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RESUMEN

Las prc son i que i cl rompimiento de 1 pepifdicos y

desempefian un papel importante en el metabolismo de las protefnas. Ademis, la

actividad de estas enzimas es necesaria para el proceso patogénico desarrollado por los
pardsitos ya sca para cvadir al sistema inmune o para contribuir en la penctracién de

células hospederas o en la reproduccién de 1os pardsitos. Se han realizado trabajos sobre
prc en Tryp

cruzi pero adn no se conoce con precision la funcién de cstas
enzimas cn cste parisito. En cl presente trabajo sc reporta la secrecién in vitro de dos

protcasas por epimastigotes de 7. cruzi. Sc urabajé con 13 cepas mexi

pro
de difcrentes partes de la Republica Mexicana y 3 cepas sudamericanas; todas secrctaban

una proteasa de 40 kDa y la cepa NINOA del estado de Oaxaca sccretaba, ademds, una
protcasa de 60-70 kDa. Estc hallazgo indica 1a heterogencidad biol6gica que existe enure
las cepas de 7. cruzi. La actividad de la proteasa de 40 kDa cs afectada por TLCK, E64,
Leupeptina y O-Fenantrolina; ademads es activada por cistefna por 1o que se le considera
una proteasa de cisiefna. Su actividad es mas alta a pH 4 y cs nula a pH 11. La actividad
de la prowcasa de 60-70 kDa es afectada por O-Fenantrolina, EDTA y TLCK; no es
activada por cistefna por lo que es probable que sea una metaloproteasa. Esta enzima es
activa a pH 4cido o basico sin diferencias significativas en sus niveles de actividad. Las

caracteristicas de la protcasa de 40 kDa son similares a la cruzi

P y i pos

policlonales dirigidos contra la cruzipafna rcconocen una protefna  de 40 kDa quc es

secretada por los cpimastigotes. Sin embargo. adn no sc pucde afirmar que se trate de 1a
. Al

purificar la proteasa de 60-70 kDa s¢ obtuvo por elusién de
geles de poliacrilamida una protefna de 60 kDa pero sin actividad proteolftica.



LINTRODUCCION

11. G alidades y (.

La cnfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana descrita en 1909 por Carlos

Chagas ha probl en Sudamérica -incluso s¢ han rcportado casos en

el Caribe y en el sur de los E.U.A, ademds de México. La OMS sefiala que hay cerca de

20 milloncs de personas infe das y estdn exp unos 90 millones ¢n toda América

Latina (OPS, 1990).

El ambiente idcal para que el pardsito protozoario h flagelado Try; cruzi,

de la tripanosomiasis, se establezca y en consecucencia sc extienda la infeccién es

el siguiente: casas dc adobe con techo de palma, chiqueros, gallincros, parcdes hechas de

palos, personas, cerdos, gallinas y perros conviviendo k ite; cscasez de agua,

hébitas de li i casi inexi y -.. la ignorancia.

A pesar de que este es un ambiente muy comiin en México no se han reportado muchos
casos de la Enfermedad de Chagas cn cl pafs desde que Mazzotti en 1940 rcporté los
primeros casos de este padecimiento. Hasta 1995 sc han reportado alrededor de 300 casos
humanos de infeccién por 7. cruzi siecndo Oaxaca y Jalisco los estados con mayor nimero

de casos de infeccién reportados. Ademas. de 1961 a 1995, s6lo se registraron 116 casos

humanos de la enfermecdad de Chagas di osticados ctiol6gi o por el estudio de
_ biopsias. La miocarditis es la patologfa, causada por estc pardsito, quc sc prescnta con
mayor frecucncia en Oaxaca, Jalisco y Guerrera. Sin cmbargo, se han encontrado fndices
muy clevados dc serologfa positiva 1o que podrfa indicar 1a transmisién activa de la

ysomiasis en los dos mencionados anteriormente ademds de Qucrétaro y Pucbla

(Sédnchcz, 1996).



En México s¢ han rcalizado varios trabajos sobre la virulencia de las cepas mexicanas de
T. cruzi (Tay y cols., 1973; L6pcz, 1994), los rescrvorios del pardsito (Aguirre-Pequefio,
1947; Velasco-Castrején y cols., 1970; Tay y cols., 1979) ¢ incluso la distribucién
geografica de los vectores mexicanos (Mazzotti, 1936; Mazzouti, 1937; Mazzott, 1962;
‘Tay y Biagi, 1984). Sin embargo, atin no sc conoce realmente la magnitud del problema;
no se ha podido responder cuintos enfermos hay, cudntos infectados y cudntas personas
estdn potencialmente cn peligro de infectarse en todo el pafs. Aunque se han realizado
varios trabajos epidemiolSgicos (Goldsmith y cols,, 1978; Goldsmith y cols.,, 1983;
Goldsmith y cols., 1985; Velasco-Castrején y Guzmain-Bracho, 1986) ain hacen falta m4s

que consideren gran parte del territorio nacional.

L1.1. Patologia de Ia enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas frecuentemente es letal debido a que causa graves problemas
cardfacos y transtornos ch colon y eséfago que ocasionan una pobre calidad de vida en
aquéllos que la padecen. Se consideran 3 fases en ¢l desarrollo de la enfermedad: fase
apguda, fasc indeterminada y fase crénica. La fasc aguda, que es la fase inicial de la
infeccién, sc¢ caracteriza por alta parasitcmia sangufneca ¢ inflamacién en cl sitio dc
cntrada del pardsito (chagoma); algunas veccs sc presenta ficbre y vomito; después de 1 o
2 meses baja la parasitemia por la respuesta inmune y los pacienties ingresan en la fasc
indeterminada que se caracteriza por ser casi asintomdtica (se pucde presentar
inflamacién o leve fibrosis cardfaca); la duracién de esta fase es indeterminada, pucde ser
un perfodo de maduracién de los sfntomas caracterfsticos de la fasc crénica, como
resultado de una probable respuesta autoinmune. En la fase crénica se afecta ¢l corazén y
el tracto digestivo por la destruccién de los nervios circundantes a estos 6rganos y por la
invasién parasftica de las células del musculo cardfaco y de otros misculos; cstas
anomalfas provocan la mucrte en ¢l 60-70% dp pacientes con la enfermedad de Chagas

(Taklc y Snary, 1993).



1.1.2. Vectores de Trypanrosoma cruzi

T. cruzi cs u itido por i >s hemat6fagos de 1a familia Reduviidac principalmente

de los géneros 7ri y Rhodni Tri barberi cs scilalado como el vector
principal de la enfermedad en México: Salazar y cols., 1988. Sin embargo, sec calcula que

existen mds de 32 especies de vectores (Velasco-Castrejon, 1992).

1.2. Biologia de 7. cruzi

T. cruzi pasa por 3 ecstadios pricipales durante su ciclo de vida: cpimastigote,
tripomastigote y amastigote.

Epimastigotes. Tiencn ¢l cinetoplasto en posicién anterior al ndcleo, son fusiformes y
miden de 20 a 40um de longitud. Sc localizan en el intestino medio de reddvidos en
donde se multiplican y s¢ mantienen ahf durante toda la vida dcl insecto; es decir, que cl

> €5 P ial capaz de tr iur la

ién durante sus etapas larvaria y
adulta.

Tripomastigotes. Ticnen ¢l cinctoplasto ¢n la pante posterior en rclacién al nicleo y

ik

aproximad 20pm de longitud y 2um de amplitud. Cuando cstian presentes
en hospederos mamfferos sc les localiza intracelularmente en tejidos y extracelularmente
en cl torrente sangufnco y cuando estdn cn las chinches hociconas, como popularmente se

les conoce a cstos reddvidos, sc an extr 1 enecli

» posterior.
A igotes. Son redond

dos y poseen un flagelo corto; sc multiplican por (isién binaria

dentro de las células hospederas del mamifero (Pereira, 1990).

1.2.1. Ciclo biolégico de T. cruzi

El ciclo inicia do un i o i

do con T.cruzi pica a un hospcdero mamffero;

dyeli sc esta ali ando los tripc igotcs pueden salir de la chinche cn las

ficces u orina y pucden ingresar al nuevo hospedero a través de escoriacioncs en la pict o



partcs mucosas. Existe entonces la posibilidad para el pardsito de infcctar células
circundantes a través dc varios mecanismos, como por cjemplo los siguicntes: intcraccién
de una glicoprotefna de 85 kDa de 7. cruzi con la fibronectina de la célula (Pereira,

1990); o a través de una glicoprotefna de 60 kDa que unc heparina -promoviendo la

adhesién y p i6n de tripe igotes, (Ortcga-Barria y Pereira, 1991); intervencion

del componente C1lq del complemento, que al adherirse al uipomastigote le ayuda a
invadir células con receptores para C1q (Rimoldi y cols., 1989); o de las integrinas B1, un
1 b les de la célula hospedera (Ferndndez y cols.,

tipo especial de glicoprc
1993). Ademds los tripomastigotes pueden cvadir al sistema inmune del hospedero: los
tripomastigotes cxpresan una protefna con funcién similar al DAF (Factor de aceleraciéon
del decaimiento) que limita la activacién de la vfa alterna del complemento acelerando cl
decaimiento de las convertasas C3 y C5 en la superficie del pardsito (Joiner y cols., 1986;
Rimoldi y cols., 1988; Hall y Joiner, 1993). Por otro lado, 7.cruzi cucnta con un complejo
protefnico con funcién de Transialidasa y Neuraminidasa que ha sido propuesto para
promover de una manera compleja la unién de los pardsitos a la célula hospedera y la
evasién del ataque de cnzimas lisosomales del hospedero en accién conjunta con una
enzima del pardsito con funcién similar al clemento C9 dcl complemento (Andrews y
cols., 1990; Hall y Joiner 1993; Venmclho y Meirellcs, 1994).

Dentro de la célula los tripomastigotes se diferencian en amastigotes algunos dec los

cuales son cap de 1tipli por fisién binaria y de rediferenciarse en

tripomastigotes que ahora pucden dejar la célula infectada para iniciar un nuevo ciclo en
las ¢élulas vecinas o pucden ingresar al torrente sangufnco con la posiblidad de propagar
la infeccion a diferentes partes del cuerpo. Los tripomastigotes pucden ser ingeridos por

las chinches ci do éstas sc ali en de la gre del hospedero; dentro del insccto los

tripomastigotes se transforman cn epimastigotcs pocas horas después de la ingestién
(Garcfa y Azambuja, 1991). Los epimastigotcs migran al intestino medio donde sc

multiplican para despuds trasladarse al intestino posterior cn donde s¢ adhicren a las

s
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T los

pi igotes adheridos se diferencian cn tripomastigotes mediante
un proceso conocido como metaciclogénesis en el que al parecer intervienen factores

como: una glicoprotefna de 72 kDa, quc cstd altamente glicosilada, interactia con la
lecti del i ino del i

(Pereira, 1990); un péptido derivado de hemoglobina
indirectamente activa la di iacion (Fraid ich

y cols.,, 1993) y probablemente
intervengan proteasas. Los tripomastigotes metaciclicos pueden ser excretados en las

heces durante una nucva ingesta de sangre.

1.3, M de tr 6

La vfa principal de transmisién de la enfermcdad es a través de las excretas de los
vectores, que contaminan la piel y sus partes mucosas, cuando €stos se estdn alimentando.
Existen otros mecanismos de importancia: vfa transplacentaria, transplante de 6rganos y
tejidos, leche materna, accidentes de laboratorio, desollamiento de animales silvesues,
ingesta de came parasitada no muy bien cocida o de bebidas contaminadas con maiteria
fecal de triatomas (Vclasco-Castrejon y cols., 1992). La donacién de sangre de personas

infectadas con T.cruzi estd adquiriendo notable importancia ya que constituye el segundo
i > de tr

isi6n y es la causa de aproximadamente ¢l 20% de los casos de

personas infe das con cl parasito (Velasco-Castrejon y cols., 1991).

1.4. Heterogeneidad en T. cruzi
El estudio y control de la Enfermedad de Chagas s¢ ha complicado por la diversidad en

las caracterfsticas biol6gicas que presentan las diferentes cepas y aislados de 7. cruzi que

se ven reflcjadas en el tropi > cel infectividad, patc icidad (Giovanni de Simone
y cols.. 1987), capacidad de wransformacién de igotes a tripc ig
[( iclogéncsis), crecimi ), virul ia ¢ infeccién in vitro (Lopez, 1994) ¢ in vivo

[}




{Gonzilcz y cols.,, 1995). Ademds sc han obscrvado difi

en otras caracter

polimorfismo en la expresién  de una protefna de 72 kDa que cstd prescnte tanto cn
tripomastigotcs como cn epimastipotes (Pcreira, 1990); algunas diferencias en 1la
interferencia sobre ¢l metabolismo celular de mioblaslos in virro también estdan
relacionadas con las cepas de T.cruzi (citado en Morris y cols., 1991).

Por otro lado se han encontrado patrones isocnzimdticos (zimodemos) al analizar cepas
provenientes de varios pafses que demuestran una notable variabilidad genética enure ellas
(Tibayrec y Ayala, 1988). Al analizar aislados de 7.cruzi de distintas partes de México y
Sudamérica se demostré la heterogencidad exi

a nivel éuco al analizar DNA
total, encontrando grupos muy bien delimitados de aislados del pardsito que correlacionan

con ¢l origen geogrdfico de tales aislados (Zavala-Castro y cols., 1992).

Orras diferencias entre las cecpas de 7. cruzi se han encontrado en la expresion de
protcasas. Sc ha observado que la expresion de algunas mctaloproteasas varfa entre las
cepas y estadfos del pardsito (Lowndes y cols,, 1996). Ademds, se han encontrado
isoformas génicas de la cruzipafna que es la protcasa principal de cistefna de 7. cruzi; que

podria indicar que cada isoforma intervicne en ctapas distintas durante el desarrollo del
pardsito (Lima y cols., 1994).

LS. Enzimas proteoliticas
Tradicic las i p lfticas han sido vistas como enzimas "destructivas”

capaces de solo dividir protefnas en péptidos pequefios y aminoicidos y cuyo papel cs

digerir protefnas nutritivas o participar en ¢l recambio dc las protcfnas celulares. Esto s

cierto en las proweasas mecjor caracterizadas, tales como las enzimas digestivas wripsina,

quimiotrip y pepsi y las as lisosomales Calepsina B y D. Sin embargo,
sc han ido evid ias que d an quc la prote6lisis ticne un papel
clave cn diversos p Tul La habilidad

de las enzimas prolcotfticas para

=



modificar selecu a las pr por rompimi de especfficos, como
por cjemplo, en la activacién de hormonas, les confiere una funcién regulatoria. Como

do del d imi > de mds procesos proteolfiicos especfficos y el uso de
substratos mas sclectivos, cada vez mias p estdn siendo d das en todos los

tipos de organismos (North, 1982).

La protedlisis pucde intervenir en varias ctapas durante la morfogé is y dife
cn los organismos. Puesto que ¢l bio de dio f ocurre  como
liado de 1a i icién, la d dacién de pr no escnciales es fundamenial en el

abastecimiento de aminodcidos para la sfniesis de protefnas de novo. La actividad de las

protcasas también pucdc ser necesaria para la inaclivacién 1

iva de prC
especificas de una determinada fase de crecimi

> no requeridas durante la siguicnte
etapa del desarrollo y para la activacion y modificacién de otras que sf son requeridas.

Otros procesos cclulares en los cuales intervicnen las pr

son la rcorgani i6n del

o, la is de prc corte de péptidos sciial, control de la presién
cc lacion de la g 1a d légica, etc. (Branden y Tooze,

1991).
La degradacién o prc i > de prc ié puecde intervenir en diversas

formas cn la patogénesis provocada por los micr

por cjemplo cen la
p i6n del or i hc dero, en el enf i

con los mecanismos de
defensa del hospedero y en la nutricién durante 1a infeccion, por lo tanto, cl estudio de las
enzimas proteolfticas pucde ser invaluabl

para cl dimi dec la patogé is y
pucde abrir nuevas cxpectativas en la bisqueda de mecanismos de conwrol de los
patdgenos (North, 1982).

1.5.1. Clasificaci6n de Ias pr

Las pr que

o

Jui la pr de grupos amino o carboxilo terminales se les

cxoprotei i as quec aquél que 1i cl roi

pimi > de un



enlace peptfdico no terminal son llamadas endopeptidasas o protecinasas. Sobre la base del
mccanismo catalftico que estd intrf 1

do con los grupos qufmicos
importantes en su sitio activo Hartley en 1960 separé a las protcasas en cuatro clases

principales (citado cn Barret, 1986): proteasas de serina, que presentan residuos de Ser e

His en su sitio Itico, prc de ci

que | residuos de Cys e His,
proteasas de dcido aspdrtico que usan en su proceso catalftico dos residuos 4dcidos y

metaloproteasas que utilizan un i6n metdlico y un residuo de Glu cn su mecanismo de
accién (McKerrow, 1989, Pélgar, 1989).

1.5.2. Las proteasas de serina

El grupo de las protcasas de serina muestra un pH 6ptimo de 7.5 a 8. Estd formado por

dos familias: la familia de la Quimiotripsina (que incluye a la tripsina, 1a elastasa de

leucocitos, i dec coagulacié la trc

y a las endopeptidasas A y B de
Streptomyces griseus, entre otras) y la de 1a Subtilisina (algunos de sus miembros son: la

endopeptidasa K, 1a endopeptidasa de Vibrio, 1a elastasa de Bacillus, 1a cucumisina, etc.):
cstas dos familias conservan la trfada catalftica compuesta por los residuos de Asp, His y

Scr y por lo tanto su mecanismo de reaccién es ¢l mismo; sin embargo, la sccuencia
polipeptdica y los patrones de pleg
El ismo de r

0 son muy difx

entre las dos familias,

i6n de las p

1) La for i6n del cc ic} i

plej ato d

dc serina se puede resumir en dos pasos:

un carbono del sustrato forma un
enlace covalente con el grupo hidroxilo del residuo de Ser del sitio catalftico de la

enzima. Se forma cntonces un estado de transiciéon intermedio donde los enlaces del
carbono poseen una gecometrfa tetrahédrica. Por medio de dicho cstado de transicién se
forma un intermediario acilo, proceso conocido como acilacién (Figura 1). En este paso

se libera un producto pepifdico, micntras que ¢l resto del péptido se manticne unido al
intlermediario acilo de a enzima.
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Figura 2. Mecanismo de reaccidn de las proteasas de cistefna. SH representa el rupo tiol de la cistefna; Lm representa el grupo
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2) El siguicnte paso llamado desacilacion consiste en que el intermediario acil-enzima es
hidrolizado por una molécula dc agua, de manera que se libera el segundo péptido con un
extremo carboxilo y se regencra el grupo hidroxilo de 1a serina (Figura 1). El residuo His
de la ufada catalftica es capaz de aceptar un protén durante la formacién del estado de

transicion tetrahédrico. El residuo Asp de la misma trfada permancce cargado

y biliza a 1a His cargada positivamente durante el estado de transicién
{Kraut, 1988; Branden y Tooze, 1991).

1.5.3. Las proteasas de cisteina

Las proteasas de cistefna son activas a pH's ligeramente dcidos aunque algunas funcionan
en pH's definitivamente Acidos. Existen dos f

de pro de ci una de ellas
cs la de la papafna (la papafna cs extrafda de Carica papaya, ademds csta familia incluyc
a las catepsinas B, H, L. y S, la ficina, la aclinidina y varias protcasas dec planias y
protozoarios) y la otra es la de las calpaf

O prC de ci dependi de calcio
(incluyc a las endopeptidasas de cistefna de Streprococcus y la clostripaina); existen
prc de cistefna prov

de virus que no han sido clasificadas dentro de estas
familias (Barret y Rawlings, 1991).

Las prc de ci han sido ¢ d:

en la mayorfa de los grupos de protozoarios
parasitos. Las cnzimas tlicnen alta actividad cn al menos un estadfo del ciclo de vida,

frecucnicmenie en el cstadfo presente en el hospedero mamf{fero. Se conoce poco acerca
de sus substratos blanco, asf que las funciones especfficas de estas enzimas sélo pucden

ser deducidas tomando en cuenta factores tales como distribucién subcelular, pH Sptimo
y aparicién durante la di iacion 1ul

3 la especificidad de las protcasas es
determinada cn parte por la secucencia aminoacidica de los substratos sintéticos.

El sitio activo de las proteasas de cistefna estd formado por un grupo cistein-sulfhidril
catalfticamente activo en la Cys 25 (segin numcracion de la papafna) y un grupo histidin-

imidazol en 1a His 159. La catdlisis procede a través de la formacion temporal de un
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Figura 1. Mecanismo de reaccién de Jas protcasas de serina. OH representa el grupo hidroxilo de Ja serina; RCOX representa al
sustrato.



grupo tiol éster entre el substrato y una cistefna de 1a enzima (intermediario tetrahédrico);

el oxfgeno del tiol de 1a ci ataca nucleoffli al d&tomo de carbono del

grupo carbonilo del sustrato; el residuo de His actia como base formando un puente con
el protén del prupo tiolato que esta libre; posteriormente €l tioléster temporal se rompe
por la transferencia del protén (capturado por cl imidazol), al grupo amino decl sustrato
que al protonarse s¢ convierte en grupo salicnte y la cistefna se acila; el iltimo paso es 1a
desacilacién que utiliza moléculas de agua para aumentar 1a nucleofilicidad con 1a ayuda
del grupo imidazol (Figura 2; Brocklchurst, 1987). Para alcanzar la actividad mdxima las

pr de q un ag como el ditiotreitol (DTT) para mantener la

cistefna del sitio activo en su forma rcducida; este tipo de protcinasas ticnden a tener poca
especificidad con respecto a las secuencias polipeptidicas, pero frecucntemente muestran

preferencia por arginina en la posicién P1 (North y cols., 1990).

1.5.4. Las proteasas de dcido aspértico

Las protcasas de aspartico son mas activas a pH's 4dcidos ya que su actividad catalftica
depende de 1a exi

ia en la molécula de dos grupos carboxilo. Estos grupos son un par

de residuos de dcido aspdrtico, Asp 32 y Asp 215 (scguin numeracion de la pepsina) que

sc ran en dos s polipeptfdicos muy similares. Los dos grupos carboxilo
cstan lo sufici !

cl uno del otro como para compartir un puente de
hidrégeno cntre dos de sus oxfgenos. Las protcasas de aspartico al igual que las
metaloprotcasas, no forman un intermediario covalenie entre la enzima y el sustrato y
actian cficicntementc cn los cnlaces peptfdicos que se forman cntre dos amino4dcidos
hidrofébicos voluminosos como cs el caso de Leu-Tyr, Tyr-Leu, Phe-Phe y Phe-Tyr
(Barrct, 1986).

Existe s6lo una familia de estas proteasas que incluyc a la pepsina, la gastricina, la renina,
las cawcpsinas D y E y algunas protcasas dec hongos. Ademds existcn protcasas de

aspdrtico provenicntes de virus que no ticnen familia definida (Barrct y Rawlings, 1991).

13



1.5.5. Las metaloproteasas
Las metaloproteasas necesitan un metal para su mecanismo de accién; son enzimas
hidrolfticas que al igual que las protcasas de aspdrtico no forman un intermediario

covalente. En su forma natural tienen como metal catalfticamente activo al zinc, aunque

g otros les de tr icion p ituirlo; una actividad maxima a

pH 7. La metaloprotcasa mejor caracterizada es una termolisina de Bacillus
thermoproteolyticus; su sitio activo posee un atomo de zinc unido a dos cadenas laterales
de His y una de Glu. Existe s6lo una famitia de estas protecasas quec es la de la termolisina

que incluye, ademids, a la bacilolisina, la el de P. d. la col

intersticial, 1a colagenasa de neutréfilos y las gelatinasas A y B, entre otras. Ademds,

existen metaloproteasas gue no tienen familia definida como las colags

las metalopeptidasas (@-lfticas, la protcasa D de levadura y la metaloendopeptidasa de
membrana, entre otras (Barrct y Rawlings, 1991).

En ¢l mecanismo dec reaccién de la fermolisina, el zinc actia como un catalizador
electrofflico para polarizar el grupo carbonilo del sustrato y estabilizar la carga ncegativa

del oxfgeno del ismo radical. E! iduo de 4cido glutdmico en la posicién 143

PprC el de una la de agua sobre ¢l grupo carbonilo que ha sido

polarizado por ¢l i6n de zinc; por owro lado, His 231 dona protoncs al grupo saliente
(Fersht, 1985).

L1.S.6. Proteasas en 7. cruzi

La existencia de aminodcidos libres p en el protopl de T.cruzi tales como:
prolina, glicina, 4cido gl ico y L. i que d utilizarse para la sfnicsis de
proteinas o para ia produccion de energfa indica que cllos son prob Itado de
ta proteolisis de prc ex6 o dog o que podrfan ser absorbidos

directamente decl medio que los rodea (Cazzulo, 1992). La actividad protcolftica es de

suma importancia cn el bolismo de los epi igotcs debido a que éstos cambian de

14



en la fasc exponencial de su crecimicento
utilizan

su ¢
dcgradan gl para ob energfa pero cn la fase cstacionaria
preferentemente  aminodcidos como recurso energético (Cazzulo y cols, 1985);
y aminodcidos para oblener

fuente de cnergfa

)s utilizan prc

igualmente los tripomastigotes
energfa (Cazzulo, 1992); los

1987).
Han aparecido varios reportes de actividad proteolftica en los diferentes estadios de 7

glucosa (Engel y cols.,

igotes utilizan pi

cruzi desde los trabajos de Itow y Camargo (1977) y Avila y colaboradores (1979). Hasta
el mc > tres pr del grupo dec las proteinasas de cistefna han sido estudiadas
con mayor profundidad; una de cllas tienc un peso molecular de 200 kDa e hidroliza in
ilido (BAPA) a pH alcalino (Bongerniz y Hungerer,

vitro benzoyl-argini -p-nitre
1978), es probable que esta cnzima sea la misma que reportd Ashall en 1990; las otras
dos ticnen un peso molecular estimado de 60 kDa (Rangel y cols., 1981; Bontempi y

ias en la especificidad de substrato y de inhibidores por

cols,, 1984) y
lo que se cree que se trata de dos enzimas difercnies.
Una de las prowinasas de 60 kDa ha sido ampliamente estudiada, sc trata de una

glicoprotefna con alta cantidad de carbohidratos 10 % de manosas(Cazzulo y cols., 1989;
Cazzulo y cols., 1990a) y tienc 3 sitios potenciales de N-glicosilacion lo que explica el
pomué esta enzima quc ticne un peso molecular de 36.3 kDa calculado a partir de su
, aparecc en algunos reporics con un peso molecular que va de 40

aming
a 60 kDa (Martfnez y Cazzulo, 1992); ademis, muestra alta homologfa cn su extremo N-

terminal con la papafna y la catepsina L (Cazzulo y cols.. 1989; Eakin y cols., 1990). Esta
enzima, a la que se le ha propuesto el nombre de cruzipafna o cruzafna (Cazzulo y cols,,

1990b), es la prolcinasa principal de cistefna de 7. cruzi, ademds cs el antfgeno principal
(Scharfstein y cols,, 1986; Murna y cols., 1990). La

I en h o fe d

cruzipafna sc localiza principalmente cn lisosomas pero también sc le encucnira cn Ja

superficie de cpimastigotes, amastigotes y bolsa flagelar de tripomastigotes (Campeiclia y
15



t;ols.. 1990; Souto-Padrén y cols., 1990). En epimastigowes los niveles detectados de
actividad enzimaitica son mds altos que cn amastigotes y tripomastigotes 1o que sugiere
que 1a expresién de la enzima cs regulada durante el desarrollo del parasito (Campetclla y

cols., 1990). Por otro lado, la cruzi es bl

P

de in i iones inadas en la

bilisqueda de una droga especffica para T. cruzi Que sca inocua para el humano (Mckerrow
y cols., 1995).

Ad

de cstas prc de se reportd recientemente una proteasa de 55/60

kDa quc al parccer cs secretada por tripomastigotes, pero aiin falta caracterizar a esta
enzima y cstablecer si se trata de una protefna distinta a las que ya estdn caracterizadas
(Yokoyama-Yasunaka y cols., 1994). También, han surgido ecvidencias -por andlisis de
comparacién dc sccucncias de DNA- de la presencia de una protcasa de serina (Sakanari

y cols.. 1989) y de una lop i que p semej

con una proteasa de
Leishmania sp (Gricg y Ashall, 1990).
Sc han reportado varios trabajos donde las protcasas de 7. cruzi juegan un papel

importante en la biologfa del pardsito: algunas intervienen en la replicacion de los

amastigotes (Harth y cols., 1993); existen evid ias que d ran su infl ia en ct

proceso de transformacion de amastigote a tripomastigote (Harth y cols., 1993; Mcirclles

y cols., 1992); se ha observado que 1a iclogé is varfa la expresion de

proteasas del parasito (Bonaldo y cols., 1991); también sc sugicre la participaciéon de
prc cn la adhesion ¢ i ion a fi

(Piras y cols., 1985); asimismo. al

res quimicos o tratarias con anticucrpos monoclonales
monoespecificos sc encontré que di

inhibir tales prc con inhibid

significati la ingestién dc parisitos
por macr6fagos y células musculares de corazén (Meirclles y cols., 1992; Souto-Padrén y
cols., 1990). Por otro tado los tripomastigotes pucden romper moléculas de 1gG unidas a
la membrana desprendiendo la parte Fe y queddndose s6lo con 1a parte Fab, este proceso
podrfa ayudarlcs a pasar inadvertidos al circulaf por ¢l organismo dcl hospedero (citado
cn Pereira, 1990).



1.6. Justificacién del proyecto

Como ya se ha revisado las proteasas de 7. cruzi cstdn involucradas en varios procesos
metabdlicos y, por lo tanto, parecen ser muy importantes para ¢l parasito; ya sea que
intervengan en cl desarrollo de los mecanismos patogénicos que desencadenan la
enfermedad de Chagas en el hospedero mamf{fero o para establecerse en el intestino de los
vectores. Asf que, su estudio es crucial para conocer mas detalladamente 1a biologfa del
parssito.

Por otro lado, existe la posibilidad que algunas proteasas sean secretadas al medio para

facilitar su labor cn la nutricién del pardsito o cn los procesos de adhesién ¢ invasién de
¢lulas hospederas. Por ejemplo, 1a cruzipafna sc localiza principalmente en lisosomas lo

que sugicre su funcién digestiva; sin cmbargo, también sc le localiza en la superficic de

todos los cstadios del pardsito (Campetella y cols., 1990; Souto-Padrén y cols., 1990), asf
que, cs probable que 1a cruzipafna sca liberada de la membrana celular para contribuir
mds cficieniemente en Ja nutricién del parasito.

La importancia de estudiar este tipo de cnzimas en la fase de ecpimastigotc en T. cruzi
radica en la facilidad de su mancjo y en la posibilidad de extrapolar estos analisis a la fase
dc tripomastigotc para contribuir en la buisqueda de mec
enfermedad de Chagas.

os de control de la




1. OBJETIVOS

I1.1. Objetivo General:

Caracterizar bi

las das por epi de di
cepas de Trypanosoma cruzi.

11.2. Objetivos particulares:

-Buscar proteasas liberadas al medio de cultivo por epimastigotes de 7. cruzi.

-Determinar a que familia protcolftica p has prc de acuerdo al tipo de
inhibi que las -
-Determinar al condiciones que fav 1a actividad de estas protcasas (pH y

presencia de agentes reductores).

-Determinar si existe 1a cruzipafna en los medios de cultivo de epimastigotes de T. cruzi.



nL MATERIAL Y METODOS

TNL1. Cepas utilizadas de Tryp cruzi
Se emplearon distintas cepas de 7. cruzi provenientes de varios estados de la Repiblica

Mexicana y de Brasil aisladas de vectores, reservorios y de humanos infectados (Tabla I).

TABLA [. Cepas dec epi igotes de Tryp cruzi cultivados in vitro
NOMBRE PROCEDENCIA ORIGEN
C4 JALISCO Triatoma barberi (V)

EA MORELOS humano
ZACATECAS ZACATECAS humano
CID OAXACA humano
NINOA OAXACA humano
H1 YUCATAN humano
H3 YUCATAN humano
HS YUCATAN humano
H9 YUCATAN humano
H10 YUCATAN humano
HG YUCATAN humano

z21 YUCATAN Didelphis marsupialis (r)
QRO QUERETARO humano
Y BRASIL humano
SILVIO X10 BRASIL humano
CL1 BRASIL humano

V! VEClOr  I: rescrvorio



1TIL2. Cultivo de epimastigotes

Epimastigotes de difercntes cepas de 7. cruzi fueron cultivados ¢n medio LIT (Liver
Infusion Tryptose) con la siguiente composicién por litro: 4g de NaCl, 0.4g de KCl, 8g
de NaHPO, , 2g de glucosa, 5g de Triptosa (DIRCO) y 5g de Caldo de infusién de hfgado
(DIFCO); ajustado a pH 7.2 y complementado con 25 pg/mi dc hemina (SIGMA) y 10%
de suero fetal de bovino (SFB; GIBCO) previamente inactivado a 56°C durante 30 min.
Cultivos de 5 ml dec volumen inicial fueron incubados a 28°C. Con el propésito de

aumentar el volumen del cultivo, a los 7 dfas de imiciada la incubacién (tiempo
aproximado que comp de las dos

pas ‘del imicnto de epi igowes: fasc
exponencial y fasc cstacionaria) sc tomaron los 5 ml del cultivo, se mezclaron con 45 ml

de medio LIT enriquecido con h ySFBy sei

on durante 7 dfas a
28°C. Finalmente s¢ mezclaron estos 50 ml con 250 ml de medio LIT enriquecido y sc

incubé en las mismas condiciones para obtener al cabo de una scmana, un cultivo total de
300 ml.

1113, Separacién del medio de cultivo

Los cultivos de 300 m) sc centrifugaron a 654 g durante 10 min a 4°C desechando cl
sob 4 los b

de parasitos fucron lavados dos veces como siguc:

se
resuspendieron con 200 ml de medio LIT mas hemina sin sucro y nucvamemc

se

centrifugaron a 654 g durantc 10 min a 4°C y se rctiraron los sobrenadantcs. El

la p ia de protefl dcl SFB cn ¢t
medio de cultive. Los botones obtenidos en ¢l dltimo lavado sc resuspendicron en un

procedimicnto descrito se rcalizé para cli

volumen detcrminado de medio LIT mas hemina de tal mancra que los parasitos qucdaron
cn una concentracién de 1x10” parssitos/ml. Después de realizado este ajuste los cultivos
se incubaron durante 1 h a 4°C. Para abtencer las proteinas liberadas por los epimastigoles

al medio de cultivo, sc ceatrifugaron los cultivos a 654 g durante 10 min, sc tomaron los
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sobrenadantes y éstos fucron centrifugados a 14 243 g durante 30 min, sc recuperaron los

b d y sc al a -20°C.

ot 1

Anies de iniciar ¢l proceso descrito y al término del mismo, los cultivos fueron revisados
para asegurar que cstuvicran libres de contaminacién. Se conté ¢l niimero de pardsitos/ml

para realizar €l ajustc a 1x10° pardsitos/ml y para ascgurarse que los epimastigotes
segufan vivos.

L4, Separacién de proteinas en geles de poliacrilamida bajo condiciones
disociantes (SDS-PAGE)

En geles de poliacri ida al 10%, utili

do el si a de amortiguadores discontinuos

de Laecmmli (1970) y 1a técnica y equipo de Bio-Rad (Apéndice 1), se analizaron mucstras
del sobrenadante producto de la i b

i6n de los cpi igotes durante 1h a 4°C.

Posteriormente se utilizé la técnica de tincidn con plata de Bio-Rad (Apéndice II) para
detectar 1a presencia de protef;

del sobr d en los geles.

IILS. Deteccion de actividad proteolitica en los sobrenadantes de varias cepas de 7.
cruzi

En geles de poliacrilamida al 119% con 0.1% de gelatina copolimerizada utilizada como
(Apéndice HI) se 1i

on as de 1os s¢

de varias cepas dc T
cruzi para la p ia de p en un

de clecroforesis (Heussen y
Dowdle, 1980). Las muecstras se diluyeron cn proporcién 1:2 con amortiguador para

mucstras de Lacmmli: TRIS 0.125 M, SDS (dodccil suifato de sodio) 0.07 M, 20% (v/v)
de glicerol, 0.001% (p/v) de Azul de bromofcnol, todo 1o anterior disuclto en agua
desionizada a pH 6.8 sin P-mercaptoctanol (agente reductor): posteriormente, las

muestras se incubaron 10 min. La clectroforcsis sc llcvo a cabo a 130 V durantic 4 h a
4°C. Dc de 1a

P

e i6n »forética los geles se trataron con Tritén X-100 al

2.5% (v/v) durantc | h a tempceratura ambicnte (cl tritén sc utilizé para eliminar ¢l SDS
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del gel) y sc incubaron duranie 2 h en un amortiguador de digestion de glicina 0.1 M, pH
8.3 a 37°C. Finalmente los geles fucron tefiidos con una solucién de Amido Black al
0.1%, metanol al 30% y 10% de scido acético durante 1 h y destefiidos con una solucién
de metanol al 30% y acido acético al 10%.

KIL6. Inhibicién de proteasas

Para conocer ¢l tipo de prc das se utilizaron inhibid ifti de
protcasas (SIGMA): Bestatina ([2S, 3R]-3. ino-2-hidroxi-4-fenitb il-L-1 )
que afecta peptidasas de serina; E64 (trans-Epoxy inil-L-1 ilamido-[4-g idino)-
Butano) que actia sobre protcasas de cistefna; EDTA (4cido et iami ético)
para loprc Leupep afecta pr de serina y de cistefna; Pepstatina A
(&cido Isovaleril-Val-Val-Sta-Ala-Sta-4-amino-3-hid; i-6-metilhep ico) para

protcasas con dcido aspéartico; O-Fenantrotina para metaloproteasas; PMSF (Fluoruro de
fenilmetilsulfonilo) afecta a proteasas de serina; TLCK (1-cloro-3-tosilamido-7-amino-L-
2-heptanona) afecla a protcasas de serina y de cistefna.

Los inhibidores sc utilizaron cn las si

ciones finales (cxpresadas en

mM):

O-Fenantrolina 100

Bestatina 0.1

EDTA 100

PMSF 10

E64 2

TLCK 1

Pepsiatina 1

Lcupeptina 1

Sigui > la 18 de d i6n de actividad de protcasas antes descrita, sc analizaron
as de b d

cn peles preparativos (un solo casril). Despucés de la

clectroforesis y de sumergir los geles en Tritén X-100 al 2.5%. cada gel fue cortado en
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varias tiras verticales; a cada una de estas tiras se¢ le incubé en un inhibidor espectfico
diluido a las concentraciones requeridas en glicina 0.1 M pH 8.3 y se lc dej6 reposar
durante 2 h a 37°C. Finalmenie sc tificron con Amido Black.

Se analiz6 la actividad imdtica en

p ia de los >s inhibidores utilizando un

programa computacional de andlisis de imaigenecs: Programa Ambis version 2.1 (AMBIS).

TIL7. Actividad proteolitica a diferentes valores de pH

Utili: do la 1écni de d ion de prc ya descrita, minigeles con 1

copolimerizada fucron cortados en tres secciones longitudinales después del tr

con Tritén; las secciones fueron incubadas a distintos valores de pH: 4, 8 y 11 en un

amortiguador de glicina 0.1 M y cistefna 50 mM durante 2 ha 37°C.

LS. D 16n de la cruzipaina en el sobr d

de diferentes cepas de 7. cruzi
por medio de inmunorréplicas tipo Western

Se tomaron as del sobr d de varias cepas de T. cruzi obtenido mediante cl

proceso ya descrito y se separaron en geles de SDS-PAGE: despuds sc transfiricron a
membranas de nitrocelulosa con poro de 0.45um utilizando ¢l minisistema dc
transferencia dec Bio-Rad a 100 V durante 1 b en frfo (Buffer de transferencia: 25mM de
TRIS, 192mM de glici 20% de ol v/v, pH 8.3). Las b

anas de nitrocelul

fucron blog das con albu

sérica de bovino (BSA; SIGMA) al 1% durantc la
noche; después del bloqueo las membranas se cortaron en tiras de 0.5¢cm de ancho y se

incubaron con sucro de concjo preinmunizado (control ncgativo) y anticucrpos

policlonales anticruzipafna de concjo, ambos diluidos 1:1000 con BSA al 1%, agitindose

durante 2 h a pcratura bi Después sc hicieron tres lavados con Tween 20

(Monolaurato dc polioxictileno sorbitan; SIGMA) diluido al 0.1% en un amortiguador de
fosfatos (PBS) (Apéndice 0I) de 10 min cada uno cn agilacién rdpida. Se agregé un

conjugado cnzimitico (SIGMA): peroxidasa-Anti 1gG de concjo diluido 1:1000 cn
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Tween 20 al 0.1% cn PBS y se i b 2 h cn agitaci derad sc

hicieron tres lavados con Tween 20 al 0.1% en PBS durante 10 min cada uno en agitacién

: Final se afadi6

el Diaminob idi (SIGMA) 0.5 mg/ml y
peréoxido de hidrégeno al 0.02% en PBS durante 5 min y se detuvo la reaccién con agua
dcsionizada.

11L9. Elusién de proteasas de geles de poliacrilamida por difusién

El sob d: ido de epi i de la cepa NINOA fue dializado contra PBS
diluido 10 veces y después contra agua desionizada a 4°C; posteriormente fue

concentrado 10 veces en una centrffuga por sublimacion en vacfo (Centrifuga SAVANT).

200 ul de este concentrado fueron mezclados con 200 pl de amortiguador para

de L 1i sin B p 1, dejdnd incubar a i durante 10

min para después scr sep o electr en un minigel preparativo con 10 %

de acrilamida durante 90 min a 125 V. Después de la electroforcsis el gel se incubé en
Tritén X-100 2.5% durante 15 min con un lavado, para entonces scr cortado en varias

tiras horizontales ¢n un 4arca que dia a las

p de 70 kDa a 40 kDa
aproximadamente (s¢ usé como gufa estindares de pesos moleculares preteilidos); cada

trozo fue cortado en ped muy peq que se i b durante la noche con 50011
de Tris-HCIl 200 mM pH 8, en refrigeracion (ap imad. 8°C) ( ddin y
cols., 1993). Final s¢ colects el b o ¥y se cc 6 10 vececs por

sublimacién en vacfo.

I11.10. Deter de ia de pr

La idad de pr p en cl d y cn el extracto celular de
epimastigotes se determiné utitizando la Wécnica de Bio-Rad que cstd basada en el método
descrito por Bradford (1976).
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Iv. RESULTADOS

Iv.1. D« i6n de 1 proteoiitica en el medio de cultive
En los geles de poliacrilamida de la figura 3 se observa que en todas las cepas aparece

una banda blanca que indica la degradacién de la gelatina (por esta razén csta zoha no se

tific); tal banda parece tener en todos los casos un peso molecular de 40 kDa. En cl carril
o de la cepa NINOA aparccié una banda extra de actividad
de 60-70 kDa. Estec hallazgo exigié

que corresponde al sob
dc una

proteolftica 1o que indica la p
el andlisis dec estas actividades proteolfticas para determinar si se trataba de 2 cnzimas

distintas o bicn, si una de cllas cra el producto de degradacién de la otra.
encontradas en las mucstras

Por ouo lado, fuec importante er que las prc

tomadas dcl medio de cultivo no eran producto de la lisis de los parssitos. En la figura 4
se aprecian claras diferencias cn la cantidad y el tipo de protefnas (respecto al peso

molecular) que hay tanto cn cl extracto celular de pardsitos como en ¢l medio de cultivo.

IV.2. Inhibici6n de proteasas
Una mancra de clasificar a las proteasas es de acuerdo al tipo de inhibidor catalftico que

do una baterfa de inhibidores, se puede identificar cual

les afecta. De csta utili
es el grupo importante en cl sitio activo de estas enzimas y, por lo tanto, establecer a que

familia pentencce.
Como sc obscerva en Ja figura § la actividad proteolftica de la molécula de 40 kDa

d cce en p de TLCK. Leupeptina y E64 que afcctan a protcasas de cistefna y

p

por O-Fcnantrolina que afecta a metaloprotcasas. Por otro lado, la actividad de la

molécula de 60-70 kDa se¢ ve reducida por O-Fenantrolina y TLCK principalmente. Los
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Figura 3. Deteccién de proteasas en los medios de cultivo de epimastigotes de diferentes cepas de T. cruzi. Se analizaron 2y1g de
proiefna total de cada cultivo en un gel con 0.1% de gelatina copolimerizada. Se observan bandas blancas sobre un fondo obscuro,
indicando 12 digestion de I gelatina, cn todas fas cepas. 1: C4; 2: BA; 3: Zac: 4: CID; 5: Ninoa; 6: H; 7: H3; 8: HS; 9: H9; 10: HIO;
11 HG; 12: 221; 13: Querdtaro; 14: Y; 15: Silvio; 16: CL.
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de extracto celular de

Figura 4. Protefnas en ¢l medio de cultivo dici do y prc
epimastigotes. 10 ug de protefna de extracto celular (E) y 10 ug de protefna de medio de
cultivo condicionado (M) con la cepa NINOA fucron scparados en SDS-PAGE y teflidos

con azul de Coomassie (I) y con plata (II).
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dlisis densi étricos lizados a varios geles con gelatina

resultados de los
copolimerizada al 0.1% -como cl de ta figura S5- aparecen en las tablas I y Ill. Los
ji de inhibicién se obtuvieron al considerar como 1100% de actividad

proteolftica (0% de inhibicion) al control (ausencia de inhibidor). En la tabla II se observa
el efecto muy marcado de algunos inhibidores sobre la protecasa de 40 kDa: E64, TLCK,
Lcupeptina y O-Fenantrolina inhiben completamente su actividad y el resto no le afectan
1a actividad cn absoluto.

Con respecto a la actividad de la proteasa de 60-70 kiDa no se presentan efectos tan
marcados; sin embargo, su actividad es afectada por O-Fenantrolina (60% de inhibicion),
fe metaloprc y por TLCK (70% dc

EDTA (50% de inhibici6én) que
inhibicién).

Por otro lado, en la figura S aparece una tercera banda de actividad proteolftica de —25
kDa quc probablemente sea producto de degradacién de la proteasa de 40 kDDa ya que
ambas presentan un patrén similar de inhibicién. Adema4s, esta banda s6lo apareci6 cn ci

en la figura S ya que no aparccié cn ninguna otra ocasién.

experi ) que se pi

V.3 A en pr de

Laci activa a prc que ticnen en su sitio activo uno o varios residuos dec este
amino#cido. Asf que para establecer claramente ¢l tipo de proteasa al que pertenecen las
enzimas de 40 y 60-70 kDa sc utilizé 1a mi ica para d prc en gel pero
ahora ¢l gel se i b6 en p ia de ci Como sc observa cn la figura 6 sé6lo la

proteasa de 40 kDa cs estimulada por este amino4cido.

IV.4. Actividad a diferentes valores de pH
Para determinar a que pH prescntan mayor actividad estas protcasas, se  utilizé
bando trozos del gel a

nuevamente la técnica de deteccién de pro en gel i
diferente pH. En la figura 7 se obscrva que la proteasa de 40 kDa cs acliva principalmente
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Figura S. Inhibici de las pr con inhibi i Una a de
medio de cultivo dici do con cpi i de la cepa NINOA {lug de protcina
total) fue analizada cn gel con 0.1% de gelmna copol:merlud.l El gel fue cortado en
varias tiras y cada una fue i con un inhibid 1: L pui 2: PMSF; 3:
Pepstatina; 4: TLCK; S: EDTA; 6: Besuunl. 7 E64; 8: O-F C: (sin
). Las de cada i p en la ion de material y

métodos.
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TABLA [l. INHIBICION DE LA PROTEASA DE 40 kDa

Inhibidor Concentacion Inhibicién
(mM) (*)*

O-Fenantrolina 100 100
Bestatina 0.1 (]

EDTA 100 [\ Rl
PMSF 10 0
E64 2 100
TLCK 1 100
Pepstatina 1 [1]
Leupeptina 1 100

* porcentaje promedio de 3 diferentes experimentos
** porcentaje promedio de 2 diferentes experimentos




TABLA I INHIBICION DE LA PROTEASA DE 60-70 kDa

Inhibidor Concentracién Inhibicién
(mM) (% + SD)*
O-Fenantrolina 100 60 =23
Bestatina 0.1 Bx13
EDTA 100 50 = 27%*
PMSF 10 20 = 19
E64 2 16 +6
TLCK 1 70+ 19
Pepstatina 1 12 %20
Leupeptina 1 109

* porcentaje promedio * desviacién estédndar de 3 diferentes exparimentos
** porcentaje promedio * desviacidn estandar de 2 diferentes experimentos

3




Figura 6. Efecto de 1a ci sobre la ividad dec las p Se

del io de i do con epi i de la cepa NINOA y sc analizaron
en gel con gelatina copolimerizada. El gel fue dlvndxdo para incubar unn panc en
di, ti () y la ora en el mi: guador pero cc

con cistefna 50 mM. pH 4 (ID).
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Figura 7. Efccto dcl valor de pH sobrc la actividad de las protcasas. Muestras del medio
de culuvo con de la cepa NINOA (ucron analizadas en gel
con poli i desp ¢l gel fue cortado en 3 partcs para incubarlas en ¢l
d de igesti6 i valores de pH; cl amortiguador fuc
P do con ci. 50 mM pH4 y se ajusté el pH con NaOH SN.
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a pH 4, su actividad

ye a pH 8 y desap a pH 11. Micntras que la actividad de

1a protcasa de 60-70 kDa casi no cs afectada en los diferentes valores de pH.

IV.S. Pr jadelacr

en el medio de cultivo de diferentes cepas de T. cruzi
La cruzipafna ya ha sido detectada en extractos cclulares de epimastigotes asf que cra de

interés determinar su presencia en el medio de cultivo para ayudar a establecer su posible
funcién cn este estadio del parasito. !

Se tomaron muestras del medio de cultivo de diferentes cepas del parisito, y s¢ analizaron
por inmunorréplicas tipo Western en SDS-PAGE con anticuerpos policlonales producidos
conura la cruzipafna. En la figura 8 se obscrva quec en todas las cepas sc presentd una
banda de 40 kDa que es el peso aproximado de la cruzipafna. Con cste hallazgo se
cstablece que 1a cruzipafna también puede scr secretada por los cpimastigoles.

Por otro lado, cn algunos carriles aparece una banda de mayor peso molecular que

probablemente sca producto de una reaccién inespecifica; este fendmceno es comiin que sc
presente al trabajar con anticucerpos policlonales.

IV.6. Elusié

de las pr del gel nativo

La protcasa dec 40 kDa presenté caracterfsticas similares a la cruzipafna asf que cra
necesario establecer si se trataba de la misma ecnzima, por lo que era convenicnte tratar dcv
purificar a la protcasa de 40 kDa.

Por otro lado, para clarificar la funcién de las protcasas halladas c¢n ¢l medio de cultivo
también era conveniente purificarlas y asf poder rcalizar estudios mas finos.

Se ulilizé la técnica de clusién de protefnas por difusién del gel de acrilamida para

purificar a las protcasas encontradas cn cl medio. En la figura 9 se obscrva una banda de
aproximadamecnte 60 kDa que probabl

sca la g de 60-70 kDa; sin embargo,

1anto csta protcfna como la de 40 kDa (que no sc logra ver cn ¢l gel) no tenfan actividad
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al correrlas en un gel de deteccion de proteasas por 1o que no s¢ pucde asegurar que se

trate de las mismas protefnas.
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Figura 8. Detecci6n de la cruzipafna en l medio de cultivo de varias cepas de 7. cruzi. 21 de proteina total de los medios de cultivo
de cepas de 7. cruzi fucron analizadas en SDS-PAGE y después transferidas a membranas de nitrocclulosa para incubarlas con
anticuerpos policlonales anti-cruzipafna. C: control negativo (suro preinmunc); 1: C4; 2: EA; 3: Zac; 4: CID; 5: Ninoa; 6: H1; 7: H3;
8: H5;9: HY: 10: H10; 11: HG; 12: 221; 13: Queréuaro; 14:Y.
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Figura 9. Proteasa de 60-70 kDa semipurificada por difusién del gel. Muestras de medio

de cultivo de eplmuugou:s de la cepa NlNOA fuecron por electrc is en gel

nativo. Sc cortaron varias das hori para d las en trozos muy

que se b. con Tris 200 mM pHS a 8°C duranle la noche. Sc colect6 el

b y se en SDS-PAGE. Las p se con azul de
Coomassie.
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V. DISCUSION

Las protcasas interviencn en varios procesos cclulares tales como: digestion, corte de
i6n de léculas biolGgic activas y participacién en los

péptidos sefial, for

entre otros. Su p ia en pract te todas las actividades

celulares les otorga el cardcter de indispensables para el desarrollo de los seres vivos.

Particularmente en ¢l pardsito 7. cruzi este tipo de cnzimas parccen ser de gran
importancia ya que sc cxpresan cn todos los estadfos de su ciclo de vida (Itow y Camargo,
1977; Gricg y Ashall, 1990; Bonaldo y col., 1991). No se¢ conoce con precision las -
funciones de las proteasas de 7. cruzi, pero algunas de ellas pueden intervenir en los

os de rmacién del pardsito (cambio de un cstadio a otro), contribuir en la

infeccion de células hospederas, o bien, participar en los procesos de degradacidn. de
nutrientes de tal mancra que la secrecién de proleasas al medio facilitarfa la ingestion de
las moléculas pepudicas (protefnas parcialmente degradadas o incluso aminodcidos
libres).

Dcbido a que aiin no sec puede precisar cudl o cudles son las funciones de las proteasas en
cada estadio de 7. cruzi ¢s nccesario realizar més cstudios que ayuden a establecer cudl es

la importancia de cste tipo de enzimas cn este pardsito.

Como se aprccia en la figura 3 se detecté actividad protcolftica en los medios de cultivo
en donde crecfan los epimastigotes sin importar de qué cepa se tralasc. Sin embargo, hay
variacion cn la cantidad de actividad proteolftica detectada; la difercncia es chorme entre
1a actividad observada de la proteasa de 40 kDa cn la cepa NINOA, con las actividades

detectadas en las cepas EA, ZAC, CID, HI y SILVIO; aunque cxiste la posibilidad dc que

parte dc la actividad protcolftica se¢ haya perdido durante ¢l pro i > de los

de cultivo y quec cicrta cantidad dc las cnzimas sccrctadas sc hayan inactivado o
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desnaturalizado, exisie la posibilidad que tales diferencias en la actividad proteolftica sea

el reflcjo de la heterogeneidad que existe entre 1as cepas de 7. cruzi y que, por lo anto, la

ion de prc sca un proceso quec varfe enue las cepas, ya sca que haya

ias en cl ismo de i6n, en la ion o is de las i o

que sc trate de isoformas de esta enzima. Lima y colaboradores reportan cn 1994 la

existencia de isoformas géni de la cruzi en el

de T. cruzi; asf que las
diferencias observadas con la protcasa de 40 kDa podrfa estar reflcjando un fenémeno
similar.

Por otro lado, la aparici6én dec la enzima de 40 kDa en todas las cepas analizadas parece

indicar que su funcién cs esencial para el desarrollo del pardsito; ademas, estas prc

forman parte dc toda una baterfa de protefnas que son liberadas al medio (Figura 4) en

Py

muy p quc sélo son d das con la i de tincién con plata
(comparar la tincién con azul de Coomassic con 1a tincién con plata). Aunque cs probable
que paric de las bandas dctectadas con esta técnica scan producto de degradacién de
proiefnas y que no formen parte dc un procecso secretorio, también cs posible que la

mayor parte de las bandas si sean producto de la i6n dc los epi igotes ya que

los experi se tuvo el cuidado de no maltratar dcmasiado o lisar a los
pardsitos (sc trabaié con una viabilidad mayor al 90 %).
Existen algunos reportes sobre 1a secrecion de protefnas en 7. cruzi que han destacado 1a
importancia inmunogénica dc este fen6meno (Affranchino y col., 1989; Davis y Kuhn,
1990; Goncalves y col., 1991). Recieniemente se reporté la secreciéon de una protcasa de,
cistefna de 55/60 kDa por tripomastigotes (Yokoyama-Yasunaka y col., 1994) pero adan

no sc establece cual podrfa ser su funcién; se desconoce si csta cnzima sea la misma a la

ada cn cl p trabajo. Estas evidencias indican que la secrecién no e¢s un

proceso raro en 7. cruzi y que probablemente en ¢l futuro aparczcan mds reportes sobre la

ion dc prc su funcién c importancia biolégica o médica de esle proceso
celular.
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Es intercsante sefialar que la protcasa de 60-70 kDa sélo aparcci6 ¢n 1a cecpa NINOA y 1a
proteasa de 40 kDa se presenté en todas las cepas. Asf que cra muy importante establecer

si tal actividad cra algdn derivado de la proteasa de 40 kDa (producto de degradacién o
por diferencias en la cantidad de glicosilacién).

La protcasa dec 40 kDa cs afectada por E64, TLCK y L.

PP

peptina y ién es

por O-Fi li que afecta a metaloproteasas, 1a inhibicién por los agentes

qufmicos scfialados indica que se trata de una protcasa de cistefna (Figura S y Tabla I1);
ademds, la actividad de esta i es

lada por la cistefna (Figura 6); as{ que puede
afirmarse que esta cnzima es una protcasa dc cistefna y que posiblemente la O-

Fenantrolina ¢sté afectando a la enzima de manera inespectfica; Coombs reporté que una

proteasa de cistefna de Leisk i ién era afi d

por O-Fenantrolina (1982).

El andlisis de 1a protcasa de 60-70 kDa no fue tan claro ya que como s¢ obscrva en la
Tabla IIT la actividad fue afectada por O-Fenantrolina, EDTA y TLCK principalmente.
Sin embargo, decbido a que es afectada por 2 inhibidores quc actdan sobre
metaloprotecasas y que su actividad no es estimulada por cistefna (Figura 6) cs muy
probable que csta protcasa de 60-70 kDa sca una mctaloprotcasa o al menos sc¢ trata de
una cnzima distinta a la protecasa de 40 kDa y, por lo tanto, no es un derivado de csta
enzima.

La secrecion de la prowcasa de 60-70 kDa sélo por los cpimastigotes de la cepa NINOA
nuecvamente pucdc cstar reflejando la heterogeneidad que existe entre las cepas y que ha
sido abordada en varios trabajos demostrando diferencias biolégicas entre cllas (Giovanni
de Simone y col., 1987 Lopez, 1994; Goénzalez y col., 1995); asimismo, ya sc han
reportado  diferencias cn fa expresién de metaloprotcasas obscrvdndose una gran
variabilidad cntrc las cecpas y estadfos del pardsito (Lowndes y col., 1996). Asf quc csta
proteasa sccretada exclusivamente por los epimastigotes de la cecpa NINOA puede no ser
escencial para el desarrollo del pardsito y que probablecmente intervenga de mancra auxiliar

en los procesos de crecimicnto o mctaciclogénesis; otra alternativa serfa que 1a funcién



principal de csta enzima sea a nivel intracelular y que su sccrecién forme parte de un

> bélico dario.

Las protcasas secretadas por la cepa NINOA parccen responder de mancra distinta al
efecto del pH. Como se observa en la figura 7 1a proteasa de 40 kDa es mds activa a

valores de pH dcidos (pH4) mientras que a pH totalmente alcalino (pH11) se inactiva;

ibl esta i sea de origen lisosomal, y su funcién digestiva se facilite al ser

da; sin bargo, esta expli i tiene que scr explorada y se requiere un estudio

mds exhaustivo dec esta proteasa. La proteasa de 60-70 kDa parcce ser activa sin gran
diferencia bajo los valores de pH utilizados: 4, 8 y 11, ya que se observan diferencias
mfnimas en su actividad. Por sus caracterfsticas observadas al analizar su actividad a
diferentes valores de pH y por su peso molecular esta proteasa parcce ser la misma a la

reportada por Gricg y Ashall (1990). Sin embargo, la proteasa encontrada en el presente

bajo es bién af da por TLCK a diferencia de la enzima reportada anteriormente.

Cabec mencionar que en cl presente trabajo el inhibidor TLCK se utilizé en una
concentracién 10 veces mayor a la usada por Gricg y Ashall 1o que podrfa explicar csta

discrepancia en ambos trabajos.

De do a las caracterfsti analizadas cn este trabajo parcce scr que la proteasa de 40

kDa hallada en ¢l medio de cultivo de epimastigotes es la cruzipafna: mismo patrén de

hibicién Iftica (a i6n de O-Fenantrolina), mismo pH 6ptimo de actividad y

peso molecular similar. Sin embargo, 1a cruzi ha ap ido en varios trabajos con

diferente peso molecular; situacién que sc explica por la diferente glicosilacién de 1a

cnzima y por las cc iones experi lcs en que se le mancja (Martfnez y Cazzulo,
1992). Por otro lado, Aslund y colaboradores (1991) presentaron cvidencia de que cl
dominio C-terminal de la cruzipafna pucde ser removido por la misma cnzima y que la

ia dc tal dominio no afecta su actividad o su plegamicnto (Eakin y cols.. 1992) 1o

quc explicarfa la aparicion de la banda de —25 kDa cn la figura 5 como resultado de tal
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degradacién en el caso de que se trate de 1a misma cnzima. La banda de 25 kDa pudicse
d di debido a que sélo aparecié una vez y no sc

ser, no ob una
analizé con mayor profundidad este hallazgo.

era io inv la posibilidad de que la cruzipafna y la

Con estos
proteasa hallada cn cste trabajo scan la misma. Anticuerpos policlonales anticruzipafna
reconocen una protefna de 40 kDa que aparece en todas las mucstras de medio de
cultivo de difercntes cepas de epimastigotes (Figura 8). Por lo tanto, se puede asegurar

bién cs da al medio; asf que, esta enzima o alguna muy

que Ja cruzig
semejante a clla debe desempefiar alguna funcién a nivel extracelular; es muy probable

que Ja proteasa cncontrada en este trabajo sea la cruzipafna, pero se requicre analizar a la
proteasa de 40 kDa en condiciones de pureza.

Bonaldo y colaboradores (1991) proponen que la cruzipafna es regulada durante el
desarrollo del pardsito ya que aparece en todos los estadios de 7. cruzi pero en distintas
cantidades. Asf que pucdc sugerirse que esta enzima desempefia un papel fundamental
para cl pardsito. Se han realizado estudios qQue indican que la cruzipafna parcce cstar
involucrada cn la nutricién del pardsito o en la invasién de células hospederas (Souto-
Padrén y cols., 1990). Sin embargo, la sccrecién de csta cnzima por los cpimastligotes
crea nuevas expectativas sobre su funcién ya que al parccer ¢s activa en todos los

ra Bonaldo y cols. en su trabajo, y por consiguicnie es activa cn

dios, como lo ¢
bi muy di (dentro de la célula y extracelularmente) por lo que la funcién o
funciones de la cruzipafna estin aun por establecerse.
Aunque al tratar de purificar prc del sobr d. se obtuvo una protefna de 60 kDa

(Figura 9) extrafda por difusién del gel de acrilamida, no sc¢ puede ascgurar que sca la
misma a la hallada en ¢l medio de cultivo de los epimastigotes debido a que se perdfa su
actividad durantec el proceso de purificacién. Sc cligié esta técnica para purificar a la

protcasa porguc sc crefa que era una de las mds inofensivas para la enzima; asf quc es
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io izar las ici opui para la puri i6én o 1 otra

técnica que logre mejores resultados.

Para i con una izacién m4s fina de las proteasas es necesario purificarlas.
Adgmls. para realizar estudios mas exhaustivos con estas enzimas y establecer su funcién
y la importancia de su secrecién, es prioritario purificarlas y hacer andlisis encaminados
en la bidsqueda del probable papel que desempefian en la interaccion con las células del
insecto.
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vI. CONCLUSIONES

Las bteni en este trabajo son las sig .

- Las difc ccpas lizadas de epi igotes de 7ryp cruzi secreian proteasas al

medio de cultivo.

- Las proteasas encontradas son dos di que per a distintas familias de
de ci La pr de 60-70 kDa muy

proteasas. La protcasa de 40 kDa es una pr
probablemente sea una metaloproteasa.

- La proteasa de 40 kDa es activada por cistefna y ¢s mds activa a pH 4cido (pH4).

- La proteasa de 40 kDa presenta caracterfsticas semejantes a las de la cruzipafna.

- La proteasa de 60-70 kﬁa no es activada por cistefna (resultado esperado ya que se trata de una
metaloproteasa). Esta enzima es activa a pH 4cido o bdsico sin difcrencias significalivas en sus

niveles de actividad.

- La proteasa de 60-70 kDa apar
Una protefna que es reconocida por anticuerpos anticruzipafna es sccrctada por los

da por la cepa NINOA.

s6loes

cpimastigotes de todas las cepas analizadas.




VIL. PERSPECTIVAS

Debido a la cnorme importancia de las proteasas para el desarrollo de un organismo era
de esperarsc que este tipo de enzimas aparezca en todas las cepas de una especic

Sin £0, COmMO ocurre en varios organismos, también existe la

heterogencidad dentro de las especies; al parecer este es el caso de la cepa NINOA que de
acuerdo a la estrategia utilizada es la Gnica que secreta la proteasa de 60-70 kDa. Debido

a esta peculiaridad esta enzima adquierc especial i demds, el hecho de que su
pacidad 1 no sca aft da por el pH pl inter respecto a su funcién
'y su lacién que muy prc yud. a un poco mds la biologfa del

parisito. Aunque no sec conoce alguna diferencia biolégica entre la cepa NINOA y cl resto

de las cepas de 7. cruzi, es evid qQue la p ia de la protcasa de 60-70 kDa debe
conferirle algdn beneficio que el resto de las cepas no lo requieren. Asf que, se puede
cultivar a la ccpa NINOA impidiendo la actividad dc esta enzima ya sea con el uso de

inhibidores qufmicos especfficos o con anticuerpos dirigidos contra esta protefna y

observar el efecto de esta estratcgia en el imi > © iclc is de los
epimastigotes; ademds, se puede observar el efecto de la presencia de csta proicasa en
otras cepas que no la secreten.

La funcioén o funcioncs dec la‘cr

ip adn no p precisarse pero sc podria plantcar
una cstrategia que ayude a establecer cudl es ¢l papel que desempefia ¢sta enzima en cada
estadio. Por ecjemplo, sc puede interrumpir el gen de la cruzipafna y observar que efecto
tiene la auscncia de csta proteasa en cada ctapa del ciclo de vida del parasito. Adcmds, se
pueden hacer cstudios sobre la sobreexpresion de esta enzima ya sca con la protefna
nommal o con mutantcs dc.la misma. Se podrfan observar efectos muy intcresantes: el

retardamicnto o la aceleracién del proceso de transformacién de un estadio a otro o bicn,

que al pardsito lec resulte imposible transformarse; i6n en la r fad i iva
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[( O mayor p

d); mayor plibilidad al si i del hospedero,

etc. Los ltados de tales

ayudarfan cn la bisqueda de mecanismos de control

de la enfermedad de Chagas.
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GEL PARA SDS-PAGE

Reactivo
Acrilamida/ Bis

Tris pH 8.8

Agua desionizada
Persulfalo de amonio
TEMED

Reactivo
Acrilamida/Bis

Tris pH 6.8

Agua desionizada
Persulfato de amonio

TEMED

APENDICE 1

GEL SEPARADOR

% respecto al volumen total
25
41.5
0.3
0.7

GEL CONCENTRADOR

% respecto al volumen total
12.7
25.2
61.5
0.5
0.1

Solucién "Stock" de acrilamida: Acrilamida 30%/ B1S 0.8%

Las as de prc

se con un volumen determinado de amortiguador de

muestras de Lacmmli de manera que queden en proporcion 1:1; después se ponen en bafio
marfa (100°C) duranic 5 min. '

Amortiguador de electroforesis: 0.125 M de Tris base, 0.96 M de Glicina, 0.0175 M de

SDS.

a7



APENDICE I

TINCION DE PLATAT

Reactivo * Tiempo (min)
1Fijador 1 30
2)Fijador 2 15
3)Fijador 2 15
4)Oxidante S
S5)Agua desionizada 5
6)Agua desionizada 5
7)Agua desionizada s
8)Reactivo de plata 20
9)Agua desionizada 1
10)Revelador 0.5
11)Revelador 5
12)Revelador 3
13)Stop (4cido acético) s

Oxidante 10% v/v
Reactivo de Plata 10% v/v
Revelador 3.2% p/v
Acido acético 5% v/v

* sélo para geles de 0.5-1.0 mm de grosor
+ técnica y reactivos de Bio-Rad
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%, fl‘;
APENDICE Il ‘7
%4‘33«
GEL PARA MEDIR ACTIVIDAD DE PROTEASAS fz "'-
GEL SEPARADOR
Rcactivo % respecto al volumen total
Acrilamida/Bis 36.5
Tris pH 8.8 25
PBS 1
Gelatina 10
Agua desionizada 27
Persulfato de amonio 0.2
TEMED 0.1
GEL CONCENTRADOR
Reactivo % respecto al volumen total
Acrilamida/Bis 12.7
Tris pH 6.8 25.2
Agua desionizada 61.5
Persulfato de amonio . 0.5
TEMED 0.1

Solucién "Stock” de acrilamida: Acrilamida 30%/ Bis 0.8%

La gelatina s¢ a al 1% cal do la sc

PBS 1X: 0.34g de NaH PO, 1.1g de Na;:HPO,, 9g de NaCl cn lide agua desionizada
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