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RESUMEN 

Las proteasas son enzimas que catalizan el rompimiento de enlaces pcptldicos y 

desempel\an un papel imponante en el metabolismo de las proteínas. Además. la 

actividad de estas enzimas es necesaria para el proceso patogénico desarrollado por los 

parásitos ya sea para evadir al sistema inmune o para contribuir en la pcncuación de 

células hospederas o en la reproducción de los parásitos. Se han realizado trabajos sobre 

protcasas en Trypanosonza cruzi pero aán no se conoce con precisión la función de estas 

enzimas en este parásito. En el presente trabajo se rcpona la secreción in vitro de dos 

proteasas por epimastigotcs de T. cruzi. Se uabajó con 13 cepas mexicanas provenientes 

de diferentes panes de la República Mexicana y 3 cepas sudamericanas; todas secretaban 

una proteasa de 40 kDa y la cepa NINOA del estado de Oaxaca secretaba. además. una 

proteasa de 60-70 kDa. Este hallazgo indica la heterogeneidad biológica que existe entre 

las cepas de T. cruzi. La actividad de la protcasa de 40 kDa es afectada por TLCK. E64. 

Leupeplina y 0-Fcnantrolina; además es activada por cistcfna por lo que se le considera 

una protcasa de cistcfna. Su actividad es más alta a pH 4 y es nula a pH 11. La actividad 

de la protcasa de 60-70 kDa es afectada por 0-Fenantrolina. EDTA y TLCK; no es 

activada por cistefna por lo que es probable que sea una mctaloprotcasa. Esta enzima es 

activa a pH alcido o básico sin diferencias significativas en sus niveles de actividad. Las 

caracterfsUcas de la protcasa de 40 le.Da son similares a la cruzipafna y anticuerpos 

policlonalcs dirigidos contra la cruzipaína reconocen una proteína de 40 kOa que es 

secretada por los cpimastigotcs. Sin embargo. aún no se puede afirmar que se trate de la 

misma enzima. Al intentar purificar la proteasa de 60-70 kDa se obtuvo por elusión de 

geles de poliacrilamida una proteína de 60 kDa pero sin actividad protcolftica. 



LINTRODUCCION 

1.1. Generlllklades y epldemlolocfa 

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

Chagas ha causado muchos problemas en Sudamérica -incluso se han rcponado casos en 

el Caribe y en el sur de Jos E.U.A. además de México. La OMS scftala que hay cerca de 

20 millones de personas infectadas y están expuestas unos 90 millones en toda América 

Latina (OPS. 1990). 

El ambiente ideal para que el parásito protozoario hcmoflagelado Trypanosoma cruzi. 

causante de la tripanosomiasis. se establezca y en consecuencia se extienda la infección es 

el siguiente: casas de adobe con techo de palma. chiqueros. gallineros. paredes hechas de 

palos. personas. cerdos. gallinas y perros conviviendo estrechamente; escasez de agua. 

hábitos de limpieza casi inexistentes y ... la ignorancia. 

A pesar de que este es un ambiente muy común en M~xico no se han .-eponado muchos 

casos de Ja Enfermedad de Chagas en el país desde que Mazzolli en 1940 .--eponó los 

prime.--os casos de este padecimiento. Hasta 1995 se han reportado afrededor de 300 casos 

humanos de infección por T. cruz.i siendo Oaxaca y Jalisco los estados con mayor m1mero 

de casos de infección reportados. Además. de 1961 a 1995. sólo se registraron 116 casos 

humanos de la enfermedad de Chagas diagnosticados etiológicamente o por el estudio de 

biopsias. La miocarditis es la patologfa. causada po.-- este parásito. que se presenta con 

mayor frecuencia en Oaxaca. Jalisco y Guerrero. Sin embargo. se han encontrado índices 

muy elevados de serología positiva lo que podrfa indicar la transmisión activa de la 

tripanosomiasis en los estados mencionados anteriormente además de Qucrétaro y Puebla 

(S:lnchcz. 1996). 
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En Mt::!.xico se han realizado varios trabajos sobre la virulencia de las cepas mexicanas de 

T. cruz.i (Tay y cols .• 1973; Lópcz. 1994). los rcscrvorios del parásito (Aguirrc-Pequefto. 

1947; Vclasco-Castrejón y cols .• 1970; Tay y cols .• 1979) e incluso la distribución 

geográfica de los vectores mexicanos (Mazzotti. 1936; Mazzoui. 1937; Mazzotti. 1962; 

Tay y Biagi. 1984). Sin embargo. a6n no se conoce realmente la magnitud del problema; 

no se ha podido responder cuántos enfermos hay. cuántos infectados y cuántas personas 

están potencialmente en peligro de infectarse en todo el país. Aunque se han realizado 

varios trabajos epidemiológicos (Goldsmith y cols., 1978; Goldsmith y cols .• 1983; 

Goldsmith y cols.. 1985: Velasco-Castrejón y Ouzmán-Bracho, 1986) aún hacen falta más 

que consideren gran pane del territorio nacional. 

1.1.1. Palolo¡:fa de la enrerrnedad de Chagas 

La Enfennedad de Chagas frecuentemente es letal debido a que causa graves problemas 

cardíacos y transtornos en colon y esófago que ocasionan una pobre calidad de vida en 

aquéllos que la padecen. Se consideran 3 fases en el desarrollo de la enfermedad: fase 

aguda. fase indeterminada y fase crónica. La fase aguda, que es la fase inicial de la 

infección. se caractcri7..a por alta parasitemia sanguínea e inflamación en el sitio de 

entra.da del parásito (chagoma); algunas veces se presenta fiebre y vómito; después de 1 o· 

2 meses baja la parasitcmia por la respuesta inmune y los pacientes ingresan en la fase 

indetenninada que se caracteriza por ser casi asinlOmática (se puede presentar 

inflamación o leve fibrosis cardíaca); la duración de esla fase es indeterminada. puede ser 

un perlado de maduración de los síntomas caracler(sticos de la fase crónica. como 

resultado de una probable respuesta autoinmunc. En la fase crónica se afecta el corazón y 

el tracto digestivo por la destrucción de los nervios circundantes a estos órganos y por la 

invasión parasítica de las células del músculo cardíaco y de otros músculos; estas 

anomalías provocan la muerte en el 60-70% d~ pacientes con la enfcnncdad de Chagas 

(Taklc y Snary, 1993). 
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1 .. 1 .. 2. Vectores de Trypa11osoma cruzl 

T. cruzi es transmitido por insectos hematófagos de la familia Reduviidac principalmente 

de los géneros Triatoma y Rhodnius. Trlatoma barberi es señalado como el vector 

principal de la enfermedad en México; Salazar y cols.. 1988. Sin embargo. se calcula que 

existen más de 32 especies de vectores (Vclasco-Castrejón, 1992). 

1.2. Blolocfa de T. Cnld 

T. cruz.i pasa por 3 estadios pricipalcs durante su ciclo de vida: epimastigote. 

tripomastigote y amastigote. 

Epimastigotes. Tienen el cinetoplasto en posición anterior al núcleo, son fusifonnes y 

miden de 20 a 40µm de longitud. Se locali7.a11 en el intestino medio de rcdávidos en 

donde se n~ultiplican y se mantienen ahf durante toda la vida del insecto; es decir. que el 

insecto es potencialmente capaz de transmitir la infección durante sus etapas larvaria y 

adulta. 

Tripomastigotcs. Tienen et cinetoplasto en la parte posterior en relación al m1cleo y 

miden aproximadamente 20µm de longitud y 2µm de amplitud. Cuando están presentes 

en hospederos mamffcros se les localiza intracelulannente en tejidos y cxtracclularmcnte 

en el torTCnte sanguíneo y cuando están en las chinches hociconas. como popularmente se 

les conoce a estos rcdO.vidos. se encuentran cxtracelulares en el intestino posterior. 

Amastigotcs. Son redondeados y poseen un flagelo cono; se multiplican por fisión binaria 

dentro de las células hospederas del mamifero (Percira9 1990). 

1.2. t. Ciclo bio16clco de T. cruzt 

El ciclo inicia cuando un insecto infectado con T.cruz.i pica a un hospedero mamffcro; 

cuando el insecto se está alimentando los tripomastigotcs pueden salir de la chinche en las 

heces u orina y pueden ingresar al nuevo hospedero a través de escoriaciones en la piel o 
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panes mucosas. Existe entonces la posibilidad para el parásito de infectar c~lulas 

circundantes a través de varios mecanismos. como por ejemplo los siguientes: interacción 

de una glicoprotefna de 85 kOa de T. cruzi con la fibroncctina de la c~lula (Pcreira. 

1990); o a través de una glicoproteína de 60 kDa que une heparina -promoviendo la 

adhesión y penetración de tripomastigotes. (Onega-Barria y Pereira. 1991 ); intervención 

del componente C lq del complemento. que al adherirse al tripomastigote le ayuda a 

invadir células con receptores para C lq (Rimoldi y cols.. 1989); o de las integrinas P 1. un 

tipo especial de glicoprotefnas membranales de la célula hospedera (Femández y cols .• 

1993). Además los tripomastigotes pueden evadir al sistema inmune del hospedero: los 

tripomastigotcs expresan una proteína con función similar al DAF (Factor de aceleración 

del decaimiento) que limita la activación de la vfa alterna del complemento acelerando el 

decaimiento de las convcnasas C3 y CS en Ja superficie del parásito (Joiner y cols .• 1986; 

Rimoldi y cols.. 1988; Hall y Joincr. 1993). Por otro lado. T.cruzi cuenta con un complejo 

proteínico con función de Transialidasa y Neuraminidasa que ha sido propuesto para 

promover de una manera compleja la unión de Jos parásitos a Ja célula hospedera y la 

evasión del ataque de enzimas lisosomales del hospedero en acción conjunta con una 

en7...ima del parásito con función similar al elemento C9 del complemento (Andrcws y 

cols .• 1990; Hall y Joiner 1993; Vennelho y Mcirelles. 1994). 

Dentro de la célula los tripomastigotcs se dif'crencian en amastigotes algunos de los 

cuales son capaces de multiplicarse por fisión binaria y de rcdifcrcnciarse en 

tripomastigotes que ahora pueden dejar la célula infectada para iniciar un nuevo ciclo en 

las células vecinas o pueden ingresar al torrente sanguíneo con la posiblidad de propagar 

la infección a diferentes panes del cuerpo. Los lripomastigotes pueden ser ingeridos por 

las chinches cuando éstas se aJimen"?n de la sangre del hospedero; dentro del insecto los 

lripomastigolCS se transfonnan en epimastigotcs pocas horas después de Ja ingestión 

(García y Azambuja. 1991). Los epimastigotes migran al intestino medio donde se 

multiplican para despu6s trasladarse al intestino posterior en donde se adhieren a las 
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glándulas rectales; los cpimastigotcs adheridos se diferencian en lripomasligo1cs mediante 

un proceso conocido como metaciclogéncsis en el que al parecer intervienen factores 

como: una glicoprotcína de 72 kDa. que está altamente glicosilada. inleractáa con la 

lcclina del intestino del insecto (Pereira, 1990); un péptido derivado de hemoglobina 

indirectamente activa la diferenciación (Fraidenraich y cols.. 1993) y probablemente 

intervengan protcasas. Los tripomastigotes metac(clicos pueden ser excretados en las 

heces durante una nueva ingesta de sangre. 

1.3. Mecanis,_ de transmisión 

La vfa principal de transmisión de la enfenncdad es a través de tas cxcrctaS de los 

vectores. que contaminan la piel y sus pan.es mucosas. cuando éstos se están alimentando. 

Existen otros mecanismos de imponancia: vfa transplaccntaria. transplante de órganos y 

tejidos. leche materna, accidentes de laboratorio. dcsollamiento de animales silvestres. 

ingesta de ..:ame parasitada no muy bien cocida o de bebidas contaminadas con materia 

fecal de triatomas (Velasco-Casucjón y cols., 1992). La donación de sangre de personas 

infectadas con T.cruzi está adquiriendo notable imponancia ya que constituye el segundo 

mecanismo de transmisión y es la causa de aproximadamente el 20% de los casos de 

personas infectadas con el parásito (Velasco-Castrcjón y cols .• 1991). 

1.4. Heterosenetdad en T. cru:r.i 

El estudio y control de la Enfcnncdad de Chagas se ha complicado por la diversidad en 

las características biológicas que presentan las diferentes cepas y aislados de T. cruzi que 

se ven reflejadas en el tropismo celular. infcctividad, patogenicidad (Giovanni de Simone 

y cols.. 1987). capacidad de transfonnación de epimastigotc.s a tripomastigotcs 

(metaciclogéncsis). crecimiento. virulencia e infección in \litro (Lópcz.. 1994) e in vi"o 
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(Gonzálcz y cols., 1995). Además se han observado diferencias en otras características: 

polimorfismo en la expresión de una proteína de 72 kDa que está presente . tanto en 

tripomasligotcs como en epimasligotes (Pcreira. 1990); algunas diferencias en la 

inteñerencia sobre el metabolismo celular de mioblastos in vitro también están 

relacionadas con las cepas de T.cruzi (citado en Morris y cols., 1991 ). 

Por otro lado se han encontrado patrones isocnzimáticos (zimodcmos) al analizar cepas 

provenientes de varios países que demuestran una notable variabilidad genética entre ellas 

(Tibayrec y Ayala, 1988). Al analizar aislados de T.cruzi de distintas pactes de México y 

Sudamérica se demostró la heterogeneidad existente a nivel genético al analizar DNA 

total, encontrando grupos muy bien delimitados de aislados del parásito que corTelacionan 

con el origen geográfico de tales aislados (Zavala-Castro y cols., 1992). 

Otras diferencias entre las cepas de T. cruzi se han encontrado en ta expresión de 

proteasas. Se ha observado que la expresión de algunas mctaloprotcasas varía entre las 

cepas y estadías del parásito (Lowndes y cols.. 1996). Además. se han encontrado 

isofonnas génicas de la cruzipaína que es la proteasa principal de cisteína de T. cr'-4zi. que 

podóa indicar que cada isofonna interviene en etapas distintas durante el desarrollo del 

parásito (Lima y cols .• 1994). 

1.5. Enzl- proteoliticas 

Tradicionalmente las enzimas proteolfticas han sido vistas como enzimas .. destrUctivas" 

capaces de sólo dividir proteínas en péptidos pcquenos y aminoácidos y cuyo papel es 

digerir proteínas nutritivas o participar en el recambio de las proteínas celulares. Esto es 

cieno en las proteasas mejor caracterizadas. tales como las enzimas digestivas tripsina. 

quimiotripsina y pepsina y las enzimas lisosomalcs Catcpsina B y D. Sin embargo. 

recientemente se han reunido evidencias que demuestran que la protcólisis tiene un papel 

clave en diversos procesos celulares. La habilidad de las enzimas protcoUticas para 
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modificar selectivamente a las proteínas por rompimiento de enlaces específicos. como 

por ejemplo. en la activación de hormonas. les confiere una función regulatoria. Como 

resultado del descubrimiento de más procesos proteoUticos específicos y el uso de 

substratos más selectivos. cada vez más proteasas están siendo detectadas en todos los 

tipos de organismos (North. 1982). 

La protcólisis puede intervenir en varias etapas durante la moñogénesis y diferenciación 

en los organismos. Puesto que el cambio de estadio frecuentemente ocurre como 

resultado de la inanición, la degradación de proteínas no esenciales es fundamental en el 

abastecimiento de aminoácidos para la síntesis de proteínas de novo. La actividad de las 

protcasas también puede ser necesaria para la inactivación selectiva de proteínas 

específicas de una detenninada fase de crecimiento no requeridas durante la siguiente 

etapa del desarrollo y para la activación y modificación de otras que sf son requeridas. 

Otros procesos celulares en los cuales intervienen las protcasas son la reorganización del 

citoesqueleto. la síntesis de proteínas. cone de péptidos señal. control de la presión 

sanguínea. coagulación de la sangre. la defensa inmunológica. etc. (Branden y Tooze. 

1991). 

La degradación o procesamiento de proteínas también puede intervenir en diversas 

formas en la patogénesis provocada por los microoganismos. por ejemplo en la 

penetración del organismo hospedero. en el enfrentamiento con los mecanismos de 

defensa del hospedero y en la nutrición durante la infección. por lo tanto. el estudio de las 

enzimas proteolfticas puede ser invaluable para el entendimiento de la patog<!ncsis y 

puede abrir nuevas expectativas en la bósqueda de mecanismos de control de los 

patógenos (North. 1982). 

L5. l. Cl-lftcacl6n de lllS proteu11S 

Las protcasas que requieren la presencia de grupos amino o carboxilo tcnninales se les 

denomina exoprotcinasas. mientras que aquéllas que catali7.an el rompimiento de un 
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enlace pcptfdico no terminal son llamadas endopcptidasas o protcinasas. Sobre la base del 

mecanismo catalítico que está intrínsecamente relacionado con los grupos químicos 

importantes en su sitio acUvo Hanley en 1960 separó a las protcasas en cuatro clases 

principales (citado en Barret.. 1986): proteasas de sertna. que presentan residuos de Ser e 

His en su sitio cataUtico. proteasas de cistefna. que presentan residuos de Cys e His. 

protcasas de ácido aspán.ico que usan en su proceso catalítico dos residuos ácidos y 

metaloproteasas que utilizan un ión metálico y un residuo de Glu en su mecanismo de 

acción (McKerrow, 1989, Pólgar. 1989). 

1.5.2. Las proteasas de serlna 

El grupo de las proteasas de serina muestra un pH óptimo de 7 .5 a 8. Está fonnado por 

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

leucocitos. enzimas de coagulación. la trombina y a las endopcplidasas A y B de 

Streptomyces griseus. entre otras) y la de la Subtilisina (algunos de sus miembros son: la 

cndopcptidasa K. la cndopcptidasa de Vibrio. la elastasa de Bacillus. la cucumisina. cte.); 

estas dos familias conservan la tríada catalítica compuesta por los residuos de Asp. His y 

Ser y por lo tanto su mecanismo de reacción es el mismo; sin embargo. la secuencia 

polipcptldica y los patrones de plegamiento son muy diferentes entre las dos familias. 

El mecanismo de reacción de las proteasas de serina se puede resumir en dos pasos: 

l) La formación del complejo enzima-sustrato cuando un carbono del sustrato forma un 

enlace covatentc con el grupo hidroxilo del residuo de Ser del sitio catalftico de la 

enzima. Se forma entonces un estado de transición intcnnedio donde los enlaces del 

carbono poseen una geometría tctrahédrica. Por medio de dicho estado de transición se 

fonna un intcnncdiario acilo. proceso conocido como acilación (Figura l ). En este paso 

se libera un producto pcptfdico. mientras que el resto del péptido se mantiene unido al 

intcnnediario acilo de la enzima. 
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Figura 2. Mecanismo de reacción de las proieasas de cisiefna. SH represenia el grupo tiol de la cisiefna; 111 represenia el grupo 
imidazol de la histidina. RCOX represenla al sustrato. 



2) El siguiente paso llamado desacilación consiste en que el intermediario acil~c-nzima es 

hidrolizado por una molécula de agua. de manera que se libera el segundo péptido con un 

extremo carboxilo y se regenera el grupo hidroxilo de la serina (Figura 1 ). El residuo His 

de la uiada cataUtica es capaz de aceptar un protón durante la formación del estado de 

transición tctrahédrico. El residuo Asp de la misma tríada permanece cargado 

negativamente y estabiliza a la His cargada positivamente durante el estado de transición 

(Kraut. 1988; Branden y Toozc, 1991). 

1.5.3. Las protemas de cisteina 

Las proteasas de cistcína son activas a pH' s ligeramente ácidos aunque algunas funcionan 

en pHºs definitivamente ácidos. Existen dos familias de protcasas de cistefna. una de ellas 

es la de la papaína (la papaína es extraída de Carica papaya. además esta familia incluye 

a las catcpsinas B. H. L y s. la ficina. la actinidina y varias proteasas de plantas y 

protozoarios) y la otra es la de las calpaínas o proteasas de cisterna dependientes de calcio 

(incluye a las endopcptidasas de cisteína de Streptococcus y la clostripaina); existen 

protcasas de cistefna provenientes de virus que no han sido clasificadas dentro de estas 

familias (Barret y Rawlings. 1991 ). 

Las proteasas de cistcfna han sido detectadas en la mayoría de los grupos de protozoarios 

parásitos. Las enzimas tienen alta actividad en al menos un estadía del ciclo de vida. 

frecuentemente en el estadía presente en el hospedero mamífero. Se conoce poco acerca 

de sus substratos blanco. así que las funciones específicas de esLaS enzimas sólo pueden 

ser deducidas tomando en cuenta factores tales como distribución subcelular. pH óptimo 

y aparición durante la diferenciación celular; la especificidad de las protcasas es 

determinada en parte por la secuencia aminoactdica de los substratos sint6ticos. 

El sitio activo de las protcasas de cistcína está formado por un grupo cistcin-sullñidril 

ca1alf1icamcn1e activo en la Cys 25 (seg1ln numeración de la papaína) y un grupo histidin

imidazol en ta His 159. La catálisis procede a trav6s de ta fonnación temporal de un 
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grupo liol ~ter entre el subsuato y una cistcína de la enzima (intermediario tetrahédrico}; 

el oxígeno del tiolato de la cisteCna ataca nucleofOicamente al átomo de carbono del 

grupo carbonilo del sustrato; el residuo de His acu1a como base fonnando un puente con 

el protón del grupo tiolato que está libre; postcrionnente el tiol6stcr temporal se rompe 

por la transferencia del protón (capturado por el imidazol}. al grupo amino del sustrato 

que al protonarse se convierte en grupo saliente y la cistefna se acila; el último paso es la 

desacilación que utiliza moléculas de agua para aumentar la nucleofilicidad con la ayuda 

del grupo imidazol (Figura 2; Brocldchurst, 1987). Para alcanzar la actividad máxima las 

proteasas de cistcína requieren un agente como el ditiotreitol (D"IT) para mantener la 

cistcfna del sitio activo en su fonna reducida; este tipo de protcinasas tienden a tener poca 

especificidad con respecto a las secuencias polipcptídicas. pero frecuentemente muestran 

preferencia por arginina en la posición Pl (North y cols .• 1990). 

1-5-4. Las proteasas de áddo aspártico 

Las protcasas de aspártico son más activas a pH ~s ácidos ya que su actividad catalítica 

depende de la existencia en la mol~cula de dos grupos carboxilo. Estos grupos son un par 

de residuos de ácido aspártico. Asp 32 y Asp 215 (scglin numeración de la pepsina) que 

se encuentran en dos segmentos potipcptídicos muy similares. Los dos grupos carboxilo 

están lo suficientemente cercanos el uno del otro como para compartir un puente de 

hidrógeno entre dos de sus oxígenos. Las protcasas de aspánico al igual que las 

metaloproteasas. no fonnan un intermediario covalente entre la enzima y el sustrato y 

acl\lan eficientemente en los enlaces pcptfdicos que se forman entre dos aminoácidos 

hidrofóbicos voluminosos como es el caso de Lcu-Tyr. Tyr-Lcu. Phe-Phc y Phe-Tyr 

(Barrct. 1986). 

Existe sólo una familia de estas protcasas que incluye a la pepsina, la gastricina, la rcnina. 

las catepsinas D y E y algunas proteasas de hongos. Además existen proteasas de 

aspártico provenientes de virus que no Ucncn familia definida (Barrct y Rawlings. 1991). 
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1.5.5. Lu me ... oprote-

Las metaloproteasas necesitan un metal para su mecanismo de acción; son enzimas 

hidrolfticas que al igual que las proteasas de aspártico no forman un intenncdiario 

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

algunos otros metales de transición pueden sustituirlo; muesuan una actividad máxima a 

pH 7. La metaloproteasa mejor caracteriuda es una termolisina de Bacillu.s 

lhermoproteolyticus; su sitio activo posee un átomo de zinc unido a dos cadenas laterales 

de His y una de Olu. Existe sólo una familia de estas protcasas que es la de la tennolisina 

que incluye. además. a la bacilotisina. la elastasa de Pseudomonas, la colagenasa 

intersticial. la colagenasa de neutrófilos y las gelatinasas A y B. entre ottas. Adcm4s. 

existen melaloprotcasas que no tienen familia definida como las colagenasas microbianas. 

las metalopcptidasas ~-líticas. la proteasa D de levadura y la mctalocndopepüdasa de 

membrana. entre otras (Barret y Rawlings. 1991). 

En el mecanismo de reacción de la tennolisina. el zinc actúa como un catalizador 

elcctroffiico para polarizar el grupo carbonilo del sustrato y estabilizar la carga negativa 

del oxígeno del mismo radical. El residuo de ácido glulámico en la posición 143 

promueve el ataque de una molécula de agua sobre el grupo carbonilo que ha sido 

polarizado por el ión de zinc; por otro lado. His 231 dona protones al grupo saliente 

(Fcrsht. 198S). 

1.5.6. Proae-- en T. cruzl 

La existencia de aminoácidos libres presentes en el protoplasma de T.cruzi tales como: 

prolina. glicina. ácido glútamico y L-alanina que pueden utilizarse para la síntesis de 

proteínas o pal'a la p.-oducción de encl'gía indica que ellos son pl'obablcmcnte resultado de 

la pl'Otcólisis de pl'oteínas cxógenas o endógenas o que podñan ser absorbidos 

direcuunentc del medio que los l'odca (Caz.zulo, 1992). La actividad protcoUtica es de 

suma importancia en el metabolismo de los epimastigotcs debido a que éstos cambian de 
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Fuente de energía durante su crecimiento: en Ja fase exponencial de su crecimiento 

degradan glucosa para obrener energía pero en la fase estacionaria utilizan 

preferentemente aminoácidos como recurso energético (CauuJo y coJs.. J 98S): 

igualmente Jos lripomastigotes meracfcJicos utilizan protefnas y aminoácidos para obrcner 

energfa (C&zzulo. 1992); los amastigotes utilizan prcferent.emenrc glucosa (EngcJ y cols .• 

1987). 

Han aparecido varios repones de actividad proteoJftica en Jos diferentes estadios de T. 

cruzi desde Jos trabajos de Jtow y Camargo ( 1977) y Avila y colaboradores ( 1979). ffasia 

el momento lrcs prorcinasas del grupo de las pro1einasas de cistcfna han sido estudiadas 

con mayor profundidad; una de cuas tiene un peso molecular de 200 k.Da e hidroliza in 

vitro benzoyl-arginina -p-nilroanilido (BAPA) a pH aJcalino (Dongenz y Hungercr. 

1978). es probable que esta enzima sea la misma que repond AshalJ en 1990; las otras 

dos tienen un peso molecular estimado de 60 k.Da (Rangel y coJs .• 1981; Bontempi y 

coJs.. 1984) y presentan diferencias en la especificidad de substrato y de inhibidorcs por 

Jo que se cree que se trata de dos enzimas diferentes. 

Una de las protcinasas de 60 kDa ha sido ampliamente estudiada. se trata de una 

glicoproteína con aira cantidad de carbohidratos JO% de manosas(Cazzulo y coJs .• 1989; 

Cazzulo y cols.. J990a) y tiene 3 sitios potenciales de N-glicosilación Jo que explica el 

porqud esta enzima que tiene un peso molecular de 36.3 kDa calculado a partir de su 

secuencia aminoacfdica. aparece en aJgunos repones con un peso molecular que va de 40 

a 60 k.Da (Martlnez y C:u.zulo. 1992): además. muestra alta homoJogla en su extremo N

rennina1 con Ja papafna y la carepsina L (CazzuJo y cols.. 1989; Eakin y coJs .• 1990). Esta 

enzjma. a Ja que se Je ha propuesto el nombre de cruzipafna o cruzafna (Cazzulo y coJs .• 

1990b). es Ja proleinasa principal de cisrclna de T. cruzi. además es el anllgcno principal 

presente en humanos inrcctados (Scharfstein y cols.. 1986; Muna y cols.. J 990). La 

cruzipafna se Jocafür.a principalmcnle en Jisosomas pero también se Je cncucn1r.1 en Ja 

superficie de cpimasligorcs. amasligolcs y bolsa flagelar de tripomastigotcs (Campc1cJJa y 
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cols.. 1990; Souto-Padrón y cols.. 1990). En epimastigotes los niveles detectados de 

actividad enzimática son más altos que en amastigotcs y lripomastigotes lo que sugiere 

que la expresión de la enzima es regulada durante el desarrollo del parásito (Campctclla y 

cols.. 1990). Por otro lado, la cruzipal'na es blanco de investigaciones encaminadas en la 

búsqueda de una droga cspecffica para T. cnu:i que sea inocua para el humano (Mckerrow 

y cols., 1995). 

Además de estas protcasas de cistcína, se reportó recientemente una proteasa de 55/60 

kDa que al parecer es secretada por tripomastigotes. pero aíin falta caracterizar a esta 

en7ima y establecer si se trata de una proteína distinta a las que ya están caracterizadas 

(Yokoyama-Yasunaka y cols., 1994). También, han surgido evidencias -por análisis de 

comparación de secuencias de DNA- de la presencia de una proteasa de serina (Sakanari 

y cots.. 1989) y de una mctaloprotcinasa que presenta semejanzas con una proteasa de 

Leishmania sp (Grieg y Ashall, 1990). 

Se h"an reportado varios trabajos donde las proteasas de T. cruzi juegan un papel 

importante en la biología del parásito: algunas inteivienen en la replicación de los 

amastigotes (Harlh y cols., 1993); existen evidencias que demuestran su influencia en el 

proceso de transformación de amastigotc a lripomastigotc (Harth y cols .. 1993; Meirelles 

y cols., 1992): se ha observado que durante la metaciclogénesis vaña la expresión de 

proteasas del parásito (Bonaldo y cols.. 1991 ); también se sugiere la participación de 

protcasas en la adhesión e infección a fibroblastos (Piras y cols.. 1985); asimismo. al 

inhibir tales proteasas con inhibidores químicos o tratarlas con anticuerpos monoclonales 

monoespec{ficos se encontró que disminuía significativamente la ingestión de parásitos 

por macrófagos y células musculares de corazón (Meirellcs y cols .. 1992: Souto-Padr6n y 

cols., 1990). Por otro lado los tripomastigotes pueden romper moléculas de lgG unidas a 

la membrana desprendiendo la parte Fe y quedándose sólo con la parte Fab. este proceso 

podría ayudarles a pasar inadvertidos al circulat por el organismo del hospedero (citado 

en Percira. 1990). 
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1.6. JusUftcaclón del proyecto 

Como ya se ha revisado las proteasas de T. cruz.i están involucradas en varios procesos 

metabólicos y. por lo tanto. parecen ser muy imponantc.s para el parásito; ya sea que 

intervengan en el desarrollo de los mecanismos patogénicos que desencadenan la 

enfermedad de Chagas en el hospedero mamífero o para establecerse en el intestino de los 

vectores. Asf que. su estudio es crucial para conocer más detalladamente la biología del 

parásito. 

Por otro lado. existe la posibilidad que algunas protcasas sean secretadas al medio para 

facilitar su labor en la nuUición del parásito o en los procesos de adhesión e invasión de 

células hospederas. Por ejemplo. la cruzipaína se localiza principalmente en lisosomas to 

que sugiere su función digestiva; sin embargo. también se le localiza en ta superficie de 

todos los estadios del parásito (Campctella y cols .• 1990; Souto-Padrón y cols .• 1990). así 

que. es probable que la cruzipafna sea liberada de la membrana celular para contribuir 

más eficientemente en la nutrición del parásito. 

La importancia de estudiar este tipo de enzimas en la rase de cpimastigotc en T. cruzi 

radica en la facilidad de su manejo y en la posibilidad de extrapolar estos análisis a la fase 

de tripomastigote para contribuir en la bllsqucda de mecanismos de control de la 

enfermedad de Chagas. 
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11. OB.JETIVOS 

D.l. ObjetlYoGeneral: 

Caracterizar bioquímicamente las proteasas secl'etadas por epimastigotes de diferentes 

cepas de Trypanosoma cruzi. 

U.2. ObjedY .. particulares: 

-Buscar proteasas liberadas al medio de cultiv_o por cpimastigotes de T. cruz.i. 

-Determinar a que familia protcolftica pertenecen dichas proteasas de acuerdo al tipo de 

inhibidores que las afectan. 

-Determinar algunas condiciones que favorezcan la actividad de estas proteasas (pH y 

presencia de agentes reductores). 

-Dctcnninar si existe la cruzipafna en los medios de cultivo de epimastigotes de T. cruzi. 
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111. MATERIAL Y METODOS 

UJ.I. Cep- udllud- de Trypanosoma cruz:J 

Se emplearon distintas cepas de T. cruzi provenientes de varios estados de la Repliblica 

Mexicana y de Brasil aisladas de vectores. reservorios y de humanos infectados (Tabla 1). 

TABLA l. Cepas de cpimastigotes de TrypanosomD cru.zi cultivados in vitro 

NOMBRE PROCEDENCIA ORIGEN 

C4 JALISCO Triatoma barberi (v) 

EA MORELOS humano 

ZACATECAS ZACATECAS humano 

CID OAXACA humano 

NINOA O AX A CA humano 

Hl YUCA TAN humano 

H3 YUCA TAN humano 

H5 YUCA TAN humano 

H9 YUCA TAN humano 

HIO YUCA TAN humano 

HG YUCA TAN humano 

Z21 YUCA TAN Didelphis '"arsupialis (r) 

QRO QUERETARO humano 

y BRASIL humano 

SILVIOXIO BRASIL humano 

CLI BRASIL humano 

v: vector r: reservona 
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DL2. Culdvo de eplmud&otes 

Epimastigotes de diferentes cepas de T. cruzi fueron cultivados en medio LIT (Livcr 

lnfusion Tryptose) con la siguiente composición por litro: 4g de NaCl. 0.4g de KCl. 8g 

de NaHPO• , 2g de glucosa, Sg de Triptosa (DIFCO) y Sg de Caldo de infusión de hfgado 

(DIFCO); ajustado a pH 7 .2 y complementado con 25 µg/ml de hemina (SIGMA) y 10% 

de suero fetal de bovino (SFB; GWCO) previamente inactivado a S6ºC durante 30 min. 

Cultivos de S mi de volumen inicial fueron incubados a 28ªC. Con el propósito de 

aumentar el volumen del cultivo. a los 7 días de iniciada la incubación (tiempo 

aproximado que comprende las dos etapas del crecimiento de epimastigotes: fase 

exponencial y fase estacionaria) se tomaron los S mi del cultivo. se mezclaron con 45 mi 

de medio LIT enriquecido con hemina y SFB y nuevamente se incubaron durante 7 días a 

28ºC. Finalmente se mezclaron estos 50 mi con 250 mi de medio LIT enriquecido y se 

incubó en las mismas condiciones para obtener al cabo de una semana. un cultivo total de 

300ml. 

01.3. Sepandón del ..-io de culdvo 

Los cultivos de 300 ml se centrifugaron a 654 g durante 10 min a 4°C desechando el 

sobrenadante; los botones de parásitos fueron lavados dos veces como sigue: se 

rcsuspcndieron con 200 ml de medio LIT más hemina sin suero y nuevamente se 

centrifugaron a 654 g durante 10 min a 4ºC y se retiraron los sobrcnadantcs. El 

procedimiento descrito se realizó para eliminar la presencia de proteínas del SFB en el 

medio de cultivo. Los botones obtenidos en el llltimo lavado se rcsuspcndieron en un 

volumen determinado de medio LIT más hemina de tal manera que los parásitos quedaron 

·en una concentración de l x 109 parásitos/mi. Después de realizado este ajuste los cultivos 

se incubaron durante 1 h a 4ºC. Para obtener las proteínas liberadas por los epimastigotcs 

al medio de cultivo. se centrifugaron los cultivos a 654 g durante 10 min. se tomaron los 
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sobrenadantcs y éstos fueron centrifugados a 14 243 g durante 30 min, se recuperaron los 

sobrcnadantes .-esultantes y se almacenaron a -20ºC. 

Antes de iniciar el proceso descrito y al ténnino del mismo, tos cultivos fueron revisados 

para asegurar que estuvieran libres de contaminación. Se contó el número de parásitos/mt 

para realizar el ajuste a lx.109 panlsitoslml y para asegurarse que los cpimastigotcs 

seguían vivos. 

DL4. Separación de prole- en geles de pollllCl'llamlda blll)o condlc:iones 

dbodantes (SDS-PAGE) 

En geles de poliacritamida al 10%, utilizando el sistema de amortiguadores discontinuos 

de Laemmli ( 1970) y la técnica y equipo de Bio-Rad (Apéndice 1), se analizaron muesuas 

del sobrcnadante producto de la incubación de tos cpimastigotes durante 1 h a 4ºC. 

Posteriormente se utilizó la técnica de tinción con plata de Bio-Rad (Apéndice ll) para 

detectar la pre.senda de proteínas del sobrenadantc en los geles. 

111.5. Detecclón de actividad proteoHtica en los sobrenadantes de varias cepas de T. 

cruzl 

En geles de poliacrilamida al l t % con 0.1 % de gelatina copolimcrizada utilizada como 

subsuato (Apéndice 01) se analizaron muestras de los sobrenadantes de varias cepas de T. 

cruzi para detectar la presencia de proteasas en un sistema de electroforesis (Heusscn y 

Dowdle, 1980). Las muestras se diluyeron en proporción l :2 con amortiguador para 

muestras de Laemmli: TRIS 0.125 M. SDS (dodeci1 sulfato de sodio) 0.07 M. 20% (v/v) 

de glicerol. 0.001 % (p/v) de Azul de bromofcnol, todo lo anterior disuelto en agua 

desionizada a pH 6.8 sin ~-mcrcaptoctanol (agente reductor); posteriormente. las 

muestras se incubaron 10 min. La elccuoforcsis se llevó a cabo a 130 V durante 4 h a 

4ºC. Después de la separación electroforélica los geles se trataron con Tritón X· too al 

2.5'*1 (v/v) durante 1 h a temperatura ambiente (el tritón se utilizó para eliminar el SOS 

21 



del gel) y se incubaron durante 2 h en un amoniguador de digestión de glicina 0.1 M. pH 

8.3 a 37ºC. Finalmente los geles fueron a.eftidos con una solución de Amido Black al 

0.1 CJL. metanol al 30% y 10% de ácido acético durante 1 h y desteftidos con una solución 

de metanol al 30% y ácido acético al lO'lb. 

UJ.6. Jnlllbkl6nde prole-

Para conocer el tipo de proteasas detectadas se utilizaron inhibidores catalíticos de 

proieasas (SIGMA): -•Una ((25, 3RJ-3-amino-2-hidroxi-4-fenilbutanoil-L-leucina) 

que afecta peptidasas de serina; E64 (trans-Epoxysuccinil-L-Leucilamido-[4-guanidino]

Butano) que acttla sobre proteasas de cistefna; EDTA (ácido ctilendiaminotetraacético) 

para metaloproteasas; Leupeptlna afecta proteasas de serina y de cistefna; Pepm .. tlna A 

(A<: ido lsovaleril-Val-Val-Sta-Ala-Sta-4-amino-3-hidroxi-6-metilheplalloico) para 

protcasas con ácido aspártico; 0-Fenantrollna para metaloproteasas; PMSF (Fluoruro de 

fenilmetitsulfonilo) afecta a proteasas de serina; TLCK (l-cloro-3-tosilamido-7-amino-L-

2-heptanona) afecta a proteasas de serina y de cistcína. 

Los inhibidores se utilizaron en las siguientes concentraciones finales (expresadas en 

mM): 

0-Fenantrolina 
Bestaüna 
EDTA 
PMSF 
E64 
TLCK 
Pepstalina 
Lcupeptina 

100 
0.1 

100 
10 

2 
l 
1 
1 

Siguiendo la técnica de detección de actividad de protcasas antes descrita. se analb.aron 

muestras de sobrcnadantes en geles preparativos (un solo carril). Después de la 

electroforesis y de sumergir los geles en Tritón X-100 al 2.5%. cada gel fue cortado en 
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varias tiras venicales; a cada una de estas tiras se le incubó en un inhibidor específico 

diluido a las concentraciones requeridas en glicina 0.1 M pH 8.3 y se le dejó reposar 

durante 2 h a 37ºC. Finalmente se tiñeron con Amido Black. 

Se analizó la actividad enzimática en presencia de los distintos inhibidores utilizando un 

programa computacional de análisis de imágenes: Programa Ambls versión 2.1 (AMBIS). 

DL 7. Acth1d8d pro-tica a diferentes valores de pH 

Utilizando la técnica de detección de proteasas ya descrita. minigeles con gelatina 

copolimerizada fueron cenados en tres secciones longitudinales después del tratamiento 

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

amoniguador de glicina 0.1 M y cisterna SO mM durante 2 ha 37ºC. 

UL8. Detección de la cruzlpafna en el sobrenadante de diferentes cepas de T. cruzi 

por ntedio de inmunorréplicas tipo Western 

Se tomaron muestras del sobrenadante de varias cepas de T. cruzi obtenido mediante el 

proceso ya descrito y se separaron en geles de SDS-PAGE: después se transfirieron a 

membranas de nitrocelulosa con poro de 0.45µm utilizando el minisistema de 

uansfercncia de Bio-Rad a 100 V durante 1 h en frío (Buffer de transferencia: 2SmM de 

'IRIS. 192mM de glicina. 20% de metanol v/v. pH 8.3). Las membranas de nicrocelulosa 

fueron bloqueadas con albl\mina sértca de bovino (BSA; SIGMA) al 1 % durante la 

noche; después del bloqueo las membranas se cortaron en tiras de O.Scm de ancho y se 

incubaron con suero de conejo preinmunizado (control negativo) y anticuerpos 

policlonales anticruzipaína de conejo. ambos diluidos 1: lOCX> con BSA al 1 %. agitándose 

durante 2 h a temperatura ambiente. Después se hicieron tres lavados con Twccn 20 

(.Monolaurato de polioxietilcno sorbitan; SIGMA) diluido al 0.1 % en un amortiguador de 

fosfatos (PBS) (Apéndice 01) de 10 min cada uno en agitación rápida. Se agregó un 

conjugado enzimático (SIGMA): perox.idasa-Ami lgG de conejo diluido 1:1000 en 
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Tween 20 al 0.1 % en PBS y se incubó durante 2 h en agitación moderada. Nuevamente se 

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

ñpida. Finalmente se aftadió el substrato Diaminobenzidina (SIGMA) 0.5 mglml y 

peróxido de hidrógeno al 0.02% en PBS durante 5 min y se detuvo la reacción con agua 

dcsionizada. 

DI.9. Elumón de prote .... de plea de pollacril.-cla por difusión 

El sobrenadante obtenido de epimastigoa.es de la cepa NJNOA fue dializado contra PBS 

diluido 10 veces y después contra agua desionizada a 4ºC: posterionnente fue 

concentrado 10 veces en una centrffuga por sublimación en vacfo (Centrífuga SAV ANT). 

200 µ1 de este concentrado fueron mezclados con 200 µl de amortiguador para muestras 

de Laemmli sin P-mcrcaptoetanol. dejalndoac incubar a temperatura ambiente durante 10 

min para después ser separado electroforéticamente en un minigel preparativo con 10 % 

de acrilamida durante 90 min a 125 V. Después de la electtoforcsis el gel se incubó en 

Tritón X-100 2.5% durante IS min con un lavado. para entonces ser conado en varias 

tiras horizontales en un área que comprendía a las proacfnas de 70 kDa a 40 k.Da 

aproximadamente (se usó como gufa est.4ndares de pesos moleculares preteftidos); cada 

ttozo fue conado en pedazos muy pcqucftos que se incubaron durante la noche con 500µ1 

de Tris-HCI 200 mM pH 8. en refrigeración (aproximadamente 8ºC) (Shahabuddin y 

cols.. 1993). Finalmente. se colectó el sobrcnadante y se concentró 10 veces por 

sublimación en vacfo. 

111. 10. Determinación de la.,..._ de protef-

La cantidad de proteína presente en el sobrenadante y en ci extracto celular de 

cpimastigotcs se detenninó utilizando la técnica de Bio-Rad que está basada en el mélodo 

descrito por Bradford ( l 976). 
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IV. RESULTADOS 

IV.I. Delecelón de acU\'kl8d p....-lUca en el -o de culUvo 

En los geles de poliacrilamida de Ja figura 3 se observa que en todas las cepas aparece 

una banda blanca que indica Ja degradación de la gelatina (por esta razón esta zona no se 

tiftc): laJ banda parece tener en todos Jos casos un peso molecular de 40 kDa. En el carril 

que corresponde al sobrenadante de la cepa NINOA apareció una banda extra de actividad 

proteolllica lo que indica la presencia de una enzima de 60-70 k.Da. Este hallazgo exigió 

el análisis de estas actividades proteolfticas para determinar si se trataba de 2 enzimas 

distintas o bien. si una de ellas era el producto de degradación de la otra. 

Por otro lado. fue imponantc establecer que tas proteínas encontradas en las muestras 

tomadas del medio de cultivo no eran producto de la lisis de los parásitos. En la figura 4 

se aprecian claras dif"crcncias en Ja cantidad y el tipo de proteínas (respecto al peso 

molecular) que hay tanto en el cxU'aCto celular de parásitos como en el medio de cultivo. 

IV.2. lnhlbidón de prole-

Una manera de clasificar a las proteasas es de acuerdo aJ tipo de inhibidor cataUlico que 

les afecta. De esta manera. utilizando una baterfa de inhibidorcs. se puede identificar cuaJ 

es el grupo imponantc en el sitio activo de estas enzimas y. por lo tanto. establecer a que 

familia pcncnccc. 

Como se observa en la figura .S la actividad protcolítica de la molc:!cula de 40 kDa 

desaparece en presencia de TLCK. Lcupeptina y E64 que afectan a protcasas de cistcína y 

por O·Fcnanlrolina que afecta a mctaJoprotcasas. Por otro lado. la actividad de la 

molécula de 60·70 kDa se ve reducida por O·FenantroJina y TLCK principalmente. Los 
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Figura 3. Detecdón de protcasas en los medios de cultivo de epima1tigotes de diferentes cepas de T. cruti. Se analizaroo 2µg de 
proteína total de cada cultivo en un gel con 0.1% de gelatina copolimerizada. Se observan bandas blancas sobre un fondo obscuro, 
indicando la digestión de la gelatina, en todas las cepas. 1: C4; 2: EA; 3: Zac: 4: CID; 5: :>inoa; 6: Hl; 7: H3; 8: HS; 9: H9; 10: HIO; 
11: HG; 12: Z21; 13: Quen!1aro; 14: Y; IS: Silvio; 16: CL. 
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Figura 4. Proteínas en el medio de cullivo condicionado y proteínas de extracto celular de 
epimasti¡:otes. 10 µg de prolelna de extraclo celular (E) y JO µg de proteína de medio de 
cultivo condicionado (M) con la cepa NINOA fueron separados en SDS-PAOE y teftidos 
con azul de Coomassie (1) y con piara {11). 
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resultados de los análisis densitométricos realizados a varios geles con gelatina 

copolimerizada al 0.1 % -como el de la figura 5- aparecen en las tablas O y m. Los 

porcentajes de inhibición se obtuvieron al considerar como 100% de actividad 

proteolftica (0% de inhibición) al control (ausencia de inhibidor). En la tabla O se observa 

el efecto muy marcado de algunos inhibidores sobre la proteasa de 40 kDa: E64, TLCK, 

Lcupcptina y 0-Fenantrolina inhiben completamente su actividad y el resto no le afectan 

la actividad en absoluto. 

Con respecto a la actividad de la proteasa de 60-70 kDa no se presentan efectos tan 

marcados; sin embargo. su actividad es afectada por 0-Fenantrolina (60% de inhibición), 

EDTA (50% de inhibición) que afectan metaloproteasas y por TLCK (70% de 

inhibición). 

Por otro lado. en la figura S aparece una tercera banda de actividad protcolftica de -25 

ltDa que probablemente sea producto de degradación de la proteasa de 40 k.Da ya que 

ambas presentan un patrón similar de inhibición. Además. esta banda sólo apareció en cJ 

experimento que se presenta en la figura S ya que no apareció en ninguna otra ocasión. 

IV.3. AcUwtd ... en pnsenda de dslefna 

La cisterna activa a proteasas que tienen en su sitio activo uno o varios residuos de este 

aminoKido. Así que para establecer claramente el tipo de protcasa al que penenccen las 

enzimas de 40 y 60-70 lc.Da se utilizó la misma técnica para delectar protcasas en gel pero 

ahora el gel se incubó en presencia de cistcfna. Como se observa en la figura 6 sólo Ja 

protcasa de 40 lcDa es estimulada por este aminoácido. 

IV.4. Actlwklad • cUrerentes walores de pH 

Para determinar a que pH presentan mayor actividad estas proteasas, se utilizó 

nuevamente Ja técnica de detección de protcasas en gel incubando trozos del gel a 

diferente pH. En la figura 7 se observa que la protcasa de 40 kDa es activa principalmente 
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Figura .5. Inhibición catalltica de las proleasas con inhibidores químicos. Una muestra de 
medio de cultivo condicionado co., cpimastigotes de la cr.pa NINOA (lµg de protc(na 
tolal) fue analizada en ael con 0.1 9f, de gelatina copolimerizada. El ael fue cenado en 
varias tiras y cada una fue incubada con un inhibidor distinto. I: Leupeplina; 2: PMSF: 3: 
Pepaaatina; 4: Tl.CK; .5: EDTA; 6: Bestabna; 7: E64; 8: O..FenanbOlina; C: control (sin 
inhibidor). Las concentraciones de cada inhibidor aparecen en Ja sección de material y 
mtlOdos. 
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TABLA D. INHIBICION DE LA PROTEASA DE 40 kDa 

lnhibidor Concenuación 
(mM) 

O.Fenantrollna 100 

Bes&atina 0.1 

EDTA 100 

PMSF 10 

E64 2 

"JLCK 1 

Pepstatina 1 

Leupeptina 1 

• porcentaje promedio de 3 diferentes experimentos 
•• porcentaje promedio de 2 diferentes experimentos 

Inhibición 
(%)* 

100 

o 
O** 

o 
100 

100 

o 
100 

30 



TABLA m INlnBICION DE LA PROTEASA DE 60-70 kl>a 

lnhibidor Concentración Inhibición 
(mM) (%±SO)• 

0-Fenantrolina 100 60±23 

Be.stalina 0.1 8± 13 

EDTA 100 so±: 27•• 

PMSF 10 20± 19 

E64 2 16±6 

TLCK 1 70±19 

Pepstatina l 12±20 

Lcupeptina 1 10±9 

• porcentaje promedio ~ desviación estándar do 3 diferentes experimentos 
porcentaje promedio ~ desviación estandar de 2 diferentes experimentos 
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Figura 6. Efecto de Ja cisteína sobre la actividad de las proteasas. Se tomaron muestras 
del medio de cultivo condicionado con epimasligotes de la cepa NJNOA y se analizaron 
en gel con gelatina copolimerizada. El gel fue dividido para incubar una panc en 
unonisuador de dise&tión (1) y la oua en el mismo amortiguador pero complementado 
con cistefna 50 mM, pH 4 (D). 
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Figura 7. Efecto del valor de pH sobre la actividad de las protcasas. Muestras del medio 
de cultivo condicionado con cpimastigotcs de la cepa NlNOA fueron analizadas en gel 
con gelatina copolimerizada; después el gel fue cortado en 3 parres para incubarlas en el 
amoniguador de digestión a diferentes valores de pH; el amortiguador f:.ae 
complementado con cistcfna SO mM. pH4 y se ajustó el pH con NaOH SN. 
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a pH 4. su actividad disminuye a pH 8 y desaparece a pH 11. Mientras que la actividad de 

la proteasa de 60-70 kDa casi no es afectada en los diferentes valores de pH. 

IV .. S. Presencia de la cruztpafna en el llledio de culdvo de diferentes cepas de T. cruzl 

La ~ruzipafna ya ha sido detectada en exuactos celulares de epimastigotcs así que era de 

interés detcnninar su presencia en et medio de cultivo para ayudar a establecer su posible 

función en este estadio del parásito . .' 

Se tomaron muestras del medio de cultivo de diferentes cepas del parásito. y se analizaron 

por inmunorréplicas tipo Western en SDS-PAGE con anticuerpos policlonalcs producidos 

contra la cruzipaína. En la figura 8 se observa que en todas las cepas se presentó una 

banda de 40 kOa que es el peso aproximado de la cruzipaína. Con este hallazgo se 

establece que la cruzipaína también puede ser secretada por los cpimastigotes. 

Por otro lado. en algunos carriles aparece una banda de mayor peso molecular que 

probablemente sea producto de una reacción incspccífica; este fenómeno es comíin que se 

presente al trabajar con anticuerpos policlonales. 

IV .. 6. Elusi6n de las proteasas del ¡;el nativo 

La protcasa de 40 kDa presentó características similares a la cruzipaCna as( que era 

necesario establecer si se trataba de la misma enzima. por lo que era conveniente tratar de 

purificar a la protcasa de 40 kDa. 

Por otro lado. para clarificar la función de las proteasas halladas en el medio de cultivo 

también era conveniente purificarlas y así poder realizar estudios más finos. 

Se utilizó la t6cnica de clusión de proteínas por difusión del gel de acrilamida para 

purificar a las proteasas encontradas en el medio. En la figura 9 se observa una banda de 

aproximadamente 60 kDa que probablemente sea la proteasa de (,0-70 kDa; sin embargo. 

tanto esta proteína como la de 40 kDa (que no se logra ver en el gel) no tenían actividad 
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al correrlas en un gel de detección de proteasas por lo que no se puede asegurar que se 

trate de las mismas proteínas. 
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Figura 8. Detección de la C!U1jpalna en el medio de cultivo de varias cepas de T. cruzi. 2µg de proteína total de los medios de cultivo 
de cepu de T. cruzi fueron analiudas en SDS·PAGE y después transferidas a membranas de nitrocelulosa para incubarlas con 
anticuerpos policlonales anti-cru1ipalna. C: control negativo (suero prcinmunc); 1: C4; 2: EA; 3: Zac; 4: CID; 5: Ninoa; 6: Hl; 7: H3; 
8: HS;9: H9; 1(): HIO; 11: HG; 12: Z21; 13:Qucrétaro; 14:Y . 
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Fisura 9. Proteasa de 60-70 lcDa semipurificada por difusión del gel. Muestras de medio 
de cultivo de epimasligotes de la cepa NINOA fueron separadas por electroforesis en gel 
nativo. Se cortaron varias bandas horizontales para después triturarlas en trozos muy 
pequeftoa que se incubaron con Tris 200 mM pH8 a 8"C duranle la noche. Se colectó el 
sobrenadan&e y se analizó en SDS-PAOE. Las proteínas se visualizaron con azul de 
Coomaaaie. 
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v. DISCUSION 

Las protcasas intervienen en varios procesos celulares tales como: digestión. cone de 

péptidos seftal. formación de moléculas biológicamente activas y participación en los 

mecanismos patogénicos entre otros. Su presencia en prácticamente todas las actividades 

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

Panicularmente en el parásito T. cruzi este tipo de enzimas parecen ser de gran 

importancia ya que se expresan en todos Jos estadías de su ciclo de vida (ltow y Carnargo. 

1977; Gricg y AshaJI. 1990; Bonaldo y col., 1991). No se conoce con precisión las· 

funciones de las proteasas de T. cruzi. pero algunas de ellas pueden intervenir en los 

mecanismos de lransfonnación del parásito (cambio de un estadio a otro). contribuir en la 

infección de cflulas hospederas, o bien. participar en Jos procesos de degradación· de 

nutrientes de mi manera que la secreción de proteasas al medio facilitarla la ingestión de 

las moléculas peptfdicas (proteínas parcialmente degradadas o incluso aminoácidos 

libres). 

Debido a que atln no se puede precisar cuál o cuáles son las funciones de las proteasas en 

cada estadio de T. cruzi es necesario realizar más es1udios que ayuden a establecer cuál es 

la importancia de este tipo de enzimas en este parásito. 

Como se aprecia en la figura 3 se detectó actividad pro1c0Jttica en los medios de cultivo 

en donde crecían los epimastigotcs sin importar de qu~ cepa se tratase. Sin embargo. hay 

variación en la cantidad de actividad proteolftica detectada; la diferencia es enonnc entre 

la actividad observada de la protcasa de 40 kDa en la cepa NINOA. con las actividades 

detectadas en las cepas EA. ZAC. CID. HI y SIL VIO; aunque existe Ja posibilidad de que 

panc de la activid<ad protcolítica se haya perdido durante el procesamiento de Jos medios 

de cultivo y que cierta cantidad de- las enzimas secretadas se hayan inactivado o 
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desnaturalizado. existe la posibilidad que tales diferencias en la actividad proteolftica sea 

el reflejo de la heterogeneidad que existe entre las cepas de T.. cruz.i y que. por lo tanto. la 

secreción de proteasas sea un proceso que varíe entre las cepas. ya sea que haya 

diferencias en el mecanismo de secreción. en la maduración o sfntesis de las enzimas. o 

que se trate de isoformas de esta enzima. Lima y colaboradores reponan en 1994 la 

existencia de isoformas génicas de la cnazipaína en el genoma de T. cruzi; asf que las 

diferencias observadas con la proteasa de 40 ltDa podrfa estar reflejando un fenómeno 

similar. 

Por otro lado. la aparición de la enzima de 40 ltDa en todas las cepas analizadas parece 

indicar que su función es esencial para el desarrollo del parásito; además. estas protcasas 

fonnan pane de toda una batería de protefnas que son liberadas al medio {Figura 4) en 

cantidades muy pcqueftas que sólo son detectadas con la técnica de tinción con plata 

(comparar la tinción con azul de Coomassie con la tinción con plata). Aunque es probable 

que parte de las bandas detectadas con esta técnica sean producto de degradación de 

proteínas y que no formen parte de un proceso secretorio. también es posible que la 

mayor parte de las bandas si sean producto de la secreción de los epimastigotes ya que 

durante los experimentos se tuvo el cuidado de no maltratar demasiado o lisar a los 

par.lsitos (se trabajó con una viabilidad mayor al 90 %). 

Existen algunos repones sobre la secreción de protefnas en T.. cruzi que han destacado la 

imponancia inmunogénica de este fenómeno {Affranchino y col.. 1989; Davis y Kuhn. 

1990; Goncalvcs y col.. 1991). Recientemente se reportó la secreción de una protcasa de. 

cisterna de 55/60 ltDa por lripomastigotes (Yokoyama·Yasunaka y col.. 1994) pero aún 

no se establece cual podrfa ser su función; se desconoce si esta enzima sea la misma a la 

encontrada en el presente trabajo. Estas evidencias indican que la secreción no es un 

proceso raro en T. cruzi y que probablemente en el futuro aparezcan más reportes sobre la 

secreción de proteínas. su función e importancia biológica o médica de este proceso 

celular. 
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Es interesante señalar que la protcasa de 60-70 k.Oa sólo apareció en la cepa NINOA y la 

proteasa de 40 kDa se presentó en todas las cepas. Así que era muy importante establecer 

si tal actividad era algán derivado de la proteasa de 40 kDa (producto de degradación o 

por diferencias en la cantidad de glicosilación). 

La protcasa de 40 kDa es afectada por E64. TLCK y Lcupcptina y aunque también es 

inhibida por 0-Fenantrolina que afecta a metaloproteasas. la inhibición por los agentes 

químicos seftalados indica que se trata de una protcasa de cistcfna (Figura 5 y Tabla O}; 

adcmais. la actividad de esta enzima es estimulada por la cistefna (Figura 6); asf que puede 

afinnarse que esta enzima es una proteasa de cistcfna y que posiblemente la 0-

Fcnantrolina esté afectando a la enzima de manera incspecffica; Coombs reportó que una 

proteasa de cistefna de Leishmania también era afectada por 0-Fenantrolina (1982). 

El aná.lisis de la protcasa de 60-70 k.Da no fue tan claro ya que como se observa en la 

Tabla Ill la actividad fue afectada por 0-Fcnantrolina. EDTA y TLCK principalmente. 

Sin embargo. debido a que es afectada por 2 inhibidores que actúan sobre 

metaloproteasas y que su actividad no es estimulada por cistefna (Figura 6} es muy 

probable que esta proteasa de 60-70 k.Da sea una metaloprotcasa o al menos se trata de 

una enzima distinta a la protcasa de 40 k.Da y. por lo tanto. no es un derivado de esta 

enzima. 

La secreción de la protcasa de 60-70 kDa sólo por los cpimastigotes de la cepa NINOA 

nuevamente puede estar reflejando la heterogeneidad que existe entre las cepas y que ha 

sido abordada en varios trabajos demostrando diferencias biológicas entre ellas (Giovanni 

de Simone y col.. 1987; López. 1994; Gónzalez y col.. 1995); a..c;imismo. ya se han 

rcponado diferencias en la expresión de metaloproteasas observándose una gran 

variabilidad entre las cepas y estadfos del parásito (Lowndes y col.. 1996). Asf que esta 

proteasa secretada exclusivamente por los epimastigotes de la cepa NINOA puede no ser 

c.'iCncial para el desarrollo del parásito y que probablemente intervenga de manera auxiliar 

en los procesos de crecimiento o metaciclogénesis; otra alternativa sería que la función 
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principal de esta enzima sea a nivel intracelular y que su secreción forme pane de un 

proceso melabólico secundario. 

Las proteasas secreladas por la cepa NINOA parecen responder de manera distinta al 

efecto del pH. Como se observa en la figura 7 la proteasa de 40 ltDa es mcis activa a 

valores de pH ácidos (pff4) mientras que a pff totalmente alcalino (pH 11) se inactiva; 

posiblemente esta enzima sea de origen lisosomal. y su función digestiva se facilite al ser 

secretada; sin embargo. esta explicación tiene que ser explorada y se requiere un estudio 

más exhaustivo de ese.a proteasa. La proteasa de 60-70 kOa parece ser activa sin gran 

diferencia bajo los valores de pH utilizados: 4, 8 y 1 1, ya que se observan diferencias 

mfnimas en su actividad. Por sus características obsc1Vadas al analizar su actividad a 

diferentes valores de pH y por su peso molecular esta proteasa parece ser la misma a la 

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

trabajo es también afectada por TLCK a diferencia de la enzima reponada anteriormente. 

Cabe mencionar que en el presente trabajo el inhibidor TLCK se utilizó en una 

concentración 10 veces mayor a la usada por Grieg y Ashall lo que podría CJ1:plicar esta 

discrepancia en ambos trabajos. 

De acuerdo a las características anali7.adas en este trabajo parece ser que la protcasa de 40 

k.Da hallada en el medio de cultivo de epimastigotcs es la cruzipafna: mismo patrón de 

inhibició·n catalítica (a cJ1:cepción de 0-Fcnantrolina). mismo pH óptimo de actividad y 

peso molecular similar. Sin embargo, la cruzipafna ha aparecido en varios trabajos con 

diferente peso molecular; situación que se eJlplica por la diferente glicosilación de la 

enzima y por las condiciones experimentales en que se le maneja (Martfnez y Cazzulo. 

1992). Por otro lado, Aslund y colaboradores ( 1991) presentaron evidencia de que el 

dominio C-tcnninal de la cruzipafna puede ser removido por la misma enzima y que la 

ausencia de tal dominio no afecta su actividad o su plegamiento (Eak.in y cols .• 1992) lo 

que eJlplicarfa la aparición de la banda de -25 kDa en la figura S como resultado de tal 
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degradación en el caso de que se trate de la misma enzima. La banda de 2S kDa pudiese 

ser. no obstante. una enzima independiente debido a que sólo apareció una vez y no se 

analizó con mayor profundidad este hallazgo. 

Con estos antecedentes era necesario investigar la posibilidad de que Ja cruzipalna y la 

proteasa hallada en este trabajo sean la misma. Anticuerpos policlonales anticruzipalna 

reconocen una proteína de -40 lcDa que aparece en todas las muestras de medio de 

cultivo de diferentes cepas de epimasligotcs (Figura 8). Por lo tanto. se puede asegurar 

que la cruzipalna· también es secretada al medio; así que. esta enzima o alguna muy 

semejante a clJa debe dcscmpeftar alguna función a nivel cxtraceluJar; es muy probable 

que la protcasa encontrada en este trabajo sea la cru7Jpafna. pero se requiere analizar a Ja 

proteasa de 40 kDa en condiciones de pureza. 

Bonaldo y colaboradores ( 1991) proponen que la cruzipafna es regulada durante el 

desarrollo del parásito ya que aparece en todos los estadios de T. cruzi pero en distintas 

cantidades. Así que puede sugerirse que esta enzima dcsempefta un papel fundamental 

par.1 el parásito. Se han realizado estudios que indican que la cruzipafna parece estar 

involucrada en Ja nutrición dcJ parásito o en la invasión de células hospederas (Souto

Padrón y cols.. 1990). Sin embargo. Ja secreción de esta enzima por los epimastigotcs 

crea nuevas expectativas sobre su función ya que al parecer es activa en todos Jos 

estadios. como lo demuestra Bonaldo y cols. en su 1rabajo. y por consiguiente es activa en 

ambientes muy diferentes (dentro de Ja célula y cxtraceJulanncnlC) por lo que Ja función o 

funciones de la cruzipalna están alln por establecerse. 

Aunque al tratar de purificar proleasas del sobrcnadantc se obtuvo una prolefna de 60 kDa 

(Figura 9) extraída por difusión del gel de acrilamida. no se puede asegurar que sea la 

misma a la hallada en el medio de cultivo de Jos epimas1igotes debido a que se perdía su 

actividad durante el proceso de purificación. Se eligió esta t(!:cnica para purificar a Ja 

protcasa porque se creía que era una de las más inofensivas para la en1dma: así que es 
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necesario estandarizar las condiciones óptima..¡ para la purificación o buscar alguna otra 

t&:nica que logre mejores resultados. 

Para continuar con una caracterización más fina de las proteasas es necesario purificarlas. 

A~m4s. para realizar estudios más CJlhaustivos con catas enzimas y establecer su función 

y la importancia de su secreción. es prioritario purificarlas y hacer an4lisis encaminados 

en la bd:squeda del probable papel que desempeftan en la interacción con las células del 

insecto. 
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VI. CONCLUSIONES 

Las conclusiones obtenidas en esle trabajo son Jas siguientes: 

- Las diferentes cepas analizadas de epimastigotes de Trypanosoma cruz.i secretan proteasas al 

medio de cultivo. 

- Las proteasas encontradas son dos enzimas diferentes que penenecen a distintas familias de 

proteasas. La proteasa de 40 le.Da es una proteasa de cisterna. La proteasa de 60-70 k.Oa muy 

probablemente sea una melaloproteasa. 

- La proteasa de 40 ltDa es activada por cisteína y es más activa a pff ácido (pff4). 

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

- La proteasa de 60-70 kDa no es activada po! cisteína (resultado esperado ya que se trata de una 

metaJoproteasa). Esta enzima es activa a pH ácido o básico sin diferencias significativas en sus 

niveles de actividad. 

- La proteasa de 60-70 kOa aparcmcmcntc sólo es secretada por la cepa NINOA. 

- Una proteína que es reconocida por anticuerpos anticruzipafna es secretada por Jos 

cpimasligolcs de rodas tas cepas analizadas. 
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VD. PERSPECTIVAS 

Debido a la enonne importancia de las proteasas para el desanollo de un organismo era 

de esperarse que este tipo de enzimas aparezca en todas las cepas de una especie 

estudiada. Sin embargo. como ocune en varios organismos. también existe la 

heterogeneidad dentro de las especies; al parecer este es el caso de la cepa NINOA que de 

acuerdo a ta estrategia utilizada es la ónica que secreaa la proteasa de 60-70 kDa.. Debido 

a esta peculiaridad esta enzima adquiere especial interés; además. et hecho de que su 

capacidad calaUtica no sea afectada por el pH plantea interrogantes respecto a su función 

y su regulación que muy probablemente ayudaran a entender un poco más la biología del 

parásito. Aunque no se conoce alguna diferencia biológica entre la cepa NINOA y el resto 

de las cepas de T. cruzi. es evidente que la presencia de la protcasa de 60-70 kOa debe 

conferirle algíin beneficio que el resto de las cepas no lo requieren. Así que. se puede 

cultivar a la cepa NINOA impidiendo la actividad de esta enzima ya sea con el uso de 

inhibidorcs químicos específicos o con anticuerpos dirigidos contra esta proteína y 

observar el erecto de esta estralCgia en el crecimiento o metaciclogénesis de los 

epimastigotcs; además. se puede observar el efecto de la presencia de esta protcasa en 

otras cepas que no la secreten. 

La runción o runciones de la·cruzipalna aán no pueden precisarse pero se podría plantear 

una estrategia que ayude a establecer cuál es el papel que dcscmpcfta esta enzima en cada 

estadio. Por ejemplo. se puede intcnumpir el gen de la cruzipaína y observar que efecto 

tiene la ausencia de esta proteasa en cada etapa del ciclo de vida del parásito. Además. se 

pueden hacer estudios sobre la sobrcexprcsión de esta enzima ya sea con la proteína 

nonnal o con mutantes de la misma. Se podrían observar efectos muy interesantes: el 

retardamiento o la aceleración del proceso de transformación de un estadio a otro o bien. 

que al parásito le resulte imposible transfonnarsc; alteración en la capacidad infcctiva 
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(menor o mayor patogenicidad); mayor susceptibilidad al sistema inmune del hospedero. 

cte. Los resultados de tales estudios ayudarían en la básqueda de mecanismos de control 

de la enfennedad de Chagas. 
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GEL PARA SDS-PAGE 

Reactivo 
Acrilamida/ Bis 
Tris pH 8.8 
Agua desionizada 
Persulfato de amonio 
TEMED 

Reactivo 
Acrilamida/Bis 

TrispH6.8 
Agua desionizada 
Persutfato de amonio 
TEMED 

APENDICEI 

GEL SEPARADOR 

% respecto al volumen total 
33.2 

2S 
41.S 

0.3 
0.7 

GEL CONCENTRADOR 

% respecto al volumen total 
12.7 

2S.2 
61.S 

o.s 
0.1 

Solución "Stock." de acrilamida: Acrilamida 30%/ BIS 0.8% 

Las muestras de proteínas se mezclan con un volumen dctenninado de amoniguador de 
muestras de Laemmli de manera que queden en proporción 1: 1; después se ponen en bai\o 
maña (lOOºC) durante S min. · 

Amortiguador de electroforesis: 0.125 M de Tris base. 0.96 M de Glicina. 0.017S M de 
sos. 
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Reactivo 
l)Fijador 1 
2)Fijador2 
3)Fijador2 
4)0Jtidante 
S)Agua desionizada 
6)Agua desionizada 
7)Agua desionizada 
8)Reaclivo de plata 
9)Agua desionizada 
lO)ReveJador 
l l)ReveJador 
l 2)ReveJador 
J 3)Stop (ácido acético) 

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

APENDJCEU 

TINCION DE PLATAt 

• Tiempo (min) 
30 
15 
15 

5 
5 
5 
5 

20 
1 

0.5 
5 
3 
5 

• sólo para geles de 0.S-1.0 mm de grosor 
t técnica y reactivos de Bio-Rad 
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APENDICEIU 

GEL PARA MEDIR ACTIVIDAD DE PROTEA.SA.S 

Reactivo 
Acrilamida/Bis 
Tris pH8.8 
PDS 
Gelatina 
Agua desioniuda 
Persulfato de amonio 
"IEMED 

Reactivo 
Acrilamida/Bis 
Tris pH 6.8 
Agua desionizada 
Pcrsulfato de amonio 
"IEMED 

GEL SEPARADOR 

% respecto al volumen total 
36.!i 

GEL CONCENTRADOR 

2S 
1 
10 
27 

0.2 
0.1 

c.., rcspeclo al volumen total 
12.7 

2S.2 
61.S 

o.s 
0.1 

Solución "Stock'" de acrilamida: Acrilamida 30%/ Bis 0.8% 

La gelatina se prepara al l % calentando la solución. 

POS IX: 0.34g de NaH2P04. l.lgde Na2HP04. 9g de NaCl en ltde agua desionizada 
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