibidor enLim.4tico Esta definición puede C"l:tcndcc5C a 

aquellos sustrall:>s que compilc.."'fl pt_n un mismo ~itio acti'"º· es decir. si dos sustratos son 

incubados con una prole.as.a cnda unu di:!>minuyc la vck-w.:idad efectiva de hidróli~i~ del otro 

sustrato y cntonce!'i parece que inhihc: la cnr.inla Los inhibidores de protea38s son 

f"rccucntemc.."'tltc agrupados con bH~ en su mecani~mo de acción. su origen o ~-u estructura 

Se han designado tres cla...,.cs de inh1hidnres aquéllt.l'i que n.ctUan subr-c más de una clase de: 

protcasa. los que !(.Ofl <..~p~-cificos para una sola cla~ '.lo lo~ que son sclt.~ivos de unn sola 

protcasa (Sal'"·cnsen y Na!-(as.c. 1 {JXQ) 

1-"' mayotia de los inhibídon:'i de prole.asa.~ aLtuan <lircctamc..'111c ~brc el sitio octi"º· 

tos inhibidt.lrcs sintéticos o natura)eo;. mintctiz.an al "l.llstrato. por h.l tanto. compiten con el 

sustrato y su unión es muy cstrL"cha !\fuchos inhibidorc:-. de pr-olca!Wl.-. fi.>mt.."\Jl complejos 

irreversibles con C'llas. por lo cual provocnn que el númcr.J de sitios ;u .. "'tivos disponibles par a 

el sustrato disminuyan 

El mecanismo más general de inhibición para las protcas.as puede dc~ribirs.c 

mediante una reacción bimolccular entre la protca..'ia (E) y el inhibidor (1) que resulta c..-n la 

f"onnación de una fonna de Ja en.cima unida al inhibidor- (El. esquema 1) Si el inhibidor c..-s 

irreversible este complejo darit lugar a una er17jma. modificado inactiva E-1 que prc..~nta un 

enlace covalcntc con el inhibidor. mismo que pcnnanet::c con frecuencia aún después de 

desnaturali7..a.r a la enzima Si et Ultimo pa..'"° no ocurre el inhibidor se clu.sifica como 

reversible (SaJvcnscn y Nagasc.1989) 

k, 

E z·---> El ----'> E-1 
k., 
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Las velocidades de reacción son descritas por las constantes de velocidad k 1 

(bimolccular. segundo orden) y k.... 1 y k 1 (unimolccular. primer orden) 

1.4. l. I lnhibldorL~ No-Espc....-ífi...:os 

a-Afacroxtohu/111e.z .... · Esta dasc de inhibidores se refiere t1. los que no discrinúnan entre la.-. 

difi .. ~tcs clns.cs de proteasa.s y el ejemplo mas c.:lá....,ico, que ilustra este tipo de inhibidorcs. 

es la u 2 -mn.c1oglobulina (a. 1 !\1). que es una proteinn. de alto pes.o mok""Cular pres.ente en el 

plasma humano que inhibe n la n1.a .. ona de las protca-.as La OL.'lncra en que actUa es 

nltenuldo lu confonnac1ún de la crv:1m.a disrninuyendu. Je esta manera, la acti .. ;dad 

pro1eolit1ca l_¡1 union de la <.ti~t ll la protclL-.a e~ irrcvcr~ihle aunque lil inhibición no ~e 

manifiesta cuando l:l protcasa tu ... ""tú.a <;.ohrc ~stratus pequc1)os ( peptid~>s), !'.e ohs.crva una 

inhibición total cuando ~e trata de sustrn.tos g.ranú<...a-s (protdnas de mas de 30kDa) 

Aldehk/o.\· ¡»t.'/Jlidu:o\. Esh.1~ inhibidorc~. formados por di-. tri- o tt...-irapt..-ptidos. contienen un 

grupo aldchido en vez del carbo"tilo en la. posición <L. Este tipo de inhibidor~ son 

revnsibles y se les refiere frecucnteniente como ··anitlogos del ~tado de transición-. pues 

actúan mimctiz.ando el intcrmcdlario tetraedrico formado durante la hidrólisis del enlace 

peptidico 

1~eptiúllclorom1.·11/c~tona.v. Estos inlnbidorcs actúan de manera irrever~ible uniéndose 

primcro en la misma forma que el sustrato a la proteasa y dando lugar a la alquilación de la 

histidina presente en el sitio activo dr.: las protcasas de scrina~ gracias al ~rupo cloromctil 

presente en el inhibidor Las cloromctih.:ctonas pueden inacti..-ar a las protca.. ..... "\s. de cis1cína 

empleando un mecanismo similar al empleado para inhibir a las protca.!'as de scrina. por lo 

cua.1 su us.o no es recomendado para el analisi .. de mecanismos de catil.lisis 
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Quelw11es di! mt!lt.111.•.\· Estos inhibidorcs pueden actuar de dos maneras. por una parte cst.in 

actúan inactivando a las protcas.as dependientes de metales dcsestabilir..ando a aquellas 

pl"otea.sas que son cstabilir..adas en presencia de ca1cio Poi" ott"o lado, hay proteas.au¡ 

dependientes de zinc. que $On inhibidas por c!'5te catión en alta...<l concentraciones. poi" lo que 

el uso de c¡uclantcs l"C!itablece la U'-'"1.ividad protcolitica 

1.4.1 .2 lnhíbidorcs Específicos 

()rgruuefó.ifuto.\. Uno de los compuestos organofosforados más ampliamente usado es el 

diisopropilfosfoOuoridato (DFP). que es un compuesto tÓ""-iCO. ya que inactiva la 

acetilcsterasa lo que provoca la pe1"dida de su car3ctcr inhibitol"io sobre pl"otca~ de ~rina. 

En gcncral. DFP actUa mejor sobl"e las protcasas con homologia a la tnpsina que con las de 

quimiotripsina 

.\'uifot111fluoruru.\·. Un inhibidor irTc,·t..-sible de proteas.as de scrina ampliamt.."tllc conocido es 

eJ fenilmetilsulfonilfluo1"uro (P~1SF). que actüa de manera n::lalivamcnte débil. sobre tales 

pl"oteasas . Este intUbidor puede además actuar sohl"c algunas protestas de ciste1na 

21 



/11hibiúc>res que actúan ... obre protea.'i<Lv J.: ci.'ftt!ír10. 

Peptiú1/dui:omeu.11H1.<t. Este es un grupo de oligopCptidos t:n los que el 011 del cATboxilo 

tCf'Tllinal es l"eempla.z.ado por· un grupo dia.7..ometil CJl-N - N La inhibición es de lipo 

irreversible y pn.-.ct.."'de vía un intCfTTledin.rio tiohemi.aet...-tal, dando lu~a.- a un sitio activo 

alquilado Esto~ compuestos ~n 1otahnente cspccificos para pr-otcasas de cio;tt..-ina. a 

excepción de Z-Phc-.-'\Jg-CI IN.-. que puc...'"dc inhibir- kalic..-cina 

Pt.•p11ú1!..•po:ru/o,._ Este es un grupo de inhibídor-t..~ que actuan de man.:r-a i..-rcvcrs1blc sub.-e 

el si1io activo de pr-otc.a!-as de cistcina .. alquilando el ~•lio activo vrn el !otnJpu tra"s 

epoxido El rnits repn .. -scnl.alit.·o <le c.'"Stos compt.H.~!>tt>~ L~ el E-t ... 1 [ N-<l~-.l-1r~u1.\-

carl>0rjo"Xiran-:!-carhoml)-L-lcuctl l -amido(4-gu:midinn)butano ! E~tc cornpuc~to es 

con1plc...--tamcntc c...~pecificu para protcRS.."lS de cist<.."tna y es r-cldt1vamentc no-túxic(.1 

Jnh1h1cJ,,,-, •. \.. qut.• "crtitut .\.ohr1..• nrt.•la/o-proli•tL'W.I.\ La rnayuna de los inhib1do..-cs cspccificos 

para este tipo de en.rimas, se designan basandose en la capacidad para cnlaI..ar.se a is.tomo~ de 

zinc. por lo tanto 105 inhibidorc5 sintcticos de esta clase. cstan cargados negativamente y 

poseen otro:11 grupos diseñados <...-specíficamente para intc...'""f"accion.:u con un grupo de 

protca!'ia.S particular 

Inh1h1úort!.\" que at.:lüa11 .'>ohrc.• protc..•u.'W.L\ d~ U1.:ulo u.\pciruco. l....as pr-oteas.as de esta clase. 

mejo.- cal"acteriz.adas son la pepsina.. quirniotripsina. catcpsina O y la r'"-"llina. y todas son 

inhibidas por- pcpst.n.tinaa A. un compuesro parecido a un pentapéptido que e5 s.ecretado po.

las especies de ,\'tr.?ptom>"'º·•.-'S, el t..""Ual posee dos ..-esiduo'i de aminoácidos JI ( Salvenscn y 

Nagasc. 1989) En la tabla 11 se muestran los inhibidorcs de bajo peso molecular y su modo 

de acción 
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TABLA 11.Jnhibidores de proteasas de bajo pes<> molecular. Ttmuu./11 d~ 1Jc.:\,·11n1r·B<Had 

(/9X'J). 

li.c-..t&t1na Pl.tc14J...~ He" A.UU1l<l'f".1""'l1.S..-.~ 

(}\.Hrn.;""1.atUl S.:,1f\ll/cua:c1na Kcv P1n1~-• <le c1atculll'" ... 111111.ic-. 11 o..1unru.;>Cnrw<11 .... 

>--~~l>~H~·--~>---""'='~~-->---'~"------l--~'~'"~'~'º~·~~~·~· •~n1u1crc •k rnancio c...-¡-.,l.::I 
l>i wuhn /\ Me-u.lo Me-" lnh1!-...,J..r ,J.c wnU"''f"C"P'"~ 
ll1ncnhn n !'.tcul.> J.'cv lnJut•u}or Je:> anu,,.on..1~k1&.v1 .. 

l"-t...a c1 .. 1c111L1 '" Fl>l"A Pl.k"1a]u 
J·i....t1n:tl Scnoa 

'" No ..-u..:...;fu.o- .u.c:d.e 1.~"l1\1'lJ'ltlC'ld utti>'l 'f.1~ll 

H1.-v P...•1..:ha.. .. PIUla."'""-• .Je c1'<1cln.1'" "'l.lm1\.11u . ....., n tn P<Hl.'l 

l.ll~Fcn11ntrul1nn !'.·k·1.-.ln u- (Jl.~lnnl.--rt-..•"ITK'"f"L")u 

Ft.,.fur.:unhk,., !'.t,.-tnJ."1 Hcv No tnhl~ 11..._L'l,. la rnct.nl.-.....c-il<.S.~-<i<,-><7 .. ---.---j 

n'CK ~na In J~n(.......__,. ~ ~1na'" .. unalmc,. • o..1•11mu-.tr1,..,...1na 

/.-l'hc-Ala-CllNt C1..te11ua lrr (",.tcrwuw 11.1 .• '" 

1 5 PROTEASAS EN PARÁSITOS 

Muchas prolcasas han sido estudiadas en una gran varit..-dad de parásilos. Se han 

llevado a cabo estudios que van. desde aquellos que reponan si los di ferentcs estadios de 

los parasitos presentan o no c..~tc 1ipo de enzimas. de que tipo son estas protea!\3.5. donde se 

localizan cclulanneme y en que c..--,,.·cntos Jlr-otcolilicos podrian estar inlerviniendo. hasla 

aquellos en los que se invt.!stiga .!>Í c.."'St.in IO\.olucradas en la intcracc1011 huCspcd·parasito 
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A la f"echa. se tiene conocimiento del papel que jut.~an algunas prutcasa.<1 en muchos 

parásitos; por ejemplo. s.c ha encontrado que el principal antígeno de ~uperlicíc de /_ m'IJ'H" 

es la gp63. una protcn5a activn que se <.."flcuentra anclada a la ~perficie de Ja mt."TTlbramt dcll 

parásito a travC-s de un complejo ""fü:olipidico (Bcndicr, 1'>87. Chang, 1986) Se hn 

sugerido que un Posible pape..·) e.le e~ta prutcasa P'-~rin -..c...-r el de romper factores del 

complemento como C3h a CJbi pcrm11icndo ndema~. qut.· el para ... ito s.e u11n a la s.uperticic 

del mncrófago ..,.,.:i C.lhi (Bordic..·r. 1'>87) Por "'-U parte el trofi.1 .... 01to de /'. _fal< 1¡-,.1rum 

posee una protcas.A similar a In oucpsina L que hidroli..-..u IJ mdéc...<.Jla de hernoglohin.a v Ja usa 

como fut."fltc de nutrición ci.rnndn !-.C cnCU<.."Ttlr-a dt:ntro dd entrocito. s1 s.c us.a un inhibidor 

irreversible de c .. ta proteahlt ~ on~na la 1nut.'.'rtc dd p.ir.t-.ito (Ro~cmhaJ y 1..ol. PJ8H) 

Kccnc y col ( J 98ñ) han demP~tradn que una protc.::i.• .. ,. punficadn de trofozoitos de /·.'. 

h1_,·10(~·(1~"(.J ..... que prt..""!..l."Tlta IHllllOh•µ1a 1,..·pn la cutt.·p .. 1na 11. r111t." .. (.h: proJut:ir- el d"Ccto \."'.110palico 

asociado :s la viruh..."J1c1n de 1~ /11/1u~•·11l·u I et\hm.JJlhJ ntent <llkl po-...c."C una pr-otc1nH."'-8. de 

ci~teina, proveniente del e .. rndll• de an\aSt1gotc. que e-. rc .. pon!t.ahlc e.le lu al.:ti-...ar.::1un <le 

Csteres aminoaddicos en el parasito'. adcn11l~. p1<)hahkmcntc el parasito rcqu1t.·r.1 cstn 

proteasa par-a ~obrt..~vi'"-ir en el n1ar.::rof.1gn En I r11.:hon1<>11a .. \'1..IJ.:1nt1/I ... ~ ha dt..~rito otra 

protcinasa de ci!-.tcina que..- c.:;.t;l in" olur.::rnda en el prrn.:c~n de c11oadhcrcndn y citotoxicidad al 

huésped Por su parte < iuJrd1a lamh/¡,z pos.."\! un.a protcas.a de ongcn hsosomal que 

hidroliza inmunoglobulina humana (Nonh y col. 1990) 

En cuanto a la. relación que guardan Las protcasas con Ja respuesta inmune . .s.e con<.><.:c 

que la schistosomula de.\-. mfJIL .. Oflt lihc.."T'a una pnHt.~s.a que puede incrementar la acti..,.;dn.d 

de co5inófilos y la !f.Íntesis de lgE y. por otra panc. rompe el enlace parilsito~lgG 

(Vcrwacrdc y col • 1988) Otro aspecto importante de las protca.'ln...q y la r-cspucsta inmune 

es que la proteasa de schistos,(>ma. la pn-,tcas."\ de i.:istt."1na de /·:.. l11.\lo/111ca y Ja 

mctaloprotcasa de ,.f. ccuuntun pu .. -dcn ser crnplc.tt1a~ para d1fcTl.'11CÍur huCspcdes infectados 

de aquello!f. que no lo cst.ff.n (Toy y col.. 1987) 



1.6 PROTEASAS EN Try7"'111<.J.'iuma cru:i. 

Actualmente el estudio de protcas.a.s en 1: ,·ru:i es llevada a caho por varios 8f'"Upo!i 

en cJ mundo_ Tales estudios incluyen aquellos que han reportado la presencia de estas 

enzimas en los diferentes cstadio!I de par3.s1to con el fin de encontf'"af'" similitudes y diferencia 

entre cada uno C>tros grupos las hnn estudiad .. , como antigcnos para diagnóstico, y otro:ci. 

mas. han llegado a carackri?..ar ix ... foc1.:uncn1c a la proteasa que presenta la mayor acti ... "id.3d 

proteolitica en /: '-·n¿=t. la ··cnJr .. aina o cru.r.ipainn" (antcrionncnlc gp57/5 I) Algunos 

estudios están principalmente diri~i<ll,~ hacia la húsqueda de un inhibidor csrx~itico de taJ 

enzima,, que pued4 ser utili1..ado en el tra1arnicnto y/o profila.xis de la ~~fC:nncdad d~ Chag.a.<. 

La acti,,.;dad protc..·ulitica t..~ extractos crudos de 1: '-'r11:1 fue <letcrntinada inic1aJmcntc 

en 1958 (rcfct;do en Bongertr. y fhm!-(c1·cr. JQ78), pero p<n mucho tiempo no~ llevaron a 

cabo rnit.s estudios al rc.<.pccto Dch1d(1 a que r cru=1 s..c n1ultiplica 1ntr.c1cclul;tnnt:ntc y 

pcnc.."1.r-a activamente aJ huCspc.."<1 (!\1C"vcr y ~'">I 195R, Dvorak y llydc !<)7_1) ~ pcn~o que una 

cnñma protcolllica podria ayudar al parasito a penetrar a la ...:élula y a nugrar de un tejido a 

otro en el hucspcd (lJrand 197_1) 1·:n l<J78, tomando en cuanta le, antc..-r·ior, B(,ngc-n~ .. y 

l lungerer encontraron una en.Lima de aproidrnadumentc 100 kDa provc..·nicnte de extractos 

de T. ,·ru:1 que era específica para enlaces pcptidicos y que pos-.."'ia g.nJpos tiol ~u.:u..,os 

Por otra parte. la invasión de /' cru=i a células de rna1niíeru puede ~r facilitada por el 

mecanismo de proteólisis implicado en e~-ic proc-C"itl (Piras y cc1I Jl)S5) Ademas se 

encontró que la adición de u-::?-macroglobuJina aJ medio actuaba ~umo inhibidor de 

protcinasas e inhibía marcadamente la infección a macrófagos y tibrobl.:lstos. ( Arnújo-Jorgc y 

col. 1986). Asi mismo en 1990 Souto-Padrón y col dan a conooer que la protca.."3 de 

cisteina que se locafi7..a en lo5 lisosomas de cpimastigotcs y 'IUC además se encuentra 

expresada en la super1icie de los misrnos y en la finnut transic1onal de amastigotc 

tripomastigotc y que la adiciún <le ~nticucrpos anti·protcinasa al medio. inhib1a 

significativamente la ingestión del par a:-0110 por el macrófngo 
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En 1985 Scharfs1ein y col empican un antígeno. denominado gp25. parad diagnóstico 

de la cnf"cnnedad de Cha.Has el cual. más rardc. resultó $CJ" un producto de dc.wadación deJ 

antigcno gp57/51. que es una gJicopro1eíru1 expresada por los c..tJimastigotcs y 

tripomastigotcs sansuineos y que f"uc purificada y caracterizada por cJ miS1T10 grupo 

(Scharfstein y col, 1986) Esta Ultima rcsulró ser UflA molécula aJtam<."tHc inmunogénica que 

podía la.mbién ser ctnpJcada '-~ las pruebas !;-t!TolOgiCAS de la cnfern1cd:td de Chogas EJ 

hallazgo de Ja degradación de gp57/~J fue apoyado más tarde por llcllman y col en 1991, 

quien~s encontraron que la principal protcinn.54 de cpinlit,-rigotcs cataJi.,...aha ~u propia li!i.is 

Otros estudios demostraron qu~ se trataba de una prc-1tc.a.-Ut de ciste1n.1t dehidu a que .,;u 

ac;tjvidad era inhibida por 1:-t.rl (f\furta y col 199()) Adc..-01..:1:-;. s-t: hahia c.~cnntradu que c.-sra 

proteasa de cisterna. ahurn llamada cn.ujpain..'l (Cll.l'JUlo y col. 1 •>·~)a), adC'fllils de 

autodegrndarsc. degrada JgG humana por medio de la hrdrolisis dr..~J h; y dando Jugnr a 

pequeños peptidos (Bontcmp1 y Ca . .t'.T.Ulo, 1990) Tamhién se s."lbi.1 va 4w: C'\tlJ protca.~ es 

clave en el rnctaholisrnu del para.sito (Bonternpi y col . J 9X·-i. 1 •>S 1>) ;.· C'.'> blanco de lu 

re!ipuesta inmune del hucsped (~furta y col, l •>90) Estudjos llcvndflo;; a ..:aho en la di."CHda 

de los 80's demuestran que la prole.asa de cistc...-ina punticada de epima~fl.!J'<.•tc~ se encuentra 

locaJiZ4da JisosunU1.lmr..~te ( Uomempi y col , l 'J8'>). que es una glicoproreina mouomerica de 

aproximadamente 60 kOa (Scharfstcin y col, l98ó) y que mo~traha homolo~ia c..."'tl su 

C1Ctremo amino tcrminaJ con la papaina y catepsina L (Ca .... ..z:ulo y col. 1 <J89) 

En 1990 Campctella y col encontraron que los niveles de actividad proteoli1ic.a en 

amastigo1es y tripomastigol~ son 1 O vec<..-s menores que Jos hallados en cpima.stigotcs. y de 

nuevo comprobaron que la ntayor actividad proteolitica . ahora en los tres estadios, cs1á 

dada por una protcinasa de aproximadaniente 60kDa 

También en el arlo de J 9<.>o Greig y Asha.11 detectaron aJ menos cinco pcptidasa....,, en 

exrractos de epimastigucc:s cep.;1 Y. cuatro de las cuales eran protca!i.a~ de ci~tcrna con un pi 1 

óptimo ácido. Para 1 'JQ2 l\fcircllc.s y col demostraron que Jo'i inh1b1cJorcs cspccític.os de 

pro1einasas de cistdna, inhiben el desarrollo intaccluJar de t: ("rt.1:1 111 l'tlro En el año de 



1993 1-fanh y col prob:lron inhibidorcs de proteas.as pegados a pCptidos que le pt...-rmilcn al 

inhibidor penetrar a las células infectadas y encontraron que esto~ péptidos inhiben Ja 

replicación intracelular de 7: ,·ru=1 y con ello !iC inhibe uunbiCn la transmisión del parásito 

En los úhimos ai\os el equipo de Scharfstc:in ( Lima y col • ( 9Q4 > ha identificado nueva~ 

isoformas de la protcasa de cistc...ina de 7: cn1:1 y en colabc:nación con otros grupos se 

continua investigando inhibidorcs espedtico!l de esta importante erujma ( ~1cKerTow y C<.)l , 

1995) En p:.)96, L<-Hvndcs y col ~ludiaron las rneta.Joproteasa"' de difc,-ent~ cepa;,;. de T. 

cru:1 y hallaron que la c'<presión de estas enrjn1as se presenta de manera hcterogenea entre 

las cepas que ellos analiz...a.Ton. en contraste con las c..-cprcsión de proteas.a'i de ci!>tcim1 quC" se 

encuentra muy conscrvada AdC'fTI!tS, se CMactcri7.Á'l a toda!' t.•c;tns rnetaJoprotca~s corno 

prole.asa~ a ..... ociad~ a mcn1brana A la ft.~hn. se ha purificado una de las rnetsloproteas.as 

que se expresa constitutivrunentc en los tres e~tad1oo; de J: cr11:1 (Sales y col 1(~)6) Por 

su parte. Set"Vc.au y col en 1996 prohrucm sustrutos cspt.....::1filA>!> para la cn1;1paina y 

encontraron que ciertos deri .. ·adns de cistatin.a ~on eft.""Cti" u~. ya que tUcron capaceo; de 

discriminar entre las prole.asas del hué.,.pc..-J y aquella~ c~pt.-ctflcas del par<i~llo 

lnteresnntemcntc. ~1ontciro y col ( 19'Jo) han lograd(l clonar un inhib1dor cndogcno de /". 

cr11:1 que: regula la actividad ptoteolitica mtracc:lulnr. dando uM una nut.""'l.·a hcrrarnicnta n1AS 

para el dise1'o de inhibidorcs contra In cru.r.:ipa.ína En cuanto aJ papel putativo de las 

p1"otea."Wls de J: cn1:1 durante la interacción con el tc:jido blanco, Andradc y col ( 1996) 

cncontraTon que el tratanl.iento a cClula.'i de tejido cardiaco con 1. 10-ft..-nantrolina inhibe la 

infección por- 7: L·r11.:1 hasta en un bO ~á Otra protc.o..sa estudiada en /: L·ru:1 e~ la prole.asa 

aJca.lina de 1 :!O kDa ( proteina.sa Te 120). que ya se sabia que se expr~ha en todos los 

estadios del pará..silo y que muestra un amplio espectro de l\Ctivldnd protc.."Olitica (Santa.na y 

col. 1992) Esta enzima parece estar involucrada en la liberación de Ca:· como fuctof" 

importante en la invasión a Ja célula hucsped (Burleigh y Andrcws. 19'-J5) Al anaJ17,..ar la 

respuesta inmune humons.J generada por esta prolc.as.tt. y o1nt de 30 kDa cuya ac1ivación t..."'S 

dcpendit."fltc de ATP. hubo reconocimiento de ambas protctts.ts por el 95 ~ó de los sueros 

provt...'"flientes de pacientes con entCrmcdad de Chagas crónica_ en tanto que los sueros de 

pacicntt.~ lcishmaniacicos viscerales y Je indi·vlduos sanos no las 1 ccunocicron. fX.')r lo que. 
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la respuesta inmune generada contra estas enT.imas podría !K.....- un mecanismo eficiente para 

p.-cvcnir la invasión por 1: «ru=i al huésped (Fernande5 y col. 1996). La p.-oteasa de 30 kDa 

dependiente de A TP ha sidu clonada y secuenciada indicando y se hn deducido que se 

tl"ataba de una protcas.a de cisteina homologa a la catepsinn B (la primera descrita en 1: 

,·n1:i). Su posible papel en la difcrcnciitción del parásito y su participacion en el catabolismo 

proteico de la fonn.a intracelular del parásito t...--stiin siendo investigadas actualmente 

(Nóbreg.a y col 199<:1) ror Ultimo, Santana y col ( 1996) también han encontrado una 

protcasa de 80 kOa que es secretada por T cn1:.1 (prntcinasa Te 80) y cuyo sustrato 

especifico es colagcna..sa, lo cual. sugit..."'t"c que Te 80 po<lria facilitar la invaf>ión a la célula 

hué-spcd po.- 1: ,·ru:1 por medio de la degradación de cola~cnas pres.entes en la matriz 

e""<.tracclula.-~ po.- lo anterior. esta tn.mhién pcxfria ser un buen blanco pMu quimiotcrapia 

(Santana y col 1996) 
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11. OBJETIVOS. 

Obje-tivo General. 

- Estudiar y caracterizar protcasas constituti-.·as y de SCCl"eci6n de Trypano."iOnJO cru:i de la 

cepa Querétaro 

Objetivos PartiC'uham. 

Comparar dos mCtodos para el estudio de proteasas e.Je ·¡: cru:1. uno colorimétrico y 

otro clectroforético 

Ca.racteri7Ar )' comparar las prot~a.sas t...-n sobrcnadantcs y extractos tanto de 

epim.astigutcs como de tripomastigote:-i. 



111. MATERIAL Y MÍ:TODOS. 

111. 1. Matcrinl Biológico. 

Se tntbajó con t.-ipomastigotes y epimastigotcs del aislado mexicano de '/: cru:i 

QuerCtaro. obtenido a pnrtir de /'r1c..1toma barh...·r1 muestreado en el t..<>stado de QucrCtaru 

La cepa es mantenida en ratones 

111.2. Cultivo de: Par-3.sitos. 

- Cultivl' de epimasti~otes Los parasih1s se cultívmun a 2HºC en medio LIT (Livcr 

Jnfusion Triptos.c), suplementado con lf~;. de Suero Fetal Bovino (SFB) (CHUCO) 

inactivado a 5bºC durante JO minuto!'\ y :!5 a.1Wml de hemina (SIG~1/\) a pH 7 :! Los 

parásitos se incubaron en frasco.,, Erlenrr.cycr de 250 m1 u en botella!<. de pliistu.:o de 25 cm: y 

volumen de SU mi. conteniendo 5 tnl de tnt..-<lio 1.1·1 y un 1ot3l npr'>"'imado de 5XIO" 

parasitos por mi Se 'igwernn suhcultivarn.Jo cada -.emana ton1ando~c 1 rnl del cuhivo 

original ntH.s 5ml de LIT frc:-.1..'.l'I 

• Cultivo de tripomastigntes Se sigui6 el méto<lu citado t.-n Andrt:ws y Co11i. l·H~::!. con las 

slguicnte!'i moditicaciotlt!'s 

Se utilir.ar-on rnonocipa~ de células Ver-o cultivada' en D-~1E~1 ( Dulhl..--cco·s ~1odificd 

EagJc ~1edium. GIBC'O). suplementado con l~Q de SFB (GIBCO) inacti...-a.do. l~·O de 

";taminas l(){h( (GIBCO), l~O de arninoacidos no-t..~ncialt.--s IOml\1 (Glll('O). 1~'0 de 

piruvato de sodio 100 mf\1 (SJG~1A). l~O de L-g.lutamina 2m?"l.1 (GIBCO) y l~'Ó de 

penicilina-estrt.j'llomicina ( IO.()O() unidadcs-10.000 unidadc~) /\.1 tnom-cnto de infC>1-L.1t.r- la-. 

células con los tripomastigotc~ sa.nguincos se cambió d mt.""t.!i•.:> al 1 O ~'O por mt.....Iio al 5~·0 de 

SFB 'Y se agregó medio medio nut..··...-o aproxinladamcntc cada tcrcc_-r din 

La sang.rc de ratones BALB/c infectado!. se diluyó 1 ::?. en ~olución de fosfatos 

gluco!;B.da (PSCi) y se llevó a cabo la separacion de loo; triporna:-otigotc~ en un gradiente de 

Ficoll·Paque (Phannacia) centrifugando a 400g durante ·15 minutos a 4ºC La capa de 
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mononuclcares que contenía a los parásitos se separó y se egrcNó al cultivo de células Vero 

en botellas de 25 cm!' de plástico (COSTAR) que estaban en D-!'\.1El\t al 5°/o y se dejaron 

48hora!l a J7°C (50,0 de CO!' y 951!',,ó de hunu .. -dad) corno tiempo de infección y entonces se 

cambió el medio de cultivo al mismo porcentaje cada vez c1ue fuera nt .. -ccsario 

Para expandir los cuhivos infc...-ctados se retiro el sobrcmu.Jante de los cuhivos celulares 

infectados con 7: cn1=1 y lss células se des.pegaron u~ndo 1 5 mi de EDTA 5 m~{ (p.tra 

cajas de ::!5 cm..:- y .. l mi para las de 75 cm.!) por ~ nlÍnutn.'i a temperatura amtHcntc y 

posh .. -rionnentc ~ nd1dono SCWJ p.l de tripstna t¡ue tcrn.1 una concentrac1un de l mg/ml 

(SJGroi.1A) para la:-1 cajas. de :?5 cm..:- ( 1 mi para la~ de 75 cm!) durante apro .... imadarnente en 1 

minuto Las cClula.'i s-e colLH:aron en ::! o 3 cajas aparte '.\' "C pu....,-, n11..'1.fío al 5~ O de SFB La 

máxima cantidad de p;trásH<lS ~ obtuvo apro,imadan1cntt• •t ltl"' 1 ~ dias p<1~1int~cion 

(aproximadarncntc 2XIO" para<>ito~ml) Los parasito"' St." n~t1oaron cada tcTcc-r d1a y se 

agrego n1t.."\iio nut.·vo 

Los paoá.."»ito~ fueron puntiL•.,;túos de los cultl'elh inft...""Ctado!» ~-pal andl> el :.ohrcnadantc y 

centrifugando primero a 400g durante 10 mín a 4ºC de donde se .. ~parau.m las cclulas 'Vero 

y el soboenadantc se voh.io a centrifügar a :!.000!-t duntntc 20 min a 4ºC de donde se 

obtu'\r-·o un botón de pai-as1tos que s.e usó para obtener c'tracto o hicn para (.."Ultivarlos y 

obtener sobrenadantc 

111.3. Obtención de Extractos y Sobrcnadantcs de J: c.:ru=1. 

111 3. 1. Obtención de e"'<lractos de tripomastigotc:"s y cpimastigotcs 

El bo1ón de tripomastigo1es se obtuvo con10 ~ indicó t..~ la sc-cción anterior y el de 

epima."itigotcs se obtuvo centrifugando el cul1ivo a l,500g duran1c JO min a 4ºC. en ambos 

casos se lavó dos veces con PHS y se rcsuspcnd1ó en unn s.olucion de Tris-1 ICI 1 Om~f 

pH 8 2 en una .-elación de aprmc:imadamcntc 1X1 u' para!f.itos por cada O 5 mi de solución 
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La suspcnción anterior se sonicó con una intensidad de bO W por 5 veces en periodos de 2 

minutos. PostCT"ionncntc se centrifugó a 1 O.OOOg durante JO min u 4ºC Finzdmcme. el 

sobrcnadante se separó y se hi7..o la dc..-tcnnirwción de pr-oteioas totales pt."">r d método de 

Bradfonl (,·cr 111.4) 

El cxtnicto también se: obtuvo en alHunas ocasiones a panir de para..-.ito"S que se habían 

mantenido previamente en congelación 

111.3.2. Obtención d~ Sobrcnadantcs de tnpornasligolcs y cpuna!'.tigotcs 

El botón de par<i!iitos obtenido cornCl ~e indicó anteriormente. ~ Id'" o dos vece:<.. i..:on 0-

MEM (parad C..'l.SO de tripoma!>ti~otcs) ó hien con LIT (p¡uA cpimasli~nt'-."'S) complc-rncntndo 

con todo excepto el SFB lk!-.pucs se rcsuspcndió en el nusmo medio empicado en lo~ 

Ja vados, en unn relación de 4 X 1O7 pará~itos por mi de.• mc<lio y ~ 1m:uho durante dos hor-as 

a JT"C Al termino de la incut>ación ~ ci:ntdt"i.i8n de nuevo a ~.U1 H} !-l. durante J minunto~. 

y el sobrenandante se filtró a travc~ de una membrana de C) ::!.: 11 <'111.1-IPORl~) y~ usó 

inmediatamente 

Es imponantc señalar que en e~tc trabajo no se anali;.aron las protca!kl!'lo del estadio de 

aJTiastigotc pues es dificil obtcnL...-los de nL:!ncra pur:t y c."'fl una cantidad suficiente para la 

obtención de extrni...-ios y sobrenadantcs 

111.4. Cuantificación de Proteínas 

La dctenninación de la concentr-ación de protcinas del C)(tracto se llevó a cabo por 

el método de Bradford (1110-RAD) Se pr-C"paró una curva patrón con una solución 

estándar de Albúmina Sérica Bo\.;na (BSA) con concentraciones de 5.1 O. I S.::!O y 25 µg/ml 

en PBS La lectura se reali7.ó a 595 nm empleando como blanco PBS Los extractos se 

leyeron a la misma longitud de onda habiendo !'loido previamente diluido~ 1 100 y 1 50. el 

resultado se interpoló en la curva patrón y la concentración linal de protemas ~ obtuvo 

tomando en cuenta el factor de dilucion 
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111.S.. Determinación de Actividad Proccolíticn por el l\.1Ctoclo de A.7..ocascína 

( ~1étodo ColorirnCrrico). 

Con este mCtodo se midió la actividad protcolitica en cxtrn.cto"l. parásitos completos y 

sobn:nadantcs de T. cru:1 cmplcandt' corn(> sustratt1 ¡u:oca"'>Cirut Cl:tges y col 1986) J•ara el 

estudio en f.."'Xtractos se prc..t>at.iron tubos de rcaccion que cnnlenian .__,,._...de acetato., con 

ó sin L-cü."1.cín.a y EDTA .• d sustrato (a.r.ocascina al :!ºo p'1o·} y 25. 50. 75. 100 y ZOO J18 de 

proteína total de extracto Para dio ~ necesitó prcparolf 

-Una solución de a.monrguador de acetatos pi 1 <; ~. a c-.ta ~lluclon la nonthr:uno~ 

amortiguador sin estabili;.m.Jor A (lfr-a • .• oJuciún i¡..t:ual qut.• la an1cruu se..• le agn .. -go O J8rnp./n1l 

de EOTA (SJ0~1A) y 4 SLJ mg!ml de L-cistc:ma (SIG~1A). a esta. !'Kllucion s.e le llamó 

amortiguador con cstabili.1'.ador 

- Solución de azoca.."icína {SlG,'\1AJ al :!'!o (p/v) di-.oh.icndo en 20 dd volumen en re~ulador 

sin activar- y 10 par-te del volumt.•n en agun. bidc:stilad.a L-s((.·nl Se pro5.,1guio de b siguiente 

manera 

Se colocó en cada tubo de 1c;1cción un volumen de O 75 ntl dt.•I arnun1gua.dor rt..""Spt.'(,'.:li1oo 

que ya llevaba la cantidad de proteina del extracto cutrcsp<.ln<lientc Los tubos fücron prc

incubados durante 1 O min a JTC y cm once!. !><: adicionó a c..-ida tubo O 2:"0 mi de la 

solución de azocascína al :!~'á. tras lo '-.-Ual se incubo a J re duranlc el intervalo de tiempo 

deseado ( 12. 24 ó 48 horas) AJ final de este tiempo se detuvo la reacción con ácido 

tricloroacético al 3~0 (v/v). se centrifugó durante :!:O mm a :!,C.K){)g a 4ºC y se retiró el 

sobrenadantc parn la detecclon de los productos de la dL~radacion del MJstrato por medio de 

la aparición de solutos que absorben a Jt>b nm 

La comparación '-.-rllrc actividad proteol11c.a entre e..,.tractos de epimastigoh."S y 

tripom.astigotcs se hizo de 1.a ntancrH anterior. solo que se ocupó una concentración 

constante de proteína toral de cada extracto y s.c.: midió la a(,..-tivldad en.r.Jmática a Jas J. 24 y 

48 horas de incubación 
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La detección de actividad prott.."Otitica en cultivos de -,: cru:.i se rcali7h de In siguiente 

manera: se purificaron los panlsitos cumo se indicó• antcriunnentc y los cpinmstigotcs se 

incubaron n 3TC en solución de llan'-.s pll 7 1-7 3 o los lripomnstigotes en l>-f\.1Ef\.1 5in 

SFD (a ambos mcdio5 se les ag.rcgO s.oh.1c1ón de azoca....~in..-. al 2~·0) durante t S. JO, 60 y 120 

minutos. al térn1ino de cada pcrlt.xto de mcuhaóón el cultivo se ccntrifUgó durante 3 

ntinutos (los epima."itigote!' a l ,SOO~ y lo!i tripumastigo1cs a 2,()()(J1:_0. entonces s.c tomó la 

alícuota cun-~pondientc a la que -;e ogrc~n TC'A 111 J<ll,Q pnrn detener la reucción. a.1 final, se 

ccntrilUgaron \<.l~ tubc.._..,~ a 2,000g dun\ntc '20 ruin a 4'~C y!-.<.! leyó el ~"brcnndante a 166 nm 

En el ca~o de la dcl1..-..:.c1ún de ttcll" id.a.J protc..-olitica 1..·n Mlbrcn:idantc~ .-..e incubo de la 

manera descrita cn el parrafo anterit.H. •;.oh' que C'>ta '-CJ. to,. cp1n1astig<Hcs ~ inc\Jbaron en 

LIT sin Sl:B n los tri¡x.Hna-..ti~otc~ ~e im .. --uharon ~un ll~!\.1E!\.1 ._¡n SFB. c"ta -.·e:r. n<> ~ 

adicionó U7.0Ca.'iC1na a lo'i cult1voo; que se inn1barlm <l 37"C A lo~ t 5. ~o. 60 y 120 n1in se 

centrifugó ci cultivo ~· s.c retiraron al1cuu1a-. <ld •.ohrenadantc que ~ filtraron a travé-. de 

tliuos de l.l mm con membrana de n ::.2 ~1 y c~te ~hrcnadante s.c pu~--. l\ incubar con 

azoca~"Ína al :!".o H. .l7ºC .Jurante el 1ni:-..lllll hc1np<"l tran"nnndc ha!-.ta el rnomcnto t.."'fl el que 

se retiró la ahcuota del cultivll Al h:nnino de c~tc ticn1po. la reaccion ~ de1u~·u C"'-1n TC A al 

3~.-C. y se centrifugn a 2,00<>g <lur<lntc "20 1nmutos a 4ºC y el s.obr<.."'fladantc se lc;.0 a 366 nm 

111.6 Dctc:rminnción Je Actividad Protcolitica por el Método de SDS/PAGE con 

Gelatina como Sustrn.to. (l\1Ctodo Elcctroforético). 

Se determino la <tcti .... idad proteolitica 1..-n gel~ de ncrilami<la-his.acrilamida 

copolimcriz.ado!:i con gelatina como su~trato en;.imáticn. la actividad protcolitica M: ,;sualiLO 

por la pres.encía de bandas claras en el fClndo azul del gd ( 1 lelss.cn y t:>owdlc. l 980) La 

técnica se lleva caho de la ~iguicntc manera se preparo un mini-gel d.c acri1'1n1ida

bisacrilamida al l lo/o con :2°/o (p/v) de gelatina n~mo ~ustrato 1.ns muestras qut: se 

obtuvieron el mismo d1a, se t.hluyeron en .......... .-J.,.. de n1ucstn1 :!X ~in n1crcaptot.."1.ann1 y se 

corrieron en el gel a 130 volts a 4"C Al final de la electroforesis se incubo c1 ~el en solución 



de Tritón IOOX al 2.S º/o (v/v), durante 1 ho.-a a tC1'Tlpcratura ambicnle en agitación La 

solución anterior fue rclirada y se incubó en una solución de amortiguador de acetatos

DTT l mf\.f al pi f de:"CU.do durante 18 horas para muestras de tripomastigotes y 

sobrcnadantc de cpimastiMotes y 3 horas para extn.cto de epima.stigotes 

Para el estudio de la inhibición de la actividad proteolítica. se cortllJl las tiras de gel donde 

se corrieron las muestras y se incubaron en tubos individuales en a.--ur...t.. .. de acetatos pH 

S.S- S.6 para extractos ó bien plt 7_ l-7 3 para sobrenadantes, adicionando lo,_ rcspccti...-os 

inhibidores de prole.as.u a las siguientes concentraciones 

INIUJIUX,H 

Be.-rtaun 

l.l•J...l-c-nanUnhn.a 

l'MSt-

fl-<.:K 

l'..IHA 

ü >NCI Nl~Al."JON l >U. s:J < X..."K 

{rn1o.U 

IO 

200 

zoo 

IO 

"''º 

'-"<JNC:FNTH.ACl<JN FINA!. 

l~npk-14) 

IOµl\f 

fOµ."l.t 

lfJrnM 

lmM 

lílm.'l.f 

111. 7 Enfoque lsocléctri..:o de Protcasas de Extracto de Epimastigotcs. 

Se puso a expandir un cuhivo de aproximadamente SOX 1 o" cpimastigotes en LIT 

complementado al IOG/o dentro de una botella en un volumen final aproximado de t SO mi )' 

se incubó en agitación por rotación radial a 27°C. A los 8 dlas de crecimiento se agregaron 

1 SO mJ más de medio y ~ continUo con la incubación duran1c otros 8 días De este cultivo 

se prcpw-ó eJ extracto de cpimastigotcs d~.: la man<..-i-a que anteriormente se explicó y se 

emplC1\ron 33 mg de p.-oreina totaJ pa.-a el enfoque csocléctrico El mismo dia se realizó un 
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enfoque C'5.0Cl0ctrico en un aparato ROTOFOR. con una ccJdn de 60 mi. a 12W durante 6 

horas a 4ºC. usando anfolitos de 319 (810-RAD) Dc:spuCs de esta primera corrida se 

repitió la separación empicando las fracciones con pi alrededor de 7 y usando anfolitos de 

rango entre 5 y 7 (DIO·RAD) bajo las mismas condiciones A las 20 fracciones oblc..~idas en 

cada caso se les midió el pi t con tiras de papel indicadoras y se corrieron c..~ geles de 

acrilanUda-bisacriJamida copolimc......-izado!t con gelatina. como se indicó en el punto lfl 6. 

111.8 Anil.lisis Estadistica 

Se uiiliz.ó la prueba de ANOVA por medio del progrania JUJ\.1P con un a. = O 05. para 

comparar las posibles difc.-encias significativas entre los datos de actividad protcolitica en 

extractos y sohrenadantes sometidos a difcr-entes condiciones de i°"'"Ubación (activadorcs~ 

tiempos de incuhación. temperaturas) y entre el C1itadio de tripomastigotc y epimastigotc de 

T. cru:1. 
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IV. RESULTADOS. 

IV. t Determinación de Actividad Protcolftica en J'ry¡><u10.'"''"'° t-·ru;:i por un 1'.1étodo 

Color11nc!trico. 

IV. t .1. Actividad Proteolítica en Extractos de /: cn1:1. 

En este ensayo se midió la actividad protco1itica en ext.-aclos de tripomastigotcs y de 

cpirnastigotes. Se L~plcaron en ambos casos. extractos frescos preparado~ ~in inhibidorcs 

de protcasa3 Tambit.."n se determinó la aL-tividad enzjrnática con epimastigotL~ y 

tripom.astigotes ,·ivos. asi como en sobn:nadante de ambos estadio .. 

Para determinar la actividad proh .. "Olitica en cxtrru;."105. de t: cr11:1 por el mt.."'to<lo 

colorimétrico se utilizó a.r.ocascina como sustntto, la cu.al fue mcuhada con difcrcnles 

conccntr-aciones de protc1na total de los extractos de epirna.stiµotes y tripomastigotcs 

durante dos tit.."'fl1pos de incubación (2·1 y 48 huras), ademas. ~ compararon dos condiciones 

de reacción {ausencia y pres.c:.."'tlcia de EtlTA y L-ci~tc .. -ina) con t!'I fin de ..,.cr si se cuntfK_'lrtaban 

de la rnisnm rrmnera las protca~s de los extractos y ... cr hajo que condiciones i.e veía 

favorecida la degradación del sustrato c.."TTip1eado En la figura 1 :-.e obs.cn.:a la gra.fica que 

representa la actividad protcolitica en extracto de tripornastigott:"S fresco preparado ~¡n 

inhibidores de protcru..as Se midió el incremento en la degradación de a.r_ocascina al ir 

aumentando la cantidad de protcma total para lo cual !'te utili7..aron 15. 25. SO. 75. 100 y 200 

µg de protcina total del extracto y se analizó la acti ... ;dad enzima.tic.a tanto cm presencia 

como en ausencia de f!DTA y L·cistcma Además. se compararon dos tiempos de 

incubación con el sustrato a 3 7ºC. 24 y 48 h Lo que se ob>L'"'l-vo fue que la dc..""gradacion de 

azocascina aumenta proporcionalmente al incTemc.."'flta.r la concentración de proteína total dd 

extracto a anibos tiempos de incubación. s.iendo mayor a las 48 horas. tanto en ausencia 

como en presencia de EDTA y L-cistcina Debido a que este experimento no fue hecho por 

triplicado. no se puc.."Cicn comparar los resultados ohtcnidos bajo las difcrc..'"Tltes condiciones de 

incubación. 
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FIGURA 1 Actr.-1e1.Jd pr01colillc.;1 en c.,tracto de 1npoma..i1gotC"'i En la ~r3fo:a ~ representa la dcpcndcnc1.:a 

de dcgn.d.'lC'l6n de :uoca§.Cfna cun rC'S{lCClo a 13 <."CHlCCnlr.to=16n de pl"otcina lot.."1.1 en el CJl.lraclo de 

Utporna.st.JgOlea cmplcad:t en el COS-3)0 Se utcuhó a :t7"'C en an1ort11-:u.:Ktor <le uo...·1 .. :110~ pll '.\ ~-S 6 durante::!.& 

y 4K horas. en auscr1':1..'I y pr~ncL"1. de EDT A y L<•io:tcln.--i. --- rcpr~nta c:J extracto u1'C'Ubado <;:0n el 

suRmlo durante .JM h en preo.cncta de EDT A ·"' 1.-cistcln.a ) ... •-..•- rcpn."'!.Cnta lo nu~mo ¡,o)o que en mu..c1¡c1."1 

de b.tos. •• rcpr~nta el c'tracto 1°'-.'1bodo ..:un el nu.trnto durante 2.4 h en presencia de EDTA -" L-

cistdna y .,¡; .. o .. representa lo nu•mo M:>lo que en ausencia de EOT A -" L<ls.tcin.'1. 

a..zocascina se midió 3 366 nn1 La gr.:ifica amcnor ~rC"!>Cnl3 un ~lo c.,¡JCnnlCTllo 

1_ .. dcgrad.'lClón de 

Se analizó tambiCn el cxtra'-10 de cpimastigolcs en fa~ estacionaria que aparece en la 

figura 2. ahí se representa la degradación de n..zocascina generada por- protcasas pr-esentes en 

extracto de epirnastigotes fresco preparado sin inhibidor-es de proteasas, se gndicó el 

producto de la degradación de 8.J'...ocasc...-tna para difcremes concentraciones de proteína total 

del extracto incubado con el sustrato durante 24 y 48 hora.."i a 37°C, usando dos condiciones 

de incubación presencia y ausencia de EDTA y L-ci~tcina Aquí. al iguaJ que en el extracto 

de tripomastigotes, se observa que la actividad protcolitica se incn .. "nlenta al ir 



aumentando la COOC(.."fltrnción de pr-oreina toral del C-"tl'"acto y es de apro1'imada01enrc 0.2 a 

1.5 veces mayor- cuando se incubó dur-antc 48h que durante 24 h Por- otra parte. al 

agregar EDTA y L-cistcins. aJ sistema se inhibe la actividad pr-oteolirica en el extracto de 

manera significativa., tan10 a las 24 como a las 48 horas de incubación a 3 7°C. 

º"" 

002 

o ... ::::=;:;;;,,==::;liil.=::;:;;;;:;;;;:;;;;;:j,¡;;;;;~~=-0,:::::::::::=._::..__~~~~~~~~~~_J 
o 100 

PROTEINA TOTAL 1 ¡.tgJ 

FIGURA 2. Dcgntdac:ión de: a ... ..ocaseina en c.-..1r.acto de cpnnashgote5 usando U.25.50. ?5. 100 y 200 µ8 de 

protcfna roe.al en el ensayo a J7"C durante 24 > .iK horas en amonrgu.ador de iacctalos pfU_,_, b. en ausencia 

y prctiCtlCia de EOTA y L""°stcfna ____ rcpn:scnl..!I el e-aracto incub.-.do con el susualo du.r.in1c 48 h en 

pf'CSCncia de EOTA y L~stdna y ....._.__,_ n:p~nu lo mismo solo que en ausencia de éstos úhimos. •

rq>rcscnta el cxtnacto tncubado con el sustralo dunm1c 2.i h en prew:ncia de EDTA > L<1!">tdna y ~->-(.l

rcprescnta lo missno solo que en a~ncia de EDT A )" L-ci ... ldll.'I La dcgr1'k1.aclón de: ouoc:udn.."I !OC rn1d16 a 

36(, nm. En la grafic:. se reprc:5enld el e:ilpcrm1en10 m.tis rcpr-cscntatn;o hecho por 1nplicado 
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El siguiente experimento se di!'ci\ó para comparar la actividad protcolitica en cxtf"actos de 

uno y otro estadio, con eJ fin de conocc..T si en uno había nusyor actividad protcolitica que en 

d otro o bien si ta actividad era igual en ambos Pr~;amcn1e se hahia oh~-ado que 

mientra..<; mayor fuera la cantidad de proteina total del extracto. mil evidL"nlc cr-a la 

degradación del sustralo. para llevar a cabo In comparnción de actividad protit.-olitica. de Jos 

dos estadios ~ nccesitaha h:1hc:r empicado entre 75 y 2fJO ug de protC'ina total para cada 

extracto (puc~ ti.le aquí donde s.c observó In diíercncia ma.." cvidentcrnC'TllC) y debido a que 

es muy dificil obtener ca.nt1dadc~ muy grandes de pnlt~ina t<-,tal de extrac..-.o de 

triponiasti!J:otes. para reala.r..ar el c'l.:perimcnto se dit....:i<lió cmph.·.ar 75 p.g dL- protcina total para 

los dos cxtra.(_"'tos En la ii!-tura J. ~ representa la cinética de degradación de a.z:ocascína 

cuando se utilizo una cunttdad cons1antc de 75 '-'~de protcin.'.1. total de e~traCIO'I frescos de 

epimasligutes y de tripomastiglltcs En cada ca.so los exuacto'i fueron incuba.dos bajo las 

mismas condiciones antcriorrncrne empicadas. S•olo que ahoru lns ticn1po!> de incubación 

fueron 3. 24 y 48 horas en au~ncia y prt..-s.t...-nc1a de EDTA y L-cisteina Como se puede 

notar al incrcn1cntar el 11ernpo de incubación del extracto con la aJ--t.>eascma hubo nu1yor 

degradación de esta Por otra parte. al comparar la rcacciUn en presencia de L-cistc...-1na y 

EDTA. se ,.;ó que habia una mhibición wbrc la acti'\.1dad proteolitica con el extracto de 

epirnastigotcs con respecto a la reacción llevad.a a i.:abo en ausencia dc aquello~. lo mismo 

suec...~ió en el extracto de tripomastigotes. en atnbos ca.sos hubo difl"'rcncia s.agniticativa dt..~e 

las 3 h de incuhaciOn Por 0110 lado. si se compara la actividad protcoHlica entre el 

extracto de epimastigotcc¡ y tnpornastigotes en ausencia de EDTA y L-cistcina. se observa 

que la actividad protcohtica prLo.sentc en el extracto de tripomastigotcs es siempre menor 

a la del extracto de cpimastigotcs y que hay una diferencia significativa de 

aproximadamL-nte 1 O veces Ahora bien. comparando la acti,oidad protcolitica de ambos 

extractos L-n presencia de EDTA y L-cistcina~ se ve que de nuevo existen diferencias 

significativa. pues el extracto de epirnastigotcs a las 24 y 48 hora!i presenta mayor acfrw;dad 

(apru:idmadamentc 8 veces) con rcspeero al extracto de tripomastigotc..~ 
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TIEMPO DE &HCU6ACION (hcw•&J 

FJCUR.A 3. Ai;tl\.'ldad pt'otOOlitiC."l c:oi.tractos de c-pml.ll1.1~cs ) tnpom..'lstrgoccs En la gr.'i.fica se 

representa la etnétrcn de dcgrodaci6n de aLOOISCllQ a L'll 1. 2-l ) "'Kh de lncuba...--ión. ctumdo §C' CT11plcó en 

cad3 C&SIO 7!) µg de protdn.a totaJ de cad.."t exU'a....""'lo ----~ re-prcscnu el c'Ua...'""'lo de o.+plnla...~igotes incubado en 

:u.1.3o11:nc1a de a....·u,adorcs, -• rcprcscnta el c .... 1nt ... "10 de 

tnporno1.sugoccs mcubado cu prc.cno.JI de El>TA y 1.--,-.;aein.a ,.. -1>-<. .. en tlU!..cllCl3 de ~os El produ ... 10 de 

dcgrad.~n &e la ,a¿oo..::¡u,clna M: mu1J6 cspe0.rofotornéiru.:.·uncnlc a "\(,.(, llm En la gr:\ÍJ..:a ~ rcpn."'SCnt.:t. el 

c;xpcnnlCnto más rcp~ntallvo bocho por tnphcado 

IV.1.2. Estudio de Actividad Pr-oteolítica en Cultivos y Sobn~nadantes de 1: cru:1. 

Enseguida se estudió lo que sucedía con l.a actividad proteolitica con los par<i.sitos vivos. 

pues se queria sabt....- si los parásitos vivos secretaban protcasas al medio que tal vez fuCTan 

más o menos activas que las de extractos, lo cual, aportarla C\.;dcncias que nos pt..~nitieran 

proponer funciones diferentes para estas enJ"jmas Para ello. lo primero que se hizo fue 

analizar la degradación de azoca.seina al incubar epimastigotes vl"·os con el swn.rato Debido 

a que los epimastigotes se cultivan en el laboratorio a 28ºC, se probó la degradación a :.?8 y 

37""C, con el fin de saber si las pl'otcasas se activaban o se secretan más a una u otra 

temperatura 

•• 



En la figura 4 se ob5Cl'VB la cinética de degradación de azocascina cuando se incuban 

cpimastigotes {fase estacionaria) a 28 y 37°C en presencia del sustrato y 1ambi61 se !ICftala 

la viabilidad a lo largo del experimento. U acilvldad protc...-olicica fue practicarnente la 

misma a las dos temperatura... .. y cstadistiounente no hubo diferencia estadistica.rncnte 

significativa ha.<na los bO minutos de incubación De nuevo, aJ iguaJ que con los extractos 

de epirnastigou .. "S y tripomas1igo1es, se favorece la dcgradacion del sustrato cuando el tiernpo 

de incubación del extracto con d sustrato es mayo1· 

Debido a que el p.n.rásito en su fase de epima...'itigotc~ presenta do~ t:-1-.c de crecimiento, se 

pensó '-~ la posibilidad de diferencias en la acH1o'idad proteolitica en el cultivo entre las dos 

t8.scs, por lo que, ~ analizó lo anterior comparando la actividad prnteohtica en la..-. dos fa.ses 

de crecimiento e incubando a J 7°C. los n .. ""SUJtadus se ohscn.·an en Ja figura 5 en donde se 

representa la degradación de a.zocaseina con ,.e~~acto aJ riempo y a la viabilidad a lo largo 

del experimento No hay diferencia cstadistiCllttlentc significativa en la actividad proteolitica 

entre IAS dos ta.ses de cn."Cimicnto dd parásito La viahilidad en este Ultimo como en el 

anterior experimento se mantiene arriba del 80%.. por lo cual. podemos decir que la 

actividad protc.."'Olitica observada en estos dos experimentos corresponde a pr-otca.sa.c¡ de 

sec,.eción y/o proteasa.s de superficie de los cpimastigotes. 
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FIGURA -t. D.:y,rad3csón de DJcx...,_o;.cin.a en cultJ\.O de cp1nu.S11¡i;otc!> a 1K"C y a _l7''C. Se u .... ubaron 1 5 X 

lo* p.'V2silN en un ''ºlllnlCn lot.'11 de 1 ;"; 1111 de 50IUCJ6n de HanJ..s. con el ~u~rotlO. y ~ rucron lonundo 

aUcuotas a Jos 1 !'i. JO, bO y 120 n11nu1os de ""--"Ub3c16n --- rcpn~M:-llW a lo-. p.:1rás1ICK en f:J.o;c cM.a...:1onana y 

~"""",_ en loga.rltn1ica. Oc 1gu.'ll niancra. -• &- rcpn:scnt.a. 1.-i \'tahdtd.~ tk I~ par3wlos en f;l.-.c e...1a.;1onan.;, !o 

•/\.-,"\•en fase logar11m1ca El producto de dc~radaclón de la anx..a!!Cin..1 fue dccC'l..-t.xio il J<>6nnt 

Sabiendo que no habia diferencias en la acti.,,.;dad de proteasas a .28 rú a 3 7°C, ni tampoco 

en ninguna de las dos fases de crecimiento. 5C procc:dió a analizar si c..~ta actividad 

enzimática correspondía a protea.s.as de secreción o de membrana.. para Jo cual se a.naJizó 

exclusivamente la actividad proteolítica presente en sohrcnadantc de para.sitos incubados a 

37°C durante diferentes intervalos de tiempo. En la figura 6. se obSC'f"Va la cinetic.a de 

degradación de a.T~na generada por proleasas de secreción de c..tlimastigulcs cuando 

éstos fuCf"on incubados en medio LIT sin SFB Se retiraron alicuota.s del sobrcnadante a Jos 

1 s. JO. 60 y 120 minutos de incubación del cultivo de parásitos A estas alícuotas se le..~ 

agregó el sustrato y se incubaron a J7°C durante 1 s. JO. 60 o 120 minutos. según se había 

tomado el sobrenadante del cultivo de parásitos inicialmente Lo que se observó fue que 

hasta Jos 30 minutos Ja actividad protcolítica fue tan haja que no se pudo detectar por este 

método A los 120 minutos la actividad prot~~lltica en el sobrcnadantc fue alrc..'dedor de S 
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veces menor a la actividad que habia cuando se incubó el sustrato con los parásito~. lo cual 

indica que ta mayor acti\.;dad protc:olitica en cpimastigotes cstA probablemente dada por 

protcasas que se encuentran fonnando parte de ta mC'fllbrana y que son ftctivas aun 

intervalos rclativa..mc:ntc conos de: incubación (ver fig. 5 ). Si se tabula la actividad 

proteolitica de cuhivo y !IObrcnAdame de epimastigotes juntos s.e puede Vt:"f' la diferencia 

entre la rna!lnitud de actividad proteo1itica entre uno y otro sistrma. lo t...--ual sugicrc que la 

mayor actividad proteolitica presente en el cultivo de cpirnastigotes es debida a protcas.3.s 

que se encuentran t...-n la supt.....,-ficic del parásito (tabla 1) 

----4,- - ___ , 
----.s o 1:;.' 

002 

nCURA S. Actn.-1d3d protcolll.lca de cptm .. "1.,;tígocc:s en f3'ie loµrilm1ca )' cstac"lonana 'M)bn:: .:l.l".oca.'>Cina Se 

incubaron 1 . .5 X 10• parásnos en un "ºlumen totaJ de 1 5 mi de: 50luoón de Banks con &Lo......-ucht.a a 'l'T''C. > 
5C fueron lomando allcuotas a los l ~. Jo. (,o ~- 1 20 minutos de ir1'..-ubal..-aón --- rcp~ta a los puci..,1tos en 

f3sc cst.ac:ionatUI) .... ~ .... - en log."Uitmi01 De tgual manera ...... rcpn:scnta la "iabihdad de los p."l~atos ~ 

fase e:stacionana ) -.\.,'\- en fase logari1m1ca El producco de ~aón de la a.t.oi.;ascln., fue dc1a..-udo a 
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ncVRA 6 Act1"·td."MJ procooJil1ca en sobN:nMian1c de cpimn~1gotcs en fa.-.c csla'-,onana sobre :uoc.:1SCin.-1 

Se incub;llron a J7"'C 1 ~X in• p..uás.uos en un valun-.:-n aoul de 1 ~ mJ de LIT i;;ir1 s1--u. se focrun tom."lndo 

alk:uolas a los I '. Ju. 60 ~ 120 nunuh.x de 1ncuba.c16n y poc1'-ta.s fl0'>1Crtonncnlc en ~nc1a de aJ~'l...-.Cln.,") 

duntnlc 1¡;:11al l1cmpo -- r~nt.ll la ai..."'ll'•ldad p«>eoolJuca de lo;; par.i,Uo\o en fa<>e cstauonan."t y -• •

rc:pr-cscnta la \.'l.abihdad de 10'5 p;rn\SJID!> El producto de dcg~óo de la R.roetw:in., fue dctccuJo a l61inm 

TABLA L 

Comp.uacaón de actno•dad protoolit1ca cntn: parásitos complc.."tos y sobrcnadantc de Jos nusmos 

TIEMPO DE INCUllACION 

(•IDUlot) 

" 
" 
-'º 

120 

Ac-rlVIDAD PROTE<>l..1.TICA EN AL71VIPAD PROTEOLITICA ES 

PARA.."ifTOS COMPLETOS SOftRF.NAPANTE 
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Para investigar si también en los tripoma.stigores existían diferencia.s colrc la actividad 

prorcolhica de las cdutas completas y de su !K>brcnadante se llc..-varon a c.'1.bo lo!'I 

experimentos siguientes se ana.lir.ó la actividad pl"oteoliticu en el cultivo de parásitos vivo§ 

en presencia del sustrato y postcriorn1ente la actividad de las protca.<;a~ de secrt.."·dón 

En la figura 7, S<! rcpn.~·~'Tlta la actividad protcolítiCA del cuhivo de trir>onlJlsti~otcs que 

fueron incubados a 3 7"C en ü-~fEl\f sin SFB colc""CamJo como sus1raro 3L(."CUSC.lna,. 

tomaron alkuo!a"' a los 1 5, JO, hO y 120 rmnutO!> de im.:uha(,.'.ión . .al mi!!.mo licrnpo que se 

verificaba la viabilidad Co1110 se puede notar. al i~ual que con lo~ cpirn~tlgtlh:!... la 

dcg.-adacion de a.JJ:lCa.S.C-ina aun1cnta en forma proporc11.Hw.I <le- a1..-u1.."1do al tiempo de 

incubación La .. -iabilidad s.c mantuH'l por encima del HrJn "· In qu(,_· ind1c.a qui." Ja actividad 

proteolit1ca en este ensayo corresponde a protcas.as de ~-..:rt..'1..:"IOll del parasito y/o protc.>:L'ias 

de supcrticic. para evidenciar si la ttcti .. ;da<l dctt.."'---iada .:orr..-~pondia ~olo a ílrotc.as.:1s de 

secrt.."Ción o d.: supc.....-fictc -.e realizó el ensayo de la figura 8, dl m<lc- '"<= prc'ienta la cinetica de 

degradación de H..l'..oca..<ocina provocada únican1entc por protc:.1.S.U.S de ~':rcc1ún de 

tcipornastigotcs. para lo cuaJ se 1rn ... -uba.ron triponl.'.l.~tigotcs a J T'C en D-~fE'.\.f sin SFB y se 

retiraron alic:uota...c; de sobrenadantc a lo!i 1 5. JO. óO y 1 20 minutos. al mismo 1 iernpo que se 

iba verificando la viabilidad ,\. e~-cas alicuota.. .. se lc!j agrego iL"...lX.::as.c...-ina ) -.e incuharon a 

3 7°C Como se aprecia en la figur~ la degrad.ación de azocaseina provocada por las 

protcasas de ~crcción de t.ripomastigotL"S, es niayo.- AJ mcremcntars.c el tiempo lncubucion 

de Jos parásitos en el cultivo. mientras que la viabilidad s.c mantiene su~rior al 8<>4l.-ó. por lo 

que se atnbuyó la acti .. ;dad enzimática solo a protea..'la.S de se..:reción del parasito Aqui. a 

diferencia de las proteasa..'i de secreción de epimastigotcs (fig 6). la actividad proteuhtica es 

detectada a panir de los 15 minutos y a los 120 minuto~ llc~a a repTesc...11tar ca~i la mitad de 

la actividad protcolitica que existe con las prolcasas de los parásitos completos (fig 7). lo 
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cual nos indica que solo una parte de la actividad cnzjnUtica en ese ensayo corresponde a 

pretensas de secreción. mientras que la actividad n:nuncnte observada en el cultivo de los 

pariL•ilos completos corresponde a protcasas de superficie. La diferencia entre la actividad 

proteolitica de los tripoma.stigotes completos y del sobn:nadantcdc los mismos. se puede 

apr&X:iar en la tabla 11 

- - .. 
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FIGURA 7. Acti"\·idad protcolioc:a de tnpon\3Sligotcs usando vocasdna como susarato Se incub.'u~ 

2.2XIO" parásilos en un votumcn lou.I de n.MX mi de D-ME.flr.1 con a;.ocasdna a J7''C. y se rueron tomando 

aJ.kuoc.as a los IS. Jo. 60 y 120 m1nu1os de incubación. --- representa L"I actt'\'ldad protoo1itk3 de los 

tnpomasugotc:s.. De igual manera -• ... representa la 'l•inbdtdad de los p.uiL'IHOS a lo Lugo del c:'cpcruncn10 

El product:o de dcgradaoón de la arocaadn.."1 fue dctcct.'\do a J(..(~nm 
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FIGURA a. Ac;u,·1dad pnxcolluca en <oobrrnad.'\nte &: tnpom.a!>l•~otcs usando a.-.ot...-uclna co1no UlStralo. Se 

incubaron 2.2 X IOT paráAIOS en un '-"Olumcn tot.'ll de o KM mi de D-ME~1 s;m SFB u :l7"'C. '-C fueron 

tomando :..lkuot.."U a los 15. :lll, útl ~ 120 nunulO"i de 111cub;1c1ón ~ puc .. -..~ .:i llk.."Ubar 11 17"C postcnonncnlc 

en pn:scncia de ou.oou;ciM durn.ntc igual l!nnpo --- n=prc..-..e11L:1 la acuv11J:\d protoo1UtC3 de ICMO pará!l>llOS )' 

·•...&.• representa l.a '\"Ullbthdad de kK par.\s1t01. El productn de dc,.:r<M..L."\.:16n de La .ILl'O<:.'lsdua foe ddoctado :t 
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TABLAIL 

Comparación de acttvJdad prot.colittca entre tripom.as.t1gotcs completos y sobrenada.rae de los mismos 

TIEMPO DE INCUBACJON AC.'"TIVIDAD PROTIEOLITICA EN ACTIVIDAD PROTIEOLITICA EN 

(11nlnato.) PAR.A.SITOS COMPl4ETOS SOBREN AD.ANTE 

OOIJlb 0001 
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01114 

120 11022 
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IV.2. Detc..'"Otrinación de Actividad Pr-otcolitica en Trypano.-w-Hna t:r11:1 por un J\1C1odo 

Elcctroforético. 

IV.2.1 Actividad P.-oteolitica en extractos de 7: 1..·ru:i. 

Debido a que el método colorimétrico resultó ser poco sensible. ya que f"CQUC"l'"ia de una. 

gran cantidad de materiaj biolo~ico y a que no se p.-oporcionaba infilnnación sobre el tipo de 

protcas.as que se hallaban presentes en los extnsctos y sobn .. -nadantcs de 1: cru:1, se decidió 

usar un.n !tegunda técnica (SDS/PAGE), con el fin de llevar a caho una c.n.racten7..ación más 

fina de las protcas.as de J: c.·ru:1 

Se an&li.z.aron las protca.s.a~ de dos t...--stadios del pnr8.sito, eriimastigotc y tripoma.~tigotc y 

se compan'. ta actividad proteolitica \..--O extractos y sobr-cnadsntes de r...~tos. ya que uno 

..-cprescnta la fase infccuva par-a el humano y et otr-o la del VC(..\Or y se sospecha que debe 

haber difc..-encias en la actividad proteolítica.., puCs, el tripomast1gotes 'iC replica 

intracclulanncntc y el cpimastigote no Las condiciones de alojamiento en el humano y el 

vector son dif'crcntcs (fisiologicamcntc hablando). lo cual sugiere que también por ello las 

proteasas podrian ser dif'crcntes. Por lo tanto se prc.."Paron extractos de ambos estadio~ )' "'C 

estudiaron las proteasas de uno y otro activando a pll 5.6~ pues fue "este pli al que ya se 

habían ~""tudiado las proteasas de extracto por el método colorimctrico y además otras 

proteasas de otros parástos se activan más o menos a este pfi Se usaron iguales 

concentraciones de proteína total de cada extracto en el gel con el fin de verificar donde hay 

mayor actividad protcolitica En la figura 9 se puede comparar el patrón de actividades 

proteoliticas en extractos de epimastigotes y tripomastigotcs cuando se colocaron en el gel 

dos concentraciones de protcina total para cada uno (2 7 ó 5 .i Jl8 Je proteina por carril) 

Lo que se se hin> evidente dcspuCs de este experimento fue que con el extracto de 

cpinlaStigotcs apan ... ~c una banda muy intensa de actividad prulcnlitica aproximadarncmc 



desde 40 lDa ha~la 75 kl>a y otns banda> 112 kJJa, cun.ndv !JoC' ulifi7.an 2. 7 1.18 de proteina. 

Cuando se duplicó la cantidad de prnlc:'ina total !te incremento la nctividad prolcolitica Por 

otra panc, 4t1Alir..ando la activi~d que se prc!loenta en c-1 t:~trncto de triporn.nstigotes se ve 

que ~ta c-s inferior a la del ex.tracto de t.-pinta ... ti!o(otc"I, puc"<i. ~olo apan.x:e una banda de 

actividad pruteohtica de apru:<.im.adamcnlc 50 kD11 y oua en e;~ kDa con Ja!> do:!. 

concentraciones de protcina U'i.ftda.-1 

53.2-·---

34.9 
28. 7 --

20 5 

E T 

1 ..... ,• 

:?.7 ug 5.4 ~g 

FIGURA 9. Comp¡uación de a.ctH•"'-,ón de prot:~ en C'-tr.>CI°"" de cp1m..utr~Ol:C"5 ~ lnpomasugoces Se 

J1l"CPilnllDll extractos de cptn13Q1goce<t y tnpom.a.~11."<"'Ccs y ~ corncron 2. 7 ó ~ _. ~ de proteína 1ouJ de 

cada dttraao por e.ami en el p;cl que fue comcko .:w J .Jo V e UlC"uhado ~cnonncntc 1 h a lrmpen1111r.11 

a1nt:nen.1c en agitación consi:.ante en k>h.aaon de lntón llJOX .:wl ~ 5 ~ .. ~ pcwicnonncnJc a J7'"C durn.nte toda 

la noche en 50IUC10n de acctatos-CYrf 1 m!\.i. pH S f, E .-c-prer.cnta lo. carnlcs donde 'loe colcx:.6 exlnteiO de 

cpam.aAJsot.ca } T el de tr1pon\:L"itlfrolCS. en l.;¡ panc tnfcnor del i~cl i;c 1nd1ca la or.nttd:ld de protcina 

emplcnda en awb ca.-.o A la 1.r.i:¡u1crdls ~ 1nd1c..1 el pc--o;.cl UKllo;;ul.ar de ltx ni.:J.n::.adi;>~ ... 



En la figura 1 O. se muestra In. actividad de pTolen.sas en c:::xtractos de cpimastigoles y 

tripomastigotes a dilcrcntcs plf·s. empicando los mismo~ extractos del experimento anlerior, 

que se mantuvieron a ~21Y'C durante 6 dias. y con el tin de logTar saht..--r l\i en c:I e'l(tracto de 

tripomastigotcs se lograban apreciar más prote.asas. !\e incrctnentó arbitrariamente la 

concentración de proteína total. utilizando 15 6 µ8 para cada extracto por e.ami Como ~ 

puede ver. a pll 4 5 para lus. cpim..astigolcs. se observo una banda de 1u.:ü1 .. ,dad proteulitica 

muy intcns.a des.de 40 ... ó(J kDa. rmcntras que en lns tnpoma~tigotcs '"-'lo aparecieron dos 

bandas., una de aproxitnadamcntc 50 kDa y otra de 1n.it"i o menos '."~ \....Da A pi 1 5 6 para 

cpim.astigoh ... "'S ap.3.rt.":CC la mbma banda que a pU 4 S. pero aun 1n3s intensa ~.,, partir de lo'i 

60 kl>a y hasta despucs de lo-. 84 '-.Da. nU ... ~tras que para lu ... tnpo1nast1gott.-~ ~i~u\!n 

apareciendo las mismas dns 7onas de actividad que a pi 1 4 '." An.nh;.andc• Id at:tivldad ;i plf 

7.3 M: observó que la activid3d en el ex.tractc1 de cp1mastigotes resulta notablenlcntc 

dis:ninuida C'O ..:omparncion de los pH ·s ácidos.. pues ahora s.olo n.pan .. ~cicnH1 HC'~ z..onas 

evidentes de acü-.;dad proteolitica. una de 40-SO l.:Oa. otra de 5:! kDa y finalmente una de 

apTo~imadamC'fltc 70 kl>a !\1icntrlL'i que en el extracto de tripornastigolcs a este pt t solo s.c 

vió una banda de aproximadamente 50 k.Oa Por último. a pH 8 3 en el extracto <le 

epimastigotcs se ve ca.~ la misma. actividad que a pH 7 3. a c-.;:cepdón de la banda de 70 

kDa que apacccio un poco mils intensa~ mientra..~ que. en el extracto de tripomastigotes la 

banda de 52 kOa resultó casi complt...~arriente in.activ~ mientras que la de ~o kDa apareció 

menos activa que a pi 1 7 3 Por lo (...~al. el mejor plf de activacion paru protcasas de 

cpímastigotcs y tripomastigotcs fue a 5.6. En este cxpt."fimcnto ndcrnas ~ constaJó d 

hecho de que las pl'"otcas.as de cpirna.'itigotcs son m.is activas que las de tripofl'\3.Stigolcs aun 

a diferentes valores de p11·s Es importante haceT notar que Ja cantidad de protcina 

Cftlplca.da en este ensayo para los C'ltractos en el gel ( l S h i1g por carril) es mas de ucs 

veces la Cfllpleada (...~el ensayo de la figul'"a JJ. a pesar <le ello la acü1oidad proh ... "Olitica se ve 

casi igual pnTa el extracto de epima..c¡tigotcs y qui;..i sólo rc~ulta ntas e-.·idcntc la banda de 50 

kDa. En el experimento anterior se cspc.."'Taba que la actividad llu .. --ra al menos trc!» Vt.~c~ 

" 



mayor a la que se pr~ntaba \."UUOdo se U!'l.,:u·on 5.4 µg de prcncma total dd ll!'"J\trw..."to (ver fig 

9). Unn posible cxplicacion ~na IH po:o;.1hlc dc!(rndacton de la.."l protcnMs ocurrida al 

mantener los extractos ahnaccnaJos. po.- In que, en lo !tuccsivt•. "tO!o ~ c:n1plea.ran en lo!-i 

en.sayos c..'l.tracto:s y sobn."Oadantc!'i frc-u:o .... con el fin de c"·itar esto de!ol.radn.c1on 

~------------------ ----
E T E T E E 

1t2 - • .;;j 1 1 M 84- .¡;.; 

>3.2-

)4.9-

1 1 1 1 1 !97-

.?0.5-

-~e-______ _J ------------ -----------
pH 4 5 pH 5.6 pH ., 3 prt B 3 

FIGURA 10. Cornpar.w.:tón de lt(.1tVac16n de proc~ en ~t~ de cp1ma.u1gotcs y tnp<Mna.StJgcitcs a 

dafcrcnu::a pH"s. Se pi-cpararon o.tractCf\ de cp1rna.. .. Uf:OlCS y tnponutSt1gotcs } .e corncron l~ 6 µg de 

protd.na. total de cada C'1nlll-'"1o por carnl en d MCI que fue corndo a l .'\n V e mcubado poacnonucnlc 1 b a 

temperatura ambiente en •lltlta.::ión a»1..&tantc en t.ohx:1ón de tntnn IOOX al 2 ' ~.y cortado en uras que 

rt.=ron incu.bad.:ui postc.nonnenac a 37"C durante to.Ja la 1t0o,;hc en w:Ju.;K>n de a1oort1guador de acctal05-

D""TT lm.l\.t. pll -t.'. 5 fo. 7.1 u H 3 . .cgun fuera C"I c.."'"'° E rcpre.enu los e.mies donde w: colocó ~o 

de cpuna1n1gutc5 ) T el de 1npom..t3'"tl~~. en l:a pune rníc:nor del ,.,:1 r.c uad~ el pH empleado en cada 

c:uo A la 11·quicnia :w: 11ld1ca el p.;i.o rnc>IQ..""Ular de I~ rti.;uca.Jore. 



IV.2.2. Actividad protcohtica en sobrcnadanrcs de T. c:ru:i. 

Como el inteTCs. sobre el estudio de protcas.n.s de T t.·ru:1 no solo abarcaba a las de 

extractos de tripomastigotcs. nos interesó estudiar entonces las protcas.IU de sobrcnadantes 

de epimastigotc.s y tripomastigotcs Para ello, lo primero que se hiro fue detectar la 

aparición "1e protca.sas en sobrenadante de tripomastigotes. incubando a 3 7ºC los parásitos 

durante 1 S. 30, 60, 120 y 180 minutos (fig 11 ). con el fin de determinar el ticnt¡x..., optimo al 

que debia !'ier tornado el sobrcnudantc, de tal manera que en c..~~yos poMcriore~ 

ernplc8ramos tal tiempo de incubacion En esta figura se muestra la cinctica de aparición de 

pa-otcasas de tripo01&stiBotes durante diferentes intervalos de tiempo, como !.e puede notar 

por mediu de este rndodo se detecta actividad proteolítica d<..-s<lc los 15 minuto:o... la cual se 

ve aumentanda a medida que avan7~ el tiempo A partil" de los JO y hasta los 1 :?O minuto~ se 

aprecian dos bandas de actividad pro1colitica perfectamente definidas. uno de ·i'.'l-00 J...Da y 

otra de 1 12 kDa,. mientras que a Jos J 80 minutos. adenlás de 11.,,--stas conm .. ~...a a aparecer un 

banda pcqucf\a debajo de 45 kDa. 
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FIGURA 11. Ap.naon de las prOCc.a."3S de u-1poinast.gotcs en cJ llObn:n.adlln1c de los 1..~tl,•OS Se inolbaron 

JXIO' tripocnm¡tigotes en l mi de D·M.EJ\.1 sm Sf-"U .11 "17"C. me fUcr-on rct1nndo nJU.".ot.u a lag t~. :\O. <..-1, 
120 y IKU m.inuUK, hu• cualC"S fucmn COTT1d.u en un J?XI de:: 11o.._-nl.·un1da-b1..a.;nl11.nuda con ~l;1t11w al ~.,. a 

130 V.el gel fue i~ J ha 1cmpcr.ttun1 ambiente en aR1tac\6n coruu.ntc e111'0lu...-.6n de tntón IOOX aJ 

2.5% y poaenol'mcntc a ~ 7"C durante toda la noche en "iUl~16n de a..:ctllU»-DTT 1 rnM. pH ' 6 A loa 

UqWerda 5C ind>ca el pc50 rnolccul.v de los 1nn.rcadl;x~ 

Después se procedió a determinar d pl-f de activación óptimo de proten.sas de 

sobrcnadantc de tripomastigotcs. para lo cual se incubó a los tripomasti~otes en D-11..fE!\.t sin 

SFB a 3 ~ durante 2 h y despu~ de correr lo~ geles bajo W misma.'i condiciones ut1li.7..adas 

en el experimento anterior. se cortaron en tir-3.!J e incubaron en solución de aznortiguador de 

acctatos.-D·rr lm.'1 a diferentes pH (2 s. S 6. 7.1. 9 O y 1 1.0) durante toda la noche 11 37"'C. 

En la figura 1 ::.?., se observa el efecto del pH sobre Ja activación de proteasas de sobrerut.dante 

de tripornastigotcs. A pH 2.5 lu proteasas se inactivan casi completamente. a excepción de 

una banda de más de 11::.?. kDa, a pJ-1 5.6 se observa ta actividad de la!' prntcas.as de 1a zona 

de 4S--60 k.Da y ligeramente Ju de 70-7~ kDa, a pH 7 1 C9 donde se observa la mayor 



actividad p..-oteolltic~ pue1 !le aprecia una bandn de 4S-ó-O kDa. otl'"a de 70-75 kDa (má.s 

in1ensa que cuando se lrk.."Uhó a pU 5 h). otra de 11:! k.()a y finalmente otra mayor a 112 

kDa; todas la~ B.¡lteriorcs resultan inactivas a pi l 9.0. mientras que a pi f 1 1 O ~ ob~a 

actividad en ta zona de 70-75. 1 l:? y mayo..- u 1 12 con una inten...Udad '!!.imitar a la ob<t-erva.da a 

pH 7 1 

ncUR.A 1:2:. Activnc16n de proteu.:uo de sobn:nadante de tnpom.as,;tJgOfo a 1.hfcrcmcs pl·f"!l. Se n~n 

JXIO., tri~igotes en 1 mi de D-ME.'\.t li.m SFB durante dos hons a Ji"'C • .alicuotlU de IS ...._¡ fucn:n1 

corridas en un gel de acnlamada-tus."M:nlanuda con gcL"llma al 2' a 130 V. e tncubndo pastcrionncnu:: l ha 

tcrnpcl"alun. ambtcmc en agu.acaón consi...ntc en ~Juoón de rn16n IOOX al 2 S "' cntoncc:s se cortaron S 

liras que fueron incubnd:t.s a 37"C duranlc toda la noche en soh.1 ... -,00 de accs.atOlo-DTT 1 rn.-..t. pll 2 '· ,.6. 

7.1. 9.0 y 11.D respcctn·anienle. t\ la 1.r.qwcn!a toe uxtica el pc!olCl mokcubr de los marcadores. 



Para comparar la actividad pruleohlica entre los cxtrnc1os y sobrc.."'fladantes de 

cpirnastigorcs y tripomas:tigotes, se u1ilir..aron tanJo ex1rncros como !'>Obrcnadanres frescos 

(recién preparado~) Para el ca.so del extracto de epimasti¿.:otcs se utihzó una concentración 

de proteína total menor a la empicada antcrinnncntc. con el fin de disminuir la 

sobrt."CXpresión ob~crvada t.-n algunas zona~ y poder apteci.ar si habia mas de una banda Se 

usó 1 S µ8 de protC1na en d carril y dcspur..~ del rratamiL"11tt' cun tritnn. solo se incubó 

durante 2 ha 37"C en soluóon de amoniguador de acetal<>s-D r·r 1 m.,f. pff 5.6 con cJ fin 

de c-...;tar la sohrce'ICprcsión de actividad erv.imática y poder .a:-;1 c...._ 1dcm:mr las 7.onas de 

protc..-ólisis antes y dc.spués del u.,.o de inhihidorcs cspL~..:itit:os l'<Lra el extructo de 

tripomastigotcs ~ empleo 1 J pg de prote1n.a total en el can-11, mientras que los 

sobrcna.dantes fueron obtcnidos int.:uhando 5X 1 o' cp1mn'>O_Kotes:ml <le LIT sin SFB ó 

3XJ0 7 tripomasrigotes/ml de U-!\fE~1 'iin SFB. ambos se incubanm a 37°C durante 2. h (a.J 

término dcJ cual la viabilidad de:- Jos panls1tos <..~a di." aJredL'"<lt>r dt.•I 9~ ~) ;.: entonces se 

centriíugó para bajar los parásitos y el sobrcnada.ntl." ~ filtro a travc., de una membrttna de 

0.22 Jl; del s.obrcnadanae de c:pimastigotes se corrieron 1 7 pi en un c.irril del gel, mientra..'> 

que del de tripomastigores R pi (este ultimo ~ohreru1dan1c fue primero concentrado a la 

mitad de su volumen) El extracto de tripoma.stigott .. "S füe incuhado en el --r..~ .. de 

acetatos-DlT a un pH de 5 6, mientras que fo~ ~brenand.antcs fucron incubados: a pi f 7 1-

7.J durante toda la noche a 37°C' C'uatro 7.onas princip.dc:!'. de ac1ividad proteohrica 

fueron detectada...• en general c..~ fos sobrenadantc:s y e"(.tracto:" (fig r 3) En cl C'll;tf-acto de 

epima.stigotes hay 2 bandas de acti\.;dad protcohtica. una de 45-60 kDa y otra de 70-75 kDa; 

en el extracto de tripomastigotes aparecen rres ha.odas. hien dctimda..."". una de 45-60 kDa... 

otra de 112 kDa y una última de más de 1 12 kDa~ por otro lado. en el sobrcnadantc de 

cpint.asrigore5 aparece una banda. muy renue en comparaciún con Ja de lo~ extractos. de 

aproximadamente 45 kDa y otra. aún nui.¡, rc:nuc. de 70 kDa. finalmente en el sobrcnadanre 

de tripomastigoles aparece de nuevo la banda de 45-60 kOa. un duplctc de 70-75 kDa y una 

de 1J2 kDa l--.s bandas que se pn...~entan en esta figura se rc..~mcn en Ja tabla Uf 
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FIGURA 13. Comparac1Ón de -.-in.,dad prot:ooltuca entre sobrcnadantc..-s y c'tr..._,O'IO de cptn1.ut1~c-. ,. 

Uipornastigotcs. Se prepararon c.'1ntc1DS de cpunasugotcs )" tnpom.astlf'OlC::S que M:: comcron cn..-.citlJ1da en el 

gel de ckcuoíorais. pum ~ cptm.uugOI~ se ut.111.r.aron 1 ~ µ¡.: de proccina h.1'.al en el e.ami ~ p.-i.n lo-> 

tripomast.igotcs 13 µg l.c<!i MJbrcn~i:mtc,. fueron ot>l.cn1doo. •n....··uhando '.'iXlo· ep1n, .. ,,.-11yotrV'ml de Ln· .-.1n 

SFB O JX 10., lnpotn3St1~csJml de D-~1E~1 s111 SFU a J7"C durante 1 h Par.1 el '-----UO de lo~ ..:pmu. .. tir,.otc~ 

K colocnron 17 µI de ..obrcn.-..:Sanrc ~ cn el de 1npomau1gor1~ K µI de llObrcnadantc i,.'UtMXhtrado .. l.1 1111\.,d 

del ''Olumcn I....;u. mucstra...<i se: comcron a 1 \O V a •''C', ~ 11-..... ~ron ~en ~.oluc1on de tnton IOOX ;d 

2.5,.é 1 h a tcrnpcrnturn an\btenlc en :1~11..acM.">n con.st.i.ntc ,. fiua.lnlCnt.: en ...olu.::u'm de ounon1¡.,'U3d..'>r de 

llCCtalorDTT l m!'l.1. pi l ~ <> pnrn IMo c"lf.tntC'h"" ,. pU 7 1 para kK ..obfcn.-.d.:rn1~ • .,, "\ 7-C durante lod.s La no.: he, 

ciu::cpto el c::a.racto de cpunast1~cs que o;.olo fue nh."Ubado durante ~ h A La 1J'qu1crd.."J !o.e 1nd1ca 1..:1 Po051C"6n 

y el peso molccuJa.r de IO!I 1TU1rt:.adorn 



Sobrcnadrmtc de 

Epirna..-:tigotcs 

Sobrcn.-.Janlc de 

Tripon13Stigotcs 

E.'<lr:K."'lodc 

Epirnas:ogotcs 

ExtrRCto de 

Triponl.Ut1gotc:s; 

TABLA 111. 

PY.SO ~OLECULAN DE l..AS BANDAS DE ACTIVIDAD PROTl:Ol...ITICA (IJ>.) 

7sno 112 >112 

llandas de &eU\ldaJ pro1colihc.'1 ptt"SC"nfes con L'1 téctuca de SDSIPAGE c;on ~.de gclatuaa JXJra c.Jl.lr.k.."IOOIO y 

M>brenndan•cs de /' Cl""M:I 

Como !j.C' ve en la 1abla 1, la única banda en comUn tanto en c.'C:tractos como 

sobr-cnadantcs de 7: cn1:1 es la de 45-60 kDa, la(s) del arca de 70-75 kD.:t apareció en todos 

excepto en el t."Xtracto de tripomastigotcs. la de 1 1:? kDa se encontró tanto en sobrcnadarlte 

como en extracto de triporna.sti!l:otc~ y la de peso superior a 1 12 kDa solo aparece en el 

extracto de tripontastigotes 

IV.4. Inhibición de Protcasas de 1: cru::1. 

Una vez sabiendo que proteasas existian en los extractos y sobrenadantcs de 

cpimastigotes y tripomastigotes se procedió a inhibir- las protcas.a.s de cada extracto con 

una bateria de inhibidores de proteas.a...~ esl"lCCificos, con el fin de conocer de que clase! son 

cada una. Para la inhibición de proteasas de C"'(tracto de epimastigotcs fresco se utilizaron 

1.5 µg de proteina total por carril Como se muestra t..'"fl la figura 14 comparando 

con el control bc:statina y pcpstatina no inhibieron ninguna banda. E-64 inhibe casi 



por completo la banda de 45"-hO \...Da y ulrt--<lcdor de la mitad o la de 70-75 kDa. lo mi~mo 

lcupcptin y TLCK Por otTa parte 1. 1 o l'cn<tntrolina mh1hc un J><...>C<l la de 45-t',.ll kl>a y 

ca..."i po.- completo In de 70-75" l...Dn.. y P'-1SF mh1bc la de 4~-c,o muy poco y no inhibe 

la de 70-75 kDa. finalmente, 1:_()T:\. i11lub'-· apnlllt11t!ti<lan1entc una cuarta parte de la 

actividad <le la hnnJs de 4~-hO \..DI\:- ht m1tn<l de la de ..,.0-75 k[)a De todo lu anterior~ 

dedujo que en el área de 4~-Cl'Ü \...Da podnnn c'is11r prntea...a.!'> de do ... tipo"i n1et.alo y p.-otea~ 

de cisteinas. y que la nUlyOT acuvu.Jad t..~tu dada por e!>llt uhirnn.!>. 1nientrn~ que en el urea de 

70-75 kDa uunbien ¡xxinan encontrar~ prt1tCH.Sll§ de la' do~ antc-ric•rc~ daY~ 

""" .,,._ 
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FIGURA 14. lnh1btetbn de proceas."L"> de cxtr.tao de eptrn.-ut1goCC'\ Se prepar-6 un C'O.lt!M.'U> de c:p1m.a...U1gotes 

y se c:om6 cnscRU1da en el gel de cloctrofo~5. ut1lu.ando t ~ l-Lg de protetn..:r. por c:iml. c:ornCnd.o•.c " 1 ~o 

V a -4°C. po9Ccrionncnte 'JC 10t;;Ubó el gel en fiOluC\6n de: tntón lOOX al 2 ~ •. 1..-n agst.a...,6n c:on~tntc a 

lenJ1:lC'r.Jtur .. .vnblentc 1 h) ento~ 11oC cort.~n UUC"'""C llra.<1 que i.e 1n...-,.J00ron p.:ir c,,cparado a 3-,...C durante 2 

h en !10luct6n de aznort1gu.~r de acctaios-DTT 1 mt..t pH .~ h mas el 1nh1b1dor deseado en ~ c;uo, 

c.,.;ccpto el control que no lleva En L"l pone ~pcTlC'"T" se lfl(fo:.01 el 1nh1b1dor e·mpleado en cada caso A la 

izquierda tc 1ndK:.a La ~1ocn y el ~ mole<..'1..11.;i: .J.e l<K nllircadOrC"!> 

S9 



En la figura. 15 !l>C muestra la inh1hición de pullea!>a~ en C'l\.tracto de tdpt_lmA~tigute~. 

cuando se utiliLú 1 :t pg de prute1ml total por carnl C'on10 ~e puede oh~n•.:lf comparando 

con el contn .. ll. hcst;.,tina... J><.·p~tatina y FDTA no inl11h1c-rnn a n111.1-1unu Je la!'> lfC'- handa!-> 

aquí presentes. mientras que J:.t .... 1. k"1.1pcptin .... TI.( ·r:. lil ... 1ntubu:llHl " tnda" por l.'.tHnp1t.~1n. 

por su par1c t. lo- fetldntflllinn 1;tu ~l\ll 111l11b10 l;i hund<l de ·1"·'-11 kl)a ap11•,111l.ldamcntc a 

la rnitad de su ai.:11 ... idud •• nl1 111l11liu• :ti 1c-.1n. 1i11ah11t.•11tt." P\.1"il· tHl 111Juh111 ,, l:t de 4~-hO 

1"..Da ni la denla!. de 112 lo..l)n e inl11bu1 ap!l•,11n.;ld.unt.·11tc a b 11111.ul ;.1 la de 11~ lo..()a l>ur ~u 

pane las protcasn.s de 1 J ::! ". de rt1í\~ de 1 1 2 llJ.t 1,;01 .. ·-.pund~n .1 pr11lt.".t~;1-. ~h.· ,;1-.tc1n.i.. puc~ 

la e.Je 11:? fue mtubu.la por P:\.1SF. J"L<.'K. lcupcptm v J·-t•4" l.1 -.llpc.:run a l l :. ¡'t•f lcup~pt1n 
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FIGURA 1'-· lnh1b1cton de pro1e.--.~1' de c .. tra.;l\l ck u1po.n1i.. ... 11~otc.. S.:: prC'p.tHl 1111 e,u,1..:tu ~ 

lnpontast1go4c~ ~ !i.C t..~Hno en!i.C'J..'Uld.t en el ¡.!el do: clo.·nofon;.,1,.. ullh.1'.'lOd•l 11 ~·¡..: d..: pro11c1n.a por 1...aml. 

cornéndo-c a 1111 V a .re. prr.tcnornicnte -.e 1n ... ,1h0 el ~".el c11 -.olu..:1on 1k tr1hJ11 ¡11o1x .--.l: :"> .... en u~1.:i.::1on 

consta.ni.e a lctnpcratura an1b1cntc 1 h ~ cnH1n1..c.. .....;- .:ort.'lron r11.c-.c t1r.1~ qu~ -..e Hh.'"11bnton pur o¡,cp.·uado a 

l'T'C duran1c tod.1 la ncx:tu,; en '°lu.:"'m de ani .. n1o-.1.1do1 de ....... "1.110-.-Dl, 1 111'-I ¡ill !'>t. rn.'l!'> el 1nh1hldor 

dc9Cado en cad:t c.:1-.0. C'l.CC~o el umtrol t¡u•: no 11 .. '""\.."l r~n la p.u1c -.upcrior ~ 1rn1lt.a el 1nh1b1dor cn1plc.~ 

en cada cai.o A la u.qwcrda !.e 11td1ca l:i r--•..:100 :- el po..-.o rnoh:·..:ul~H de loo;. ni;1r.;,:1d .. ~r~ 



Pa..-a la inhibicion de 1no1c.·.n .. as en S<.,h1c.·nudan1e de cp1mu-.11~01cs '-'C u~1 el !o>ohrcnadunlc 

de !'X.107 cpimas1igo1c.-.. pot 1 1nl Se nh'>erva en la ri~uru 16 que la handn. de 70 l...Da fue 

inhibida cnmplc1.tnh;n1c pur bcst;:1t1na. pcp!<-t<ttmu. 1.10-fcnanlrolana \.' El>J".A y no e' inhibida 

por los l'"CM.llnh."' ml11h1tlnrco;. Por 'u parte. la haruJa de 4~ l...IJ.t c-. inluhída 1..:on1plc1an1cntc 

pu..- E-(>4 y kupcptin. n11l·n1r;L, que.· hc..-.tatma, l,IC1-fcn:1ntu1lana. P'tSF. 11 C'I" \. El>í,\ 

inhibieron ahc."'<lcdor de la nututl de la ;11.:11 ... 1d.1d de.· c'ta handa 'JlH." 1H1 f11c.· 1nh1h1da p1u 

pcps1at1na 1->c lu !llllc11tH ~e .. :nn...:lu•c que en el .trc.1 d.: .i.:; l..l>.1 fH•dri.in c.· ... 1·.11r 

n1c1aloprotca!ktS ~· protc.·.ts:h de 1..·"tt.•1n.1. puc' l.1 h.1n<l.1 c.•n c.·-.ta .arr.1 hn: 1nh1b1d.1 P•>r :.•du'> 

'º"' inhit'iidnrcs cn1plcado-,._ p.1r...-ial 1• t111.1ln1c.·ntc. 1-•,cc.·pr11 fHir pcp-.tat1ru que.· ru• la 1nll1h1<1 
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FIGURA 16. lnh1b1.;1on d.:: pro1c.-i._.1 .. Je .. otuen.0K.L1nh: de cp1n1a"'41J!01C'.'. S<: 1n...~1baron !'Xln" cp1nu<.H¡.."Ote'!> 

en 1 nd de LIT "olll SFB ;1 l'T'C durante 2 h :i- 171-1-I de e.i.1c uiJ11,.o fueron .;;-uloc."lJO"t- en carnle:o;. dd g.d quc ~ 

cornó a 110 V '' .¡·c. poc;1cnonncmc- <.e 111.:ut."> el ¡.:el en Mlh.1.;;1011 de 1ntón 1110;.,: ."ll .2 ~ •;. ..-n .1¡.::11.K1ún 

constante a 1cmpcrn1ur;1 01n1b1cntc 1 h .. cn1on..:c' ~ ..:unaron J;1o; n1N:"'c 11ra:o. '.'-" ~ 1n~1haron por 'Cp.--ir.ido ól 

31''C dur.tn1c 1~ la ll<Jl.:I..:" en o.ul11c1on de <1mort1~11.:1dor de ;1,.;ctatn"·DrT lm~t pll 7 1 mas el 1nh1b1dor 

dCM:."\do en c:wJ.-i ...:a-.o. c't.~cplo d '"-Onlml 'IUC no 111..-..a l'n la p.1rtc .. upcnor ~ 1nd1C."l el inh1b1do..- cn1plctJo 

en cada cru.o A la uqu1crd;1 <.e md1ca L'l po-i.1..:1or ~ el pc"o molecular de los n1ari..--:.Jor~ 

... 



En la fl~ura 17 s,c muc~tra la inlut'iidon de pro1ca!Wt!'- Je Mlhrcnndantc de tripun1a~tigntcs. 

c .. tc sobrcnaduntc ti.Je Cl1m..:cnlTad•1 u la 1111tad d~ .. u .. 11hnnf.."n Se <lh...cn.·ú que In b.ind<t de 

·.l'.'~t.t"l 1.,[)a es inluhida co111ph.·t.;1mcntc por l·-h-l " k11pl.·pti11 \." c;.1<o1 lntalmcntc por TJ.Cto.:.. 

l. IO-fcnantn1lm..1 la 1nhih10 ahcdcd••r de !.1 n111.1d v Tlt• t1H..' 1nh1b1da p1H c.·I Tc...,tc1 de lo"> 

inhihidorc-. El duph.•tl." de.: 71)-7"' l..IJa '>tlh• .._ . ., 1nluh1d11 un poco por 1.J!l- fi.·n.t11t111hna v no 

lo t.~ por hi .. n.·s1anh.· .. inh11'1do1c ... lin.ilmc.·ntl." b1 han.LI de 112 l..{)d nn C!'- 1nluh1da por 

ninguno de lo-. 111!11btJu1"·' 1:1nph:,1~h·-. 

- 11 

1 111 
FIG\:RA 17. l11lub1~1<n1 do.: f>ru10.: .• -..1-. dc .... -.hren.1d.1111c de tnp1CHtw~1g~c-. S...- 10....-ubaron lXln" 

tnponi.1i;..11i!ot.._..., en 1 n1I J.~ D·'U '' -.111 -..1·u .1 l; t" J11r;1111c ~ h. ~ .:ou ... cuuu c--.tc •.obn:n;td.."lntc :t l.t. ln1t.M;S 

de '>11 'l>olu1n.::n \ l "';.iJ lk c-.ll.· h..:ron u.'lo...·."lJ,.., en .;:;i.rnk-. del ~·d que ~ .:llrr10 a l lU '\" a -4 ·c. 
po<-"1c:nonnculc -.e 1u .. ,1ho el ~'.el en -..uhK1011 .-1c tnlun I•••'\: .11 1 ~"'.,en a1~11;...:h"m con<ot."lntc :i 1cn1pcr.1tnra 

amht<.!111&:: 1 h :"o c..·ntnll<..C-.....,; <..On."ln;>ll J;i-. Uu.:.-\e IHJ' \ -...; 1!1'..llh.1tnn por ~-p.n;Jd,1 ,\ 1- C dur,1ntc tod.:1 1."1 

ne>chc en ~llK:1on de a111ort1¡.!11;1J..1r Lk .1 ... ·t;t.ll('"·l.Jl, 1111~1 pll.., l 111.1., ~l 111l11hu.\01 C'-Ccplo el ..:a111rol q11c 

no ¡¡.._...,,;¡ ('11 l;1 p:1nc "llpo.;nor ......: 111<11..::a el 1nh1h1.1or .:111plc.1dl• .:n ca~l.1 ~'""'' A \:1 11q11h·r.,!¡1....: 1rn .. h ... -.a la 

po.r.i.;:1on" el pe ... , 111<.•lc..::11l;1r Lk 1,, .. 1n:1r._,,1,,rc., 

En la lahla I\.. !--C rc~.unu: la 1nh1hh..:1on U ... • p:o1l.·.1....:1-.. en C"-trai.:lu!'> Uc..· cp11na .. 11µd1c~ ) 

tripl•n1a.~tigo1c..~-.. ~lllflO ..,l.. ¡nu.·dc '-1.."T la b.u1d~1 -.!"· -\~-(• 1 ) l..J);.1 qul.· 1..·!'> ... :nntun entre..· lo-. c..•,tracto .. 

) s.obrcnadantcs po~cc al nicno., do!'> d;s:'-e:i. de pn•lca!'>.a~. de ...-:1!'olc1n;1 j111.n.urtt.ui.1mcn1c o 



más activas) y mctaloprolca..o¡as La(s) proleasas del 8.rea de 70-75 kDa que sen comunes c.."'fl 

los sobrcnadanlcs de nmOos estadios y en d extracto de cpimastigotcs. no lograron ser 

inhibidas con nadn en el ~brcnadanle de tripoma.'itigotes. pero (."fl el sohr-c..-nadanle de 

epinl&Stigolcs parece que corresponden a metaJoproteas..1'.s. mientras que en el extracto 

parecen existir tanto protcasas de cisteina como metaloproh..~..._'tS. l\.!ientras que las. de 1 12 

k.Da del extracto de tripoma:nigotes y la rrtás de 1 12 kOa del mismo son prnteas.is de 

cistcína 

TABLA JV. 

Inhibición de las difc..'"f"cntes banda~ de actividad protelitica en sobrenndantcs y extractos bajo 

la presencia de cada inhibidor especifico de prole.asas 

PORCENTA.lf: DE INHIDICION RELATIVO 

>J 12 

70-75 J..03 112 L:O:t 

kl>a 

E.- E.. T~ T.~ T.~ 

EDTA Sl:tH ,. 12:r12 '" 2'> 

l.l~Fcnantml1na 5±.S " llH7 SM 

Bcstatina hl JtJ ... 21 51-t.4 

PMSF 21%1Q :'..l:t:2) 12.:tl.2 IO:t.IO 14.i:..24 

TLCK l.J.lti) ltW>:tO •JJ :!:t{) S 'º'' 
Leupcptin t•ONO JfJ(Jl.Ú lfJO 100 ){"() 100 

E-64 76t.l7 JOO.tO ff.l(J 48.t4U 100 

Pcpstatina 55.t.22 r.Otl (,,(>J:ll 

r~ y F- keprc·~lAn c-1 C"'<lflk:I•~ ... -...1tJl'"•·ru .. Lt.nt.,. .le <"flUT141l."•¡:rui.."' n.·~pt.-...11~.Ull<.""111~ 

T- y T. kt..."Jlf"C"OC'lllAll el c:w.tra.:to ~· ••t•n.""T~.nlc <le 111r-Hnu."1.11~c:i. f1L....,.po .. 11v;un •• """11tc 

El porcchla.JC de inJubición rcl:Ur'\.-O fue de-terminado m1d1endo la dcno11d.:ld opc1cn de las b:uki.ts de ac1.l'-1d.td 

pt"OtCOlllica por medio del prngr:una H.Fl.Psc.an 1 O (ScanaJ~11cs) para W111do'-"!>. 

<•J 



FALTA PAGINA 



Del segundo refraccionamiento. ahora aparecen a pH ácido las misnas protcasas que no 

logramos separar con el primer f'raccionamiento. a excepción de la l en Ja que solo aparece 

la banda de aproximadamente 35-40 kDa. Lo que tAl vez vaJe la pena hacer notar. c:'l que 

en este segundo refraccionarnicnto se logra separar por completo del resto de las proteasa.lf. 

la que posee un pese> rn..'.lyor a 112&..Da (f't-.ccioncs 9· 14). en tanto que Ja de 112 aparece a 

partir de la 15 hasta la de :?O (fig t 9). En Ja tabla V 5C resume el pc..-so de las bandas 

encontradas en cada fracción. así como el pH de todas las fracciones obtenidas Como se 

observa en esta ültiJna tablo hay varias zonas de actividad pmtcolitica que tienen un amplio 

pi. o bien dif'crcntcs. ver fig 18 de las fracciones 13 a lt1 20. aqui la banda de 45·60 kDa 

aprarccc en diferentes pi. 
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~~,., ",j''i'éi!<A
".j. .;~ .... .ltio -· 

t2 

pi 

--

•·1c;l'RA llol' 1•1111>•·1 1,·rr 1 .. ,H>11.u1•1•'"'' ,1 .... : , ... 11 .•• 1,, .~ .. ··p11u.1 .. 11¡"<•t~·., '- pn;p.nu 1111 ... ,u .... tu ,1.._· 

CJHl1l4'11~01C' 1..nn 1111.1 '"'"'•'-lllr ... '''" <..L :_ '- l '"" 11.t U..: pnu,·111.1 l••l,il '111<- ...e .,..,,.,,:110 a •111 .. ·1L·<..ln.r1 ......... ·nlc•¡11c 
durante t. h ;¡ .t"<..' ..:111pk.111d.1 .1111,,¡,,, . ._ d<. • •1 l _,.., :'•> !1.0..,..-., .. :.., •>t11 ... ·1•1.J.1., ,k ._._,.._ tJ.ol."lf!llC'nlo l1n:n-.n 
cornd.,,"' en un ~el J..: ;1..:ril.u111J.1-~ ..... ~1d.1111H!..• .. ,•¡o.1h11,..:11.· ... h• .on 1•d.111n.1 .11 ."'·· .1 1 ;.1 '. .1 .t t' l1<-"'I>rw.1..: .. 
11'k..,1t>ad.:l., a tc111pc1at11ra an1t>1._·111 .. • .._,1 .,.,11..,.,"" ,i..._ 1n1<"1 I'"'' .ti:«,·• .. ,.,u .1 .• •11..._i.)11 .... 1,._1.1111..: ~ ftu.llnu:nh:: 
trn:uh,;idA~ a 1j'··c 1ud.1 la IK><..:lu;: en !>L>ltu.:1.-•n de..· antunw11.~.Jnr ,,J.: 1 .. c1.•h•-.-I J ¡·¡ 1 m'\.1 l>lf • 1. l'n \.1 r-u1c 
1nfcnor !< o,c,\,,-iL-. c:J ruuucroJc rr.~"CIÓh' a la ll'1.¡111C'1d.1 la fl'l"''-""'" f"'.'-'' ""'1~...._11!.u .... k 1,,... m.u ... ~1du1c .. 

·~--.. -
113.2-

297 

' 2 3 

·. --~ 1 

_3 _____ ,~ ____ "'.._ ·-·-'·º -J 

t-IGl'RA l'I s.:..,.-undo ,._·1r:.... ... mn.an11c:n10 1.k ~'-lra~to de (.."''PHIL"l\,l1~oh.:" :'....· 1unt.uun h . .J..1 .. l.11. fr;h. .. H~n~ d.::1 
pnn1cr n;:h~l-1..101..,;unr..:1110 L•H1 pll ~ 1111<,.m .. 1 .. qn..:: ...e;: .... ~n-.·twron ot un clt..-....iro1"4.._ .. nfl'<l•tt: dur:inlc !• h ."l -''l' 
cn1pk."11>do .tnfnhloc. d.::"'-: l.;1.~ I~ fr;1"'·¡;1on;.; .. oN.cntd.l .. de ~ .. 1.; tr.11auuct1W lu.:ron cor11d.1" en un J.'d Je: 
a(..·r11~11111ú.1-h1.._,._nl.1n11d.1 ..._opo.>\11nc11I_1<..!u ..._un ).:d.1tnl.1 .11 :'"'., ;1 11,, \, .1 ~ ( dc.,pue .. Hl<.:uh."t<.i."'l.<,. ;-¡ 

1cmpi:ra1ura an1h1c11tc ..:n .,.,1.,..:10n de' 1111011 lt>tlX .11: "'"., <.:on a~11 .. c1cm c1.•n'.'>l.1111c" 1in.:1ln1e111c 1ncuh.td."1s a 
1r·c.: toda l."I mi.;;hc en .,,.,¡,.._1<in Je ~uno1t1tf..u.1d,1r ck .«..cl;ito-.·llrr ln1,1 .. pll "''' f .. n 1.1 panc 111fc:r1or s.c 
'-Cft."ll::t el 011111'-·10 Je fr.1 ... ..:1ün" .1 1;1 1N¡111t·n1.-i l.1 p<>'>l'-1011" pc!i.oll ntok· ... -ubr óc ¡.,.,, nmn::i.dun: .. 
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TABLA V. 

Tabla de íracc:ioncs obtcrudas dW'1lnlc los rcfl'CCC'loMnuenlOli de c"lrnao de cpun;uugotcs y el pH al que 5C 

9Cp11tatoo Lu fracciones 

PRIMER REFRACCIONAMIE:-.rIU SEGUNDO RE.FRACCIONAMIEl'fl'Q 

t"RM.'c,·10N N" pll rt-MJl">f.l..Al:OOJ .. 'R,OU:.:(.1():-0.l'o .. pi! M-~JIH" l.A.ISJ 

l\AN'l>Al,li) ll-'-"º""'"'' 

.a...1n~.t.01.a!'I. 15no ~ !'I 40/J~ 

5~ ~O/J.S, 60/.t5 

-' .. l.~ '' 
4 " 

' " "ons. '"11.i.s. 7.Sno .. .-. 
---N l> ND 

K ,, K 6S 

., h ~ "s ::--112 

IO IU b5 

11 11 

12 12 

13 7 13 7.5 .. 7 4S 14 7.5 

" " 7S 

16 7 16 N.O NO. 

17 7 4S. 112, >112 17 7s 112. :..-112 

IK " IK 7.5 

19 ., 112. >112 I'> 

20 ., 4!'1,112. >112 20 

N.O. · No Determinada 
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V. DISCUSION 

DcntTO del estudio de moJC'(;t.tlas que participan t."Tl la interacción cClula huésped~ 

parásito. se ha encontrado que enzimas c<.nno las protetuk1s !'K>n imponantc!\ para que 

muchos patogcr\Os se cstn.bfcz...can en el huCspt..'li y ~ dc"iruTolle la enfermedad Esta5 

pro1easas facilitan la entrada de los parn.siros a la cdula hlanco. in1en.rienen en el 

metabolismo. en la sobrevi ... ·enc1n. de éstos y en la cvasic>n de J(l~ m<.."Olnismo~ de destrucdUn 

de patógenos gt.."'flcrados por cJ hu~ped C\h::Kt.•fTo\\1, J 9R9. North y col J 9'X)) En 

Trypcz110.w1nsa ,·ru::1 se ha encontrado que estas t..-n..rimas son im~lrtantes para que c~a Jlt.. ...... ·e 

a cabo el desarrollo de la t.."'flfcnnt.."1.Jad de Chagas El C!>tudit.> de proteas.as de l"rypa1tr1.w>nu1 

cru:t se ha cnfi"C3do en u-es prim;ipales hne.-i~ de invc~tl~ación. llc ... -ndas a. cabo por 

diferentes gn1pos en ,.\mt:tica Uno ÚC' ellos es el de Cll..7...7Ulll y col ( Bomcmp1 y col J <>84; 

Ca.zzulo y col 1989. 1 Q<){)a.. 19900. Raunond1 y col 1Q<:)1 ) en Argentina.. que han estudiado 

el papel de Ja principal proteas.a del parásito involucrada en el nu:taboli~nm y la in-..asiun .al 

huésped y cuya identificacion y purificación lo~ llevó a proponer que se trataba de una 

protca.sa de cistcina homologa a la L-catcpsina Por su p1111c Scf1arf<>1ein y col ( Scharl~te1n 

y col. 1985. 1986) en Brasil encontraron que el princ:ipAl antigcno reconocido por sueros de 

pacientes infectados por ITyp1..n1tuoma c:ru:t era una glicoprotcina de S 1-~7 kDa. a Ja qu~ 

denominaron GP57/S 1 y que al ser secuenciada resultó SC1'" la misma protcssa. identificada 

por cJ grupo de Cazzulo Finalmente ?\.fcKeT"Tow y col (Eaking y col IQ90), dc.."'S<lrroUaron 

una técnica para clonar genes de proteas.as de cistcína de parásitos (entre elJas lu cruripaina) 

y han utilizado talc.."S proteas.as como blanco para tratamiento con drogas antiparasitarias 

(McKcrTow y col 1995) En este trabnjo se estudia.ron In ...... prntcasas de extractos y 

sobrcna.dantcs de cpima5tigores )' tripomastigotcs de Fr_\.f""'""'·"·ºma cr11:1. la ra.L.Ón de 

estudiarlas en dos ~'tadios y, adcrnás. en extractos y sobrenadantcs fue In de comparar 

diferencias y/o simHitudcs en la ª'-1ividad protcolitica en uno y otto Lo anterior con base en 

la pretnisa de que la pr1ncipal rrcotea.."i.a se e-ncontrahn p11..~tc en los tr-cs 



estadios (Campctella y col 1 <}<)()) Esto resulta muy importante pues al encontrar enzimas 

similan:s seria posible inhibirfas a.foctando al mCOUli.!\mo en d que L""Sten interviniendo y que 

posiblemente ~ca Util para el pará~ito De s.c....-r- cierto lo anterior el estudio de las protca..<ut.s 

puede resultar una her'l'"amientft imponn.ntc para el dC"sarrollo de métodos de prevención para 

la infección por /'. ,:ru:1 Tanthié-n. C"\l'ltC' intcn~5 en d papel que puedan estar jugando eilC 

tipo de enzinms en la interuccion huespc-d-parásitu. VZ\ que rc~ulta impor1nntc saber si la!.. 

protcasas de so:rcción ~'ln sinUlarcs o no .'l. la~ de extracto•. en am~-i~ est.'.!dios. La.<1 posíble!i 

diferencias nos hahlanan del posible papel d~ unas y otra., en tal mtc.,"1"acc1ón. pt.u.6 s. tal veJ. , 

ellas sean importante~ en el estahlecim1cnto de.~! pnrá.-.ito y el desarrollo de la. ~ntCrmc<lad 

De nuestro!:> resultados poden1oc_¡ dc..""t:1r que. '-:'Orno ~ vi<1 L'"f1 hs figura 1 y 2. l.l. acti""idttd 

proteolitica en cx:tral..."10'.'i de triromast1Kntes y t..·pin1~-1sti~c'ltc'l '>C f,1'\ orc ... ·c 1tl incrcmentl\r la 

cantidad de proteína total del extracto· .. • el tiempo de- incuhac1ún con el ... ust•ato Lo cual L-rtt 

de esperar~ pues al s.er incren1cntada la cnncentrac1ón de proteína to1al !'OC incren1cnta de 

igual manera la. dt." prote..."l.~as y. por lo 1,1.ntn. la dcgracfoclón dd <>U"'trnto e" n1a~o• Corno~ 

ve en ambas fi~uras la. tecnic.a colorimCtnca empicada a.qui no c5 suficientc:mentc o;cnsible, 

puesto que, se necesitan canudades muy grande~ de proteína total del C"'(tracto e incuhar por 

lo menos durante 48 h para tener lecturas que no~ pennitan observar diferencias c'\;dentc. .. 

entre cada pun10 y cada comJ1ción empicada (au~cia y presencia de acti'-'adorcs. drforcntcs 

tanpcro.turas de incubación y diferentes rñ.ses de crecimiento del parásito, así como 

diferencias de un ~ta.dio a otro) Esto podria deberse al su!itrato empleado. puc...~ al menos 

paca la principal proteas.a de supcr1icie de l.1.·1sJ1171a111C1 (gp6J) se ha obscn:ado que la 

actividad protcolitica depende del sustrato empleado (Chaudhuri y Chang, 1 'JHK. T7jnia y 

Sotcriadou, 1 '>9 l ) 

La actividad protcolitica de extracto de cpimastigotes y tripomastigoles en función al 

tiempo de incubacion (fig 3 ). füe como se esperaha. superior mientra~ mayor füe el 
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tiempo de incubación con el sustrato y aJ parcccc si se hubiera continuado ha~ta periodos 

superiores se hubiera alc.u.fl.1'.ado mayor degradación. En cuanto a las difC'l"encias entre los 

dos cxtr-actos (que~ aprecia mejor a las 48 h de incubación con d sustrnlo) uqui se ve una 

clara diferencia entre In. actividad de amhos extractos. 5iendo la de epim&"itigotes 

significativan1ente superior a l:t de tripomastigotcs. tanto en presencia como en ausencia d.: 

EDTA y L-cisteina Esto concut..·n!a con las obscf"'VaCJones de Campctclla y col en 1990 

quienes ohscn.·nron que l.:t act1.,,,dad proteolitica en amastigotcs y tripomasti~ot~ era 

10 veces menor a la Uc cpima"'liBotcs (cepas Tul o. Tul 2. A\\'P. Corpus Christi, Y. 

Peru.Sonia. y la clona CA-117:?), I<> cual c-s rclkjo de la rcgulacion diferencial de t.il Acti\.;dad 

~gun el estadio del pa1 u:o.it., a lo lar~o de la n1etacidoger1esis del pH.r;lsito. puc~ 10:1 

epitnastigotcs poS(..~n n1a;.or lt...:11 .. idad proteolitil.·a. que los 1npoma.:-.ti~ott.·" rnctac1d1i;o~ 

(Bonaldo v col , J 99 1 ) 

Ch.int.nie la c...··valuacion de 1:1 ncti.,,,dnd prutC\.."tllt1c,:,, t..~l i..:uh1vu:-. y .-..obi-cnadantL°" de 

cpirna.. ... tigotes y tripoma."1t1g,otc¡., ( ligunls 4-8) c;e ve que, en c~--ir11p.1racinn con la Jc:i ... idad 

en los C'Ctractn~. la aL-i:ividad d-c lo-. cult1vo!\ es superior y, adcm.:i..,,. s.e '"'qlllcrcn d1..· tn:mpo~ 

de incubación relativamente pe-.¡ucr.o .. parn obscJvar dcgritdacton de !'-U'>tr.,,tu l.a h1pútc~is 

más sin1ple es la ~"l!'-1hilidad de que una parte imponante de In nct1vi.dad ~ d1...·-ha a protcn.-..a' 

en la superficie dd parásilo. como en el caso de J.culmuu11a ( Etgc.-.. y col. l '>8r>) y/o <le 

secn .. ~ón Por ello se comparo l<'l actividad pmtcohtica del cultivo incubado con el 'i.llSti-ato 

y la actividad del ~>bl"cn.'1dantc incubado solo El propósito de haber nn:\liJ..adu la acttv1dad 

protc...""Olitica en Jos epimastigotc~ .,,,vos hajo dos temperatura!'-. y dos fas.es de c.n:cim1cnto fue 

evaluar si t.."Xi~tla varinc1ón de 111. t.""Xprcsión de proteasas de ª""-uerdo a la fase de ~rccimicnto 

o la difeTcncia de tcrnpc1·atura d la que s.c conser..·a.n los <..'"l.dt1n>s. ~in en1ba.rgo, 'i.C nb-.cno 

que no ex.istlltn dit\.."Tt..~cias, si no se altera la cornposicion del rncl.110 de cultivo. pues ello 

resulta en alteraciones a la cxprc"iión <le proteas.as, conforme a. lo descrito con anterioridad 

para cstn fa!:>C del pa!"asitn. de otra manera la 8Lliv1dad se conserva. ( Pancc y l lenrlqucL., 

1992) Es claro. tanto t."'Tl cpima!.tigotc'i como en tnpoma..,,tigore~ (tahla.s 1 y 11 
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respectivamente), que la mayor actividad protcolítica pan.'CC estar dada por pro1t..-as.as que se 

encuentran asociadas al parasito, Ja..<1 cuales tal vez podria c...~tar si\!Odo empicad.as por el 

parásito durante la metncidogCncsis (llonaJdo y c<>I 1'>4-J1) o bien para intttactuar con 

moléculas de la <i.lJperikie dd huésped {Santnn.a y col. l 99t>) Por otro lado. las protcasas de 

5CCrcción podrían estar in1~rviniendo durnnte el "1\.."tallOlis.rno del pariisito y !M..I s.obrcvi..-cncin 

en ambit.."111\ .. ""!i de!:lfa..-orabh..~ tll.:irth y col 199J. ~ft.."'ircllcs y col 19•>:!) hrut.lmcmc. Uchu::h1 a. 

que se mide actividnd totill, un rneto<lo colorimCtrico no pcrrrute d1~tingu1r. ni en extractos 

ni sobren.adantes. la contribución a la .:ictivHJad proteohti..;:4, que t1t"11t:H diferentes d.1.!.C"' de 

protca...us S1 bien se logra vet" 1tlguna inh1bicion aJ ad11.:iornu EDT ;\ n. lo'> si ...,'"l emn-'>. no 

podemos nsc_"turar que de ... crdad !..e han inh1b1do al~Urld(s) prott.-il:><l:i 1..kl tipo de 1m .. ·t;1ln 

depc...-ndicntes. o hic..""11 que las cond1cioncs del sistc:nta al <l!-(rc:Kar los c~t.1b1li.t'&ul.,1es ( ED L·\. y 

L-cis1e1na). yn no sean l.a . .; n1is1nas para podt..'1' degradar el ~u-.trJh .. l c..'Tl auscr11.:1a de tale' 

estabilizadores Este mch>do es poco sensible porque rc.qu1e1c Lic.: ~r~rndc:, cantidades de 

proteína total y adenias lo~ ticmf><.~ de incubaciou (al meno' l."'fl t.""\.tractns! ~>n n1uy 

prolongados si~ <les.can compJntr diferentes cundic1oncs de incubacH1n, t.i.I 'loe.I'. si se tuviera 

el !!.-Ustrato e..<;pe.:1fic<."l para In rnayona de esta..-. proteaSJl~. ello resuhana l"n d 1nt..:ft..~l1t."11lO de 

Ja sensibilidad de la pn,eba 

Por lo anterior. :>e dC'Cidió us.az- la clectroforc~s.cn presencia del ...._,str.ito gdaün.a Con 

ello se esperaba reducir la cantidad de material biologico t.."'TTlplc.ada ) ... t!<.Uati.l'...ar bandas de 

las difer-entes proteasa.. .. Ademas. valiCndose del uso de inh1hidorcs de protc..a.sas 

l..aspccificos se podría determinar a que grupo de protcas.a corres¡xmden y. de cst:t manera 

saber si son las ntismas en los epimastigotcs que en los tnpomast1güll."S Empicando e~te 

procedimiento se lo,Hró ver de manera muy clnra la difcrcnciu entre la acfr1,.;dad prc')t~>litic.it 

de extractos y sobrcnadantcs de cultivo de cpimastigotcs y tripomastigote:; (fig 9) y no 

solo detc.."f"Tllinar en donde hay mayor actividad. sino que t4lnbién., identificar las bandas de 

actividad comunes ~· lns diferentes (lig JJ) Existen b..-inda~ de a..:tividad prott..""-lhtic.a 

comunes en los e:actractos y ~brcnadantcs de Jos doo¡ c..""Stad1(l,, Jo que r')odna sugt..-rir 

que 5C trata de la misma cn.1:in1a (Bonaldo y col I •)() 1) Pndn.1 proponer!'U: que: las 

protcasas que se cncuamran de manera constitutiva en el para!>11o St.."nan ~retadas. 
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apareciendo de esta manera en sobrenadantes Sin embargo. se vio que las protca.sas son más 

activas a difc.TCntcs plf·s. dependiendo de !IU proveniencia (extracto o s.obrenadantc). Dado 

que las protca.sas de extractos actUan mejor a pf 1 5 6. ~ p<><fria ~u~crir que corTC!ipondcn a 

enzimas de origen li!~somal (Bontempi y col 198'>. Caz.zulo y col l 990b; Souto-Padrón y 

col. 1990) ctnpleadas por- el parásito para digerir proteínas cxógt..~s incorporadas por 

pinocitosis corno fuente de am.inoAcidos (llontcrnpi y col 1989) En tanto que ln.s proteasa.s 

de sobrcnadantc actUan mejor a ptf ligeramente b:t..fiico. lo cual no!t podria sugerir su posible 

inten.·cnción durante la interacción con su f;clula blanco 

Para sabe.- si la..-. pro1ea.sa.s c-omune~ en uno y 01ro C!ltttJm ...cm de la rrUs.rna cla~. se 

usó una batería de inhibidores de proteasas cspt..-citicos. E!loto ademá~ podria indicarnos 

hacin que tipo de inhibidore.."i debe dirigirse el diseño de agcnh ... ""S qulmioterapéuticos para el 

tratamiento de la t.."1Üermcdad por inhihición de lzis protca.....a~ dd pasá.sito (!\.1cKcrrow y col 

199S) Como se apreció la rn..""lyor actividad proteolitica en c~tnscto Je c..-pimastigolt..'"S (fig 

14) se debe a por protcas.as del tipo de Cl!ltcina qu~ ya hah1an s1do id ... --ntificadas y llUC pnr el 

peso molecular. coinciden aproximadarncmc con las de este C!\tudio (~1urta y col 1 C)<}(). 

Campctclla y col l 9QO, Honaldo y col 199 1. Greig y Asha.IJ. 1490) Adcrnás, hay en la 

zona de 45-60 kDa inhibición por 1, I 0-fenantrolina con IOrmc- a lo reportado ya f>'\"'r 

Lowndes y col. en 1996 y por IHntn pcns.'.lmos que cx1~ten t..~ esta banda componcntt..--s con 

caracteristicas de mcta.Joprotcasas Todas es.tas protca.."Ml.s podnan c.star inten:iniendo en el 

metabolismo del paró.sito a.sí como mctaciclogéncs1s dentro del vt..""Ctor Por otro lado. la 

inhibición de las protcasa."i dcl ex.trat..-to de tripomastigotes (figura 1 :"') muestra e! mismo 

patrón de inhibición que en c"'-tracto de cpinUlstigotes. excepto que. aqui los inhibidores de 

pr-otcasas de cisteina. inhiben completamente todas las protcasas del c"1.racto. si bien, 

nuevo la banda de 45-bO kDa también se inhibe ligC'f"amente por 1.10-fcnanlrolina 

Es factible que en ~ta misma ;...ona e"'isten protca!las del tipo rnct~-il-Jc..-pcndiente y protea.sas 

de cistcina Adicionalmente, en el !\-Obn·nadantc de epimastigote~ (tig 16) hay muy poca 

actividad proteolitica comparada con ltt dt.·! !>.obtcnadantc de tnpomastigotcs Esto podria 

deberse a que los tripornastigutcs c<mstttuyen la fase infcctiva y que por lo tanto 



nccesitarian en teoria.. sccre1ar- nlAs proteasas. no solo par-a sobrevivir en circulación dcntr-o 

del humano. sino también para C"ntr-ar a la c:Clula blanco En CA.mbio. los cpimastigotrs cuya 

replicación es cxtracclulnr y en C'I 'r't..'Ctor no lo rt..~ucririan AU.n tl,!;i, la actividad protcolitica 

presenta el patrón similar de inhibición para los cx1ntctos y sobrenadn.utc de tripornastigotes, 

y aJ parecer. la niayor actividad pr-otcolitica esta dadtt Jl(>r pr-oteasa,$ del tiP<.., de cisteina y al 

parecer mctaJop...otensa~ 

Con el antecedente de que c:xistia.n difcr-cntt..-s isofor·mas de In cru7jpaina e Eakin y 

col. 1992; ~fanine.z y col 1'1<-)~). se pensó que sc1ia intcre-...antc anali.Lar si en et extracto de 

cpirna1>ti8otes era posible resolver las bandas t"'n 01ras i~forma..s de pro1cnsas que 

prcsenlllT'lln un conimiento simitar en SDS/P/\CiE J>;¡r;1 din se hu·o la M..-pa1a1.-,on por mc<iio 

de un enfoque is.ocléctrico (flg IS y )9) E~lo t1Ll~ pcnnitiú ob-.crvar que las d1fi .. --rcntcs 

banc!As de actividad proit."'Ohtica po~"'1!n microhcteu,gc:nc1Jad. ~decir. diferentes pi en las 

bandas dt..~ misn10 pe~'I mole..:ul.ir J.o anterior indica que podrta tra111r~ de i!l.<.)IÜnn:is de 

una ~la en.rima ( ... cr lig I~. fracciones l .l.lh " :20) S1 bien. t-""S cieno la~ banda...¡ 

precipitaron con un amplio esp<"ctrt..l de pi L'.S figura 18 muc~tra darttmcntc como la handa 

de 45-60 kD01 a.pan .. "Cc en las fr:'lccioncs con pf 1 7 y q del priml.-r refraccionamiento (tabla V) 

Esta banda de 45-6-0 kOa podna tener- dos isofonnas distintas con peso molecular semejante 

pero diforcnte pi (..a banda que apaTCCto debajo de la de 4~-00 kUa podría corrcspondcr al 

producto de deg,radacion de la cruzipaina identificado anteriormt.."Tlte por- Scharfstein y col. 

en 1985 y 1986 Hubien1 sido interesante ver si lo mismo ~ucedra en el extr-acto de 

tripom.astigote!I y los sobrcnadantes. per-o dio no fue posible .. debido a que no ~ dispoma de 

Ja cantidad de material biológ:lco !\uficicme para esta tccniCA. 

FaJtaria a.Un saber si Ja band.:1. de 45-60 kDa que aparece con un pi de aproxirnadamcnce 

7 es sensible a los mismos inhibidorcs de proteasas que la de pi de 9. con Jo cual podriamos 

estar mas ~egur-os de que ~e trata de una isolOrnta v no dl.- orra da~ de protca.sa con un 

corrimiento ckctroforctico similar 
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VI. CONCLUSIONES. 

- Por el método colorimCtrico se lograron delcx.""tar difcrcncias en la. actividad protcolítica 

entre las proteas.as de extn1cto de epimastigotes y tripoTn8.stigotes. habiendo mayor actividad 

protcolirica en el extracto do cpimastigotes que en el de tripomastigotcs 

.. La mayor actividad proteolitiC.11. de cpimastigotes y tripomasugotcs en cultivo, csti 

posiblemente dada por protea..o;as de superlicie 

- Por mt.-dio de elt."'Ctroforcsis. se dctcctn.run cuatro principales z.oruu de actividad 

protcolítica· Una de 60/4:"i kDa pr-csentc en c11;tractos y S<..'brenadantes de cpirnlt...-..tigutcs y 

tripoOU1.stigotc!.; una de 75170 kDa presente en e'.ll;tractos y sobrenn.dantc de c¡>ima.stigotcs y 

en sobrenadantc de rripomastigotes. una de 1 12 lDa presente en extracto y sobn:nadantc de 

tripomastigotes y otra de más de l 1 2 l..Da presente solo t..-n c:xtrocto de triponlA5ÜgotL"'S 

- l.a5 protcasas de e'll:tractos rresman su mayor actividad a. pll ácido (5 6) mientras que las 

de sobrcnadanrc lo h3ccn a plf fisiologico (7 1) 

- La m.ayor inhibición C!Uit. dnda. por inhibidores de prote.a.s.a.s de cisteina. indicando que gran 

panc de la actividad protcolitca en r c_·ru=t está dada por protea.'foa...'l de ese tipo La 

inhibición parcial de a.Jgun83 zonas de actividad por 1.10-fcnantrolin.a nos indica 1.arnbiCn la 

presencia de metaJnproteasas 

- Mediante el eloctroisocnfoque de pro1einas de ex.tracto de cpimastigoles se logró separar la 

banda de 60/45 kOa y otra de mas de 1 12 kDa. 
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AP•:NDJCE J. 

Mrdio5 dr Cultivo pan Trypanus"ma crud y/o ~aulas Vero.. 

A) Modio LIT. 

Composición por litro· 

•Cloruro de sodio (NaCJ) 

• Cloru'o de potasio (KCI) 

• Bifosfato de sodio (Na1HPO .. ) 

•Glucosa 

• Triptosi.: (DIFCO. nUnt cat.0269-17-7) 

•Hemina' (SJG"-1A. nUm cat. H-2250) 

• Sucro Fetal Bovino.: (GIBCO, nUm Cft.I 200-6141) 

4.0g 

0.4 g 

80g 

2 o g 

50g 

25 o rTlB 

IOOml 

1 Se pesan O 2.S g de hemina y se disuelven en 5 mi de trictanolamina (SIGt-.fA.. núm cat. T-

1377). Se csterilil".B a u-avCs de una membrana de O 2:!1..1. Se aJmac.cna a 4°C en la oscuridad. 

2 Se inactiva a oSºC durante 30 minutos. 

Modo de preparación 

Se disuelven primero todas las salt.-s en menos de 1 000 mJ de agua bides1ilada., se ajusta 

cJ pl-1 a 7.2 y .se afora a 1000 mL Se esteriliza en autoclave a 120'"C y 1 atmósfera dur3nte 

20 rnin. Después se somete a una prueba de esterilidad dcjtJ.ndosc a lcmperatura ambiente 

durante tres días en la oscuridad. aJ lCrmíno de éste riempo se adiciona la hemina y el suero 

CctaJ inactivado y s.e vuelve a r-eali.7.ar la prudJa de eslcrilidad 

"º 



B) Medio D-MEM. 

El medio 0-f\.1.E.~1 se encuentra disponible comercialmente. Para 1os experimentos se 

utilizó el de la marca GIBCO. núm de cat. 430-2100EC. Se diselvcn un sobre de 13.4g y 

3.7 g de NaHCO., en rncno"l de 1000 mi do agua bidcstilada,. &e ajusta el pH 7.1-7.3. y se 

afora a 1000 m1. Se c:..1.eriliz..a por fi\tación con membrana de 0.22 µ y se rcali7..a la prueba 

de c:stcrilidad y. entonces. se complementa con e\ porcentaje deseado de SFD inactivado y 

glutamina.. pinlvato. vitaininas. aminoácidos no-e~cialcs y antibióticos al 1°,g 

.,, 



APENDICE 11. 

~paración d~ Soluciontt Amortiguadoras. 

• Solución Salina Balanceada de f IANKS (HDSS) 

Disolver Q 75 g de medio de Uanks (GIOCO. núm. de car 450-1200) en 950 mi de agua 

bidcstilad' adicionar O.JS s de NaHCO, y ajustar a pH 7. t EstcriJiT...ar por filtración 

• "'-'"•..-...de acetatos pi 1 5 5 

Aforar a 1000 mi 48 mJ de solución de ácido acético O 2 l\.f y 45.:? mi de acetato de 

sodio 0.2 J\.1. esta solución tiene un plf de 5 S. si se dt.."":'tea 011·0 ajustar el pH 

• PBS plf..,:: 

Fosfato de sodio monobásico (Nal 11PO,. ::l-l;zO) 

Fosfato de sodio dib:isico ( No:I IPO.) 

Ch.~ruco de sodio (NaCI) 

• PSG pH 7.5 

Fosfato de sodio monobásico (NaH.JPO, 2H20) 

Fosfato de sodio dibásico ( Na:HPO,.) 

Cloruro de sodio (NaCI) 

Glucosa 

o J6g 

1 IOg 

900g 

o 78 g 

13.48 g 

4.25 g 

5.0g 

Disoh,·er C11 950 mi de agua bidestilada y ajustar a pH 7.5. Aforar a 1000 mi y esterilizar 

por filtración 



APENDICE 111. 

Eltttroforab en GC'I de Polbcrilamida/bisJlcrilamid• copolim~riz.ado con Gda&ina. 

La separación de las protca.sas de extracto~ y sobrcnada.ntcs ~ realizó en una cánlAra 

fl.1ini-Protean 11 l>ual Slab Ccll (Bio-RAd) 

Preparación de geles 

a) Gel separador al 11~·0 

• Acrilamida JO~-• - bisacrilamida l~/o 

• 4X Tris-BCI 1.5 ~1 - SDS O -1~"º plt 8.8 

• PBS lX 

• Gelatina 2 1% (0 O:? g/ mi) 

• Agua bidc~-tilada 

Agitar eJ vo.ciu durnnte 10 minutos y agreag.ar 

• TE?'-1.ED 

• Pcrsulfato de amonio ( 100 mg /mi) 

b) Gel concentrador al 4~0 

• Acrilamida 300/o -bisacrilamida lo/o 

• 4X Tris-HCI 0.5 ~1 - SOS O 4º/• pH 6.8. 

• Agua bidestiladn 

Agitar al vado durante 1 O m.inutos y agregar 

• Persulfato de atnonio 

• TEMED 

1.15ml 

1 125 ml 

O 05 ntl 

O 4~0 mi 

1.22~ mi 

0.005 mi 

0010ml 

o 210 mi 

0.417 mi 

1.0l7ml 

0.0083 mi 

00016ml 

'13 



e) Preparación de la muestra y condiciom ... ~ de corrida. 

Los extractos y sobrcnada.ntcs se meclaron en una proporción 1 · t en amortiguador de 

muestra sin mcrcaptoetanol y se dcpusitaron en lo'.\ carriles re5pectivos de los geles. La 

corrida se ..-calir.ó a 4°C a 130 V con amoniguador de corrida (Tris 2S ml\;1 0 Glicina 192 mM 

y SDS 0.1 %) 

d) Activación de Proteasas 

Después de la corrida.. el gel se incubó durante 1 h en solución de Tritón X-100 

(SIGMA,núm. de cat. X-100) al 2 So/o, a tempcraturll ambiente en agitación. Finalmente se 

incubó en solución de amonigu.ador de acctatos-DTT l ml\1 al pi l deseado con o sin 

inhibídores de proteasas, a 37°C durante el tiempo deseado Tci\ir con solución de negro 

amido al O. tº/• en 10 •Vi .. de ácido acetico y 3U ~O de metanol, durante l h en agitaciún a 

tcmpcnuura ambiente Dcstei\ir la!\ veces que sea necesario en c1 disolvente del negro 

amido. La actividad protcolitca se distin~e por la presencia de l'.Ona claras en el fondo a.T.ul 

del gel. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Material y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Bibliografía
	Apéndice



