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RESUMEN

Las cisteina-proteasas son enzimas que se encuentran en la mayoria de los
organismos desde virus hasta vertebrados. Estas enzimas tienen diversas
funciones, tales como: nutricion, penetracidon celular, enquistamiento vy
desenquistamiento, cambio de fase y evasion de la respuesta inmune, entre otras.
Las cisteina-proteasas han sido identificadas en muchos casos como factores de
virulencia. Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas,
produce varias cisteina-proteasas, siendo la cruzipaina la mas importante por las
diversas funciones bioldgicas en que participa. Las funciones, que hasta ahora se
han descrito para la cruzipaina son: promover la penetracién celular, aumentar la
metaciclogénesis, polarizar la respuesta inmune hacia un tipo Th2, promover la
activacion clonal de células B, digerir inmunoglobulinas e inducir apoptosis en
células neuronales NT2. Con estos antecedentes, el objetivo de nuestro trabajo
fue estudiar el efecto de la cruzipaina y otras actividades de cisteina proteasa
sobre moléculas de superficie de linfocitos T que pertenecen a la superfamilia de
la inmunoglobulinas, como CD4 y CD8 e investigar si estas actividades
enzimaticas eran capaces de inducir apoptosis en estos tipos celulares. Para
conseguir este objetivo, se obtuvieron 2 sobrenadantes a partir de un extracto de
epimastigotes de T. cruzi del aislado Querétaro. Los experimentos se realizaron
con la mezcla de los sobrenadantes o con el segundo sobrenadante. Se les
determind su actividad de cisteina-proteasas utiliza ndo Z-Phe-Arg-AFC que es un
sustrato fluorogénico para serina y cisteina-proteasas y E-64 que es un inhibidor
especifico de cisteina-proteasas. Se realizaron zimogramas en geles de
poliacrilamida con gelatina y se observdé que los sobrenadantes contenian 6
actividades que correspondian a cisteina proteasas ya que fueron inhibidas con E-
64 y una actividad de serina-proteasa que fue inhibida con Pefabloc SC (inhibidor
especifico de serina-proteasa). Mediante citometria de flujo se estudié el efecto del
segundo sobrenadante del extracto de epimastigotes en linfocitos de bazo de
ratbn CD-1 y se observd que se produjo una disminucién de la cantidad de

linfocitos TCD4" y CD8" y que este efecto en gran parte fue debido a las cisteina-



proteasas presentes en el extracto, ya que la incubacion del sobrenadante con E-
64 antes de su contacto con los linfocitos revirtié parcial o totalmente el efecto. La
mezcla de sobrenadantes del extracto indujo apoptosis en linfocitos, sin embargo
con el uso de E64 no se observ reversion del efecto por lo que no podemos

concluir que ésta se deba a las cisteina-proteasas presentes en el extracto.



ABSTRACT

Cysteine -proteases are enzymes found in most of the organisms. These enzymes
have been identified in many cases as virulence factors since they participate in
several functions such as: nutrition, cellular penetration, formation of cysts and
excystation, change of stage, and evasion of the immune response, among others.
Trypanosoma cruzi contains several cysteine-proteases. Cruzipain is the major
cysteine-proteases; it promotes cellular penetration, increases metacyclogenesis,
polarizes the immune response to Th2 type, promotes B cell polyclonal activation,
digests inmunoglobulins and induces apoptosis in neuronal cells. The effect of
these enzymes on the surface molecules of immune cells that belong to the
inmunoglobulin superfamily has not been studied. The aim of this work was to
determine the effect of T. cruzi cysteine-proteases on molecules of T cells like CD4
and CD8 and investigate if these enzymes are able to induce apoptosis in these
cells. Semi-purified material (2 different supernatants) from an extract of T. cruzi
epimastigotes (Queretaro isolate) was obtained. Experiments were performed with
the mixture of supernatants and/or with the second supernatant alone. Cysteine-
protease activities were estimated in vitro using a fluorogenic substrate and a
cysteine-protease inhibitor (E-64). Characterization of these activities was
achieved using zymograms. The effect of cysteine-protease activities on mouse
spleen T-cells (CD4 and CD8) was estimated by flow cytometry and their ability to
induce apoptosis was evaluated using the TUNEL test. Results showed that the
supernatants contained at least 6 cysteine-protease activities (inhibited with E-64),
but the mixture of supernatants contained also a serine-protease activity (inhibited
with Pefabloc SC). A diminution of the amount of TCD4" and CD8" lymphocytes
were observed when supernatants were incubated with CD-1 mouse spleen T
cells. This effect was avoided with E-64 so the diminution must be due to cysteine-
proteases activities. The extract induces apoptosis in lymphocytes, nevertheless
the use of E64 did not revert the effect, so it can not be concluded that the
cysteine-proteases activities contained in the supernatants are the responsible of

inducing apoptosis.






INTRODUCCION

1. Tripanosomiasis americana

La tripanosomiasis americana fue descrita por primera vez en el afio de
1909 por el Dr. Carlos Chagas y desde entonces se conoce como Enfermedad de
Chagas. Esta enfermedad es producida por un parasito protozoario Trypanosoma
cruzi, que tiene un ciclo biolégico complejo que alterna entre un huésped
invertebrado (triatbminos) y uno vertebrado entre ellos el hombre . La enfermedad
de Chagas se extiende desde México hasta el sur de Argentina, actualmente
entre 18 y 20 millones de personas se encuentran afectadas con esta enfermedad
y aproximadamente 40 millones de personas estan en riesgo de adquirirla. (OMS
2002)

La transmisién de la enfermedad de Chagas se da principalmente por la
contaminacion fecal del insecto vector hematdfago infectado con T. cruzi en el sitio
de la picadura o0 en membranas expuestas. Ademas existen otros mecanismos
de transmisién como la transfusién sanguinea, manejo de material contaminado,
por la transmision transplacentaria (Prata 2001), otro mecanismo de transmision
menos frecuentes es la oral por la ingestion de carne mal cocida (Camandaroba
et al.2002).

La importancia de la enfermedad de Chagas radica en que causa lesiones
cronicas en el tejido muscular principalmente en el tejido cardiaco, ademas de que
en menos del 1% de los casos puede producir una miocarditis aguda.

En la actualidad solo se cuentan con tratamientos farmacologicos para la
fase aguda de la enfermedad. Para la fase cronica, no se cuentan con farmacos
efectivos y mucho menos, con vacunas que provean una inmunidad efectiva para

prevenir el desarrollo de esta infeccion.

2. Morfologiade Trypanosoma cruzi

La morfologia de T. cruzi comprende cuatro estadios biolégicos que son:

Epimastigotes: son las formas eplicativas de aspecto fusiforme (20 a 25um de



longitud) en los que, el cinetoplasto esta situado en la porcion anterior del parasito
y cercano al nucleo y el flagelo forma una pequefia membrana ondulante. El
cinetoplasto es una mitocondria que ocupa gran parte del citoplasma. Los
epimastigotes se encuentran en el intestino del transmisor y dan lugar a los
tripomastigotes metaciclicos. También se pueden observar en los medios de
cultivo.
Tripomastigotes: son formas no replicativas que presentan un cuerpo flagelado y
alargado (20 a 25um de longitud). Presentan un gran nuacleo vesiculoso,
cinetoplasto subterminal posterior al nicleo. Del cinetoplasto emerge la membrana
ondulante que recorre el cuerpo del parasito a lo largo saliendo libre en la porcién
anterior. A este estadio se le encuentra en la sangre de los mamiferos y en el
intestino posterior del vector donde se le conoce como tripomastigote metaciclico
gue es la forma infectante para los mamiferos como el hombre y otros animales.
Promastigotes: son formas flageladas y alargadas (20 a 25 um de longitud) en las
gue el cinetoplasto se localiza en la porcion anterior y lejano al nucleo del cual
emerge el flagelo sin formar membrana ondulante sale libre por la porciéon anterior
del cuerpo y es de duracién fugaz.
Amastigotes: son formas redondeadas (2 a 2.5 nm) sin flagelo libre pero al
microscopio electronico se ve el flagelo dentro de una bolsa, ademas presenta un
gran nucleo y cinetoplasto. Esta fase morfoldégica se encuentra dentro de las
células del huésped mamifero y son formas replicativas (Beaver etal. 1994) .
Otras estructuras internas que componen a T. cruzi son: el reticulo
endoplasmico y las vacuolas como los acidocalcisomas, donde se almacenan
fosforo, Ca2+, Mg2+, Na2+ y Zn2+, Cl-, y K+ (47); los glicosomas que almacenan
catalasa y otras enzimas; y los reservosomas donde también se almacenan

enzimas como la cruzipaina (Soareset al. 1987).

3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. cruzi lo iniciamos cuando el insecto vector ingiere
sangre de un hospedero infectado con tripomastigotes sanguineos. Al llegar éstos



al intestino medio del insecto se multiplican por fisién binaria longitudinal (Tayler et
al. 2001). Tres o cuatro semanas después, aparecen los tripomastigotes
metaciclicos en el intestino posterior del triatomino. Cuando un insecto infectado
se alimenta de un huésped no infectado ingiere sangre en volumen varias veces
mayor que su peso corporal por lo que el contenido intestinal es desplazado y
obliga al insecto a defecar en la piel o mucosas cercanas al sitio de la picadura.
Esto induce prurito intenso, favoreciendo el rascado del huésped y promoviendo la

penetracion de los tripomastigotes en la piel (Fig. 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi.

Los tripomastigotes pueden ser fagocitados o penetrar activamente en las
células del sistema reticuloendotelial, donde se transforman en amastigotes
intracelulares y se multiplican por fisién binaria, hasta llenar la célula. Cuando ésta
se lisa se liberan tripomastigotes que infectan células vecinas o pasan a la
circulacion sanguinea diseminandose por todo el organismo y estableciéndose en

los tejidos u o6rgano blanco, dependiendo del tropismo de la cepa (Beaver et

al.1994).



4. Respuestainmune en la tripanosomiasis americana

La resistencia del huésped a la enfermedad de Chagas experimental
depende tanto de la inmunidad innata como de la adquirida. La persistencia del
parasito probablemente depende de una combinacién de factores que incluyen la
liberaciébn de moléculas que inducen supresion de células T, activacion policlonal
de linfocitos y apoptosis de las células del huésped (Dos Reis 2005).

El papel de los receptores Toll-like (TLRS) en la infeccion por T. cruzi ha
sido investigado. Los tripanosomas expresan diferentes moléculas que pueden
funcionar como ligandos para TLRs asi, mucinas unidas a glicofosfatidil-inositol
(GPI) activan macroéfagos a través de TLR2, y los glicoinositol fosfolipidos unidos a
GPI interactian con los TLR4 (Campos et al. 2001; Oliveira et al. 2004). Ratones
deficientes en TLR-2 montan respuestas inflamatorias reducidas hacia mucinas
ancladas a GPI, aunque las respuestas hacia los parasitos completos permanecen
intactas al igual que la resistencia a la infeccion in vivo. Sin embargo, los ratones
gue arecen de proteinas adaptadoras como MyD88 de la familia de los TLR,
montan respuestas inflamatorias deficientes hacia los parasitos completos y
presentan parasitemias mas altas y mortalidad acelerada. Estos hallazgos
confieren un papel crucial a TLRs no identificados en las respuestas pro-
inflamatorias y en la resistencia a la infeccién por T.cruzi (Campos et al. 2004).

Por otro lado, el DNA de T. cruzi induce la proliferacion de células B y la
secrecion de IL-12, TNFa y 6xido nitrico de macréfagos (Shoda et al. 2001).

Los cardiomiocitos también participan de manera importante en la
inmunidad hacia T.cruzi ya que, cuando son infectados in vitro secretancitocinas
pro-inflamatorias y quimiocinas, que atraen a mas células leucocitarias para
controlar la replicacion del parasito junto con la produccién de oxido nitrico, lo cual
podria explicar, entre otros factores, el importante dafo inflamatorio que se

observa en esta enfermedad (Machado et al.2000).



4.1 Respuesta inmune humoral

Los anticuerpos son muy importantes en el curso de la infeccion por T.cruzi
(Tarleton 1997). Los anticuerpos colectados durante la fase crénica inducen lisis
del parasito en presencia en complemento in vitro y disminuyen la parasitemia
cuando son inyectados junto con tripomastigotes en ratones normales por lisis y/o
opsonizaciéon (Brener et al. 1990; Umekita et al. 1998; 2000). Los anticuerpos con
actividad litica aparecen tempranamente en la fase aguda de la infeccién mientras
gue los anticuerpos opsonizantes son detectados tardiamente en la fase aguda y
en la fase cronica (Kretti et al. 1979). La opsonizacion puede ser soélo con
anticuerpos o también con fragmentos del factor C3 del sistema del complemento
(Mota et al. 1989; Umekita et al. 1988).

La infeccion por T. cruzi induce una activacion policlonal de linfocitos B con
hipergamaglobulinemia hacia antigenos no relacionados (Sajid et al. 2002
McKerrow et al. 1993). Los anticuerpos inducidos durante la infeccién participan
en fendbmenos autoinmunes que se han relacionado con los dafios que se
producen en el tejido cardiaco como la miocarditis aguda que esta acompafada de
auto-anticuerpos contra la miosina (Roitt et al. 1998). También se han detectado
anticuerpos inducidos contra proteinas P ribosomales que estimulan los
adrenoreceptores 31 produciendo arritmias cardiacas en ausencia de reacciones

inflamatorias (Lopez-Bergamik et al. 2001).

4.2 Respuesta inmune celular

La respuesta inmune mediada por células participa de manera importante
en la infeccién por T. cruzi tanto en la fase aguda, como en la crénica. Durante la
fase aguda de la infeccién, las células T CD4" y CD8" han sido descritas como
importantes mediadores de la nmunidad adquirida (Tarleton 1995), durante la
fase cronica de la enfermedad también es importante la respuesta inmune
mediada por células ya que favorece que las parasitemias se encuentren en

niveles muy bajos (Morato et al. 1986).



La activacion y diferenciacion de linfocitos TCD4" y CD8" son requeridas
para el control de la infeccion (Dos Reis 1997) Los linfocitos T CD8" juegan un
papel importante en la resistencia a T. cruzi ya que la disminucién de estas
células aumenta la susceptibilidad en ratones. Algunos antigenos del parasito que
son liberados dentro de la célula son presentados a los linfocitos T CD8" a través
de moléculas del MHC clase | (Rodriguez 2003). Un estudio reciente muestra que
los linfocitos T CD8" provenientes de musculo vy tejido cardiaco de raton infectado
con T. cruzi expresan un fenotipo de células de memoria activadas que son
disfuncionales comparadas con los linfocitos T CD8" esplénicos. Este defecto es
una posible explicacion para la persistencia del parasito que se observa en tejidos
no linfoides (Levey et al. 2003). Los linfocitos T CD4* Thl que se producen son
efectivos para activar macrofagos y asi eliminar formas intracelulares de parasito
(Rodriguez et al. 2000).

Las células dendriticas tienen una funcion importante en la inmunidad hacia
T. cruzi ya que, capturan y presentan antigenos a los linfocitos T durante el curso
de la infeccion y liberan sefiales coestimuladoras para prevenir la muerte de
linfocitos T y dirigir su expansion clonal (Kelsall et al. 2002). Se ha observado que
durante la fase aguda de la infeccion, las células dendriticas se encuentran
inmaduras, aumentadas en numero y expresando bajos niveles de CD86
(Chaussabel et al. 2003); la infeccion también bloquea la maduracién de células
dendriticas inducida por LPS, disminuyendo la expresién de HLA-DR y CD40 (van
Overtvelt et al. 1999). La disminucién de moléculas coestimuladoras en células
dendriticas y en macréfagos ha sido considerada como un factor de
susceptibilidad ya que, macrofagos provenientes de cepas susceptibles de ratones
tienen una menor expresion de CD40 y de CD86 y macréfagos provenientes de
ratones resistentes producen IL-12, TNFa y 6xido nitrico (Planelles et al. 2003).
Mas aun, ratones deficientes de moléculas coestimuladoras como CD28 son
marcadamente mas susceptibles incrementandose la parasitemia y la mortalidad
(Miyahira et al. 2003). Se ha descrito que en células fagociticas infectadas con T.
cruzi esta inhibida la secrecién de citocinas como IL-12, TNFa e IL-6 (van
Overtvelt et al. 1999).



4.3 Respuestas Thly Th2

Se ha reportado una mezcla de citocinas Thl y Th2 en los compartimentos
linfoides y en los drganos blanco en infecciones experimentales con T. cruzi
(Zhang et al. 1996, de Diego 1997). Aunque la infeccion con T. cruzi produce
respuestas mixtas Thl1l/Th2, el balance de estas respuestas determina la
resistencia o susceptibilidad. Los neutréfilos parecen ser importantes en la
modulacién de estas subpoblaciones, ya que la eliminacion de estas células en
ratones susceptibles exacerba la infeccién por la disminucién de los niveles de
citocinas Thl (Chen et al. 2001).

El papel central del IFN? en el control de la infeccién por T. cruzi ha sido
ampliamente documentado (Hoft et al. 2000). Esta citocina activa a los
macréfagos para la produccion de éxido nitrico y de citocinas como IL-12 y TNFa e
induce la expresion de moléculas clase Il y coestimuladoras. La respuesta tipo
Th2 no es requerida para el control de la infeccibn mas aun, su presencia
contribuye a incrementar la persistencia del parasito y aumentar la severidad de la
enfermedad en la fase cronica de la infeccion (Tarleton et. al. 2000).

4.4 Inmunidad y Apoptosis

En la infeccion por T. cruzi se ha detectado la presencia de células
apoptdticas. Asi, el bazo de ratdn infectado con T. cruzi contiene gran cantidad de
células que estan sufriendo apoptosis, indicando que la muerte celular
programada (PCD) es un proceso que se lleva a caboin vivo (Lopez et al. 1995).

La apoptosis inducida por la infeccién de T. cruzi afecta tanto células de la
respuesta inmune como otros tipos celulares (Dos Reis et al. 2001). Se ha
descrito que en la fase aguda de la infeccion, la apoptosis de linfocitos B se
encuentra aumentada (Zufiga et al. 2000). Esta se induce mediante la interaccién
de Fas-FasL y se produce preferentemente en células B productoras de IgG
especificas en contra del parasito y no en contra de antigenos propios (Zufiiga et
al. 2002). Esto sugiere que el bloqueo de FasL podria favorecer la inmunidad

humoral en contra del parasito.

10



La apoptosis de las células T ocurre en mayor proporcion también durante
la fase aguda, tal vez como resutado de la activacién policlonal de linfocitos, y se
ha reportado que ocurre por la interaccion Fas-LFas (Nunes et al. 1998). Se ha
encontrado que una enzima de T. cruzi llamada transialidasa (TS) produce
apoptosis de timocitos in vivo, lo que probablemente explica la atrofia timica que
se produce durante la infeccién (Mucci et al. 2002). En la infeccién experimental
por T. cruzi, los linfocitos T CD4+ sufren de apoptosis (Van Parijs et al. 1996). Los
efectos del bloqueo de la apoptosis en linfocitos T CD8+ han sido investigados
debido a la importancia de estas células en la inmunidad contra T. cruzi. Asi, el
tratamiento de ratones infectados con una sustancia que bloquea la apoptosis de
los linfocitos T CD8+, permite la acumulacion de estas células con un fenotipo de
memoria, reduce la carga parasitaria y produce un efecto protector durante la
reinfeccion (Oliveriet al. 2002).

Por otro lado, la eliminacion de células apoptéticas por los fagocitos libera
mediadores anti-inflamatorios e inmunosupresores (Savill et al. 2002) y exacerba
la replicacion de los parasitos en los macréfagos a través de vias bioquimicas que
involucran integrinas, PGE2, la produccion de TGFR1, la induccion de ornitina
descarboxilasa y la produccion de poliamina. De tal forma que, el tratamiento con
aspirina e indometacina, que son inhibidores de la ciclooxigenasa, reducen
marcadamente la parasitemia. La produccion de TGF-3 también inhibe la
produccion de oOxido nitrico en macrofagos infectados que fagocitan células
apoptéticas (Freire-de-Lima et al. 2000, Nunes et al. 1998). La activacion del
macroéfago inducida por las células apoptoticas es similar a la activacion alterna
inducida por las citocinas Th2 y cruzipaina (Stempin et al. 2002). Estos resultados
sugieren que la eliminacidon de células apoptéticas inactiva a los macréfagos y
favorece la persistencia del parasito. En contraste con lo anterior, se ha reportado
gue la eliminacién de las células apoptéticas puede promover la liberacion de
citocinas pro-inflamatorias como TNF-a siempre y cuando, las células fagociten
simultaneamente células apoptéticas y ligandos para TLR (Lucas et al. 2003).

Por otro lado, la infeccién por T. cruzi inhibe la apoptosis en fibroblastos y

los parasitos o la cruzipaina inhiben o retrasan la apoptosis de cardiomiocitos
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fetales en condiciones experimentales (Heussler et al. 2002, Aoki et al. 2004). Sin
embargo, otro estudio ha demostrado que aunque los fibroblastos infectados
resisten la apoptosis, los cardiomiocitos y macrofagos la sufren; de hecho, la
apoptosis en cardiomiocitos ha sido detectada in vivo en ratones (De Souza et al.
2003)y en perros infectados (Zhang et al.1999).

Los antigenos propios que se derivan de células apoptoticas son
presentados por los fagocitos a las células T, lo que da como resultado la
produccion de clonas auto reactivas (Savill et al. 2002). Con la informacion
anterior, se ha propuesto un modelo para explicar el dafio cardiaco producido por
T.cruzi, donde los cardiomiocitos infectados que sufren apoptosis son fagocitados
por células dendriticas, las cuales procesan y presentan antigenos del parasito y
propios a los linfocitos T efectores. Estos linfocitos CD4+ y CD8+ que reaccionan
en contra de epitopes parasitarios y propios (cardiacos), sufren expansion clonal y
se diferencian en células T activadas que posteriormente, circulan al corazén
donde producen inflamacion y dafio tisular (Zhang et al. 1999; Hoffman et al. 2001,
Meier et al. 2002; de Souzaet al. 2003).

5. Regulacion de la respuesta inmune por parasitos.

Los parasitos han desarrollado mecanismos para evadir la respuesta
inmune del huésped de una manera efectiva. Dependiendo del parasito, los
mecanismos pueden ser fisicos 0 bioquimicos (moléculas que alteran la respuesta
inmune).

5.1 Mecanismos fisicos.

Los nematodos por ejemplo, tienen una cuticula extracelular gruesa o
sufren de la pérdida de la membrana externa evitando el ataque celular t6 xico
producido por los neutréfilos. Algunas especies de protozoarios como Entamoeba
histolyitica y algunos helmintos como Trichinella spiralis forman quistes
protectores mientras que, otros gusanos adultos como Onchocerca volvulus

inducen la acumulacion de colagena formando nédulos alrededor de ellos. Adn



mas, algunos neméatodos y gusanos intestinales son protegidos de la respuesta
inmune del huésped simplemente por permanecer en el intestino (Roitt et al.
1998).

La adaptacion a una vida intracelular que algunos protozoarios como
Leishmania mexicana, T. cruzi, Toxoplasma gondii y algunas especies de
Plasmodium han adquirido, es otro de los mecanismos més simples de evasion de
la respuesta inmune humoral y celular (Sacs et al. 2002).

Otros parasitos como Taenia taeniaeformis y Taenia crassiceps tienen
receptores Fc para la IgG que pudieran estar involucrados en la endocitosis de
inmunoglobulinas observada en estos parasitos (Hayunga et al. 1989; Kalinna et
al. 1993; Ambrosio et al. 1994).

5.2 Moléculas del parasito que alteran la respuesta inmune
5.2.1 Variacion antigénica

La variacion antigénica se refiere a los cambios que sufren las proteinas de
superficie de algunos parasitos cuando éstos pasan de un estadio a otro durante
su ciclo bioldgico, por lo tanto, la respuesta que se establece ante uno o varios
antigenos no seré efectiva cuando el parésito pase a la siguiente fase del ciclo
biolégico. P. falciparum, por ejemplo, cambia sus antigenos de superficie cuando
pasa de una fase a otra en el ciclo biolégico ademas, un antigeno que se
encuentra en la superficie del esporozoito (CSP) que contiene varias repeticiones
en tandem promueve una respuesta humoral no especifica (Ramasamy 1998).
Ademas tiene otra proteina de superficie PFEMP-1 que sufre variaciones clonales
con alta frecuencia (Reeder et al. 1996). El antigeno VSG de Trypanosoma brucei
es una glicoproteina variante de superficie que tiene un amplio repertorio de genes
gue la codifican (mas de 1000). Los individuos infectados con este parasito
muestran picos de parasitemia expresando diferentes antigenos de superficie a
diferentes tiempos. Para cuando el huésped produce anticuerpos en contra del
primer tipo antigénico (VSG1) una nueva generacion de parasitos antigénicamente
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distintos se esta reproduciendo (VSG2), y asi sucesivamente (Van der Ploeg
1987).

5.2.2 Moléculas inhibidoras del sistema inmune

La inmunosupresién que se observa en algunas parasitosis puede ser
inducida por factores que causan dafio directo a las células o tejidos linfoides, en
este sentido podemos mencionar al factor linfotoxico de T. spiralis. Ademas,
gusanos cilindricos y planos son capaces de secretar prostaglandinas que también
actuan como supresores de las reacciones inflamatorias (Roitt et al. 1998).

Durante la infeccién por P. falciparum se ha observado disminucion de
células T circulantes. Esto puede deberse a que en esta infeccion hay disminucién
en la respuesta linfoproliferativa y en la produccion de citocinas por las células
mononucleares cuando son estimuladas con antigenos del parasito (Riley et al.
1988). Este efecto puede ser revertido con la adicion de indometacina, lo que
sugiere que los macrofagos pudieran estar secretando prostaglandinas (Riley et al.
1989) o que las proteinas de fase aguda, al unirse a las células linfoides, inhiban

la proliferacion de linfocitos (Cheres et al. 1984).

La liberacion de enzimas como moléculas inhibidoras es otro mecanismo
para evadir la respuesta inmune del huésped. Algunos gusanos planos previenen
el ataque celular mediante la secrecion de un inhibidor de la elastasa o por medio
de la liberacion de enzimas que interfieren con los mecanismos microbicidas. O.
volvulus, por ejemplo, libera superdoxido dismutasa, enzima que interfiere con el
estallido respiratorio (Brophy et al. 1992). Asi mismo, proteinas de superficie de
Leishmania donovani (LPG y gp63) inhiben el estallido respiratorio a través de una
activacion anormal de la protein cinasa C y reducciéon de la traslocacion a la
membrana, mas aun también estan involucrados en la eliminacion de

intermediarios del oxigeno (Giorgone et al. 1996).

Trofozoitos de E. histolytica, también inhiben el estallido respiratorio de los

monocitos, a través de un factor inhibidor de la locomocién (Rico et al. 1995).
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Taenia taeniaeformis produce un inhibidor de serina-proteasa llamado
teniastatina, que, entre otras funciones, disminuye la proliferaciéon de linfocitos
(Leid et al. 1987).

5.2.3 Moléculas del parasito que afectan la produccién de citocinas.

La permanencia de los parasitos en el huésped también es favorecida por la
polarizacion de la respuesta de los linfocitos T hacia subpoblaciones Thl o Th2
debida a la produccién de citocinas especificas inducida por ellos mismos
(Talamas-Rohana et al. 1995; Darji et al. 1996).

Se ha reportado, en modelos experimentales, que macrofagos infectados
con E. histolytica liberan prostaglandina E2 (PGE2) que inhibe la liberacion de
citocinas Thl como IL-2 e IFN? por las células T (Betz et al. 1991). Asi mismo, las
prostaglandinas liberadas por los metacéstodos de Taenia taeniaeformis
disminuyen la inflamacion y la secrecién de IL-1 e IL-2 polarizando la respuesta
hacia la produccién de citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL10 e IL-13) (Leid et al.
1983; Maizels et al. 1993)

El factor de metacéstodo de Taenia solium (FM), ribonucleopéptido de bajo
peso molecular que tiene caracteristicas inmunoreguladoras, inhibe la produccion
de citocinas como IL-2, IFN? e IL-4 en células esplénicas de raton y de TNFa por
macréfagos estimulados con LPS e IFN-? (Archavaleta et al. 1998). Mas auln, se
ha reportado que ratones implantados con metacéstodos de T. solium tienen
disminuida la produccion de IL-2 e IL-4 de células CD8+ y que, ratones
expuestos al factor de metacéstodo de T.solium, presentan disminuida la

produccion de IL-2 en CD4+ y de IFN-?, IL-2 e IL-4 en CD8+ (Hernandez et al.
2005).

Trypanosoma cruzi evade la respuesta inmune mediante la modulacion de
citocinas a nivel transcripcional ya que, como ha sido descrito, presenta una
mucina de superficie (AgC10) que puede unirse a los macréfagos e inducir la
secrecion de IL -1 pero no la de IL-12 o TNFa, que son consideradas citocinas
protectoras en la enfermedad de Chagas (de Diego 1997). Este parasito también

promueve la secrecion de IL-10 y TGFR en macrofagos infectados que inhiben la
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produccion y los efectos de la IL-12 (Silva et al. 1998). Asi mismo, promastigotes
metaciclicos de Leishmania major suprimen activamente la expresion de IL-12 en

monolitos, a nivel transcripcional (Carrera et al. 1996).

En modelos murinos, un antigeno de superficie de P. falciparum mimetiza
los efectos de la hormona insulina reduciendo los niveles de glucosa e
incrementando la sintesis de TNFa e IL-1 en macrofagos, lo que promueve el
aumento de proteinas de fase aguda. También se han identificado homdlogos de
la timocina 1 (hormona timica que modula la diferenciacion de células T) en
proteinas de P. falciparum lo que sugiere que puede interferir con el desarrollo de

una efectiva inmunidad celular (Shofield et al. 1993)

5.2.4 Antigenos del paréasito que alteran la respuesta humoral

Algunos parasitos utilizan mecanismos que interfieren con la respuesta
humoral por ejemplo, proteinas de superficie, como la MSP-1 que presenta P.
falciparum en la fase de merozoito, induce sintesis de “anticuerpos blogueadores”
gue evitan la unién de los anticuerpos con capacidad inhibitoria real (Holder et al.
1999). Se ha descrito en ratones infectados con T. cruzi, activacion policlonal de
células B con la produccion de IgM principalmente (Garcia et al. 1997) y la
presencia de grandes cantidades de células B productoras de inmunoglobulinas
gue no reconocen antigenos parasitarios pero que si se unen a antigenos del
huésped (Minoprio et al.1988, Spinella et al. 1990).

Otros parasitos como E. histolytica, liberan proteasas capaces de digerir
IgA e 1gG. (Que et al. 1997), T. cruzi y T. solium que también producen proteasas
gue degradan IgG (Botempiet al. 1990; White et al. 1992).

Algunos parasitos presentan antigenos en su superficie que al unir
anticuerpos los endocitan como en el caso de T. taeniaeformis y T. crassiceps
(Hayunga et al.1989; Ambrosio et al. 1994).

5.2.5 Moléculas de parasitos que alteran la funcion del complemento
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Otro mecanismo de evasion de la respuesta inmune es la regulacion de los
componentes del complemento evitando asi el efecto litico del mismo. E.
histolytica contiene moléculas reguladoras que inactivan mediadores del C3a y
Cbha (Gutierrez et al. 1997) y ademas tiene una sofisticada estrategia para evadir
anticuerpos y el efecto litico del mismo por el complemento a través de permitir
gue los anticuerpos depositados en su superficie se acumulen en una region y

sean eliminados como agregados moleculares (Capping) (Calderon et al. 1986)

Taenia taeniaeformis  tiene una moléculas de superficie como la
teniastatina que inhibe la activacion del complemento (Leid et al.1987), y
polisacéridos sulfatados que, al ser secretados, activan y consumen el
complemento a distancia (Letonja et al. 1983). T. cruzi, también posee moléculas
como T-DAF, gp58/68 y gp160 con propiedades anti-complementarias (Fisher et
al. 1988).

5.2.6 Factores de los parasitos que alteran moléculas de MHC y funciones

fagociticas.

Algunos parasitos intervienen con las funciones intracelulares de las células
fagociticas con la finalidad de evitar el atague enzimatico y prolongar su estancia
dentro de las células, y alteran las moléculas del MHC evitando que se establezca
una respuesta inmune especifica. Por ejemplo, Leishmania inhibe la formacién del
fagolisosoma en las células fagociticas (Sorensen et al. 1994; Desjardins et al.
1997) ademas de que en macréfagos infectados previene la apoptosis (Letonja et
al. 1983; Reiner et al. 1987; Locksley et al. 1993).

Trypanosoma cruzi también escapa de la accion proteolitica de los
fagolisosomas inhibiendo la formacion del mismo en las células fagociticas (de
Diego 1997)

En macrofagos murinos tratados con antigenos de E. histolytica se reduce
la produccion de moléculas asociadas a la regién | del MHC (moléculas la)
inducidas por IFN-?, (Wang et al. 1995) igualmente componentes de superficie de

Leismania, como los glicoinositolfosfolipidos, inhiben la expresion de noléculas
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clase | y Il del MHC (Reiner et al. 1987).También se ha reportado que algunos

esquistosomas absorben moléculas del MHC del huésped (McKerrow 1989).
5.2.7 Produccion de enzimas

La produccion de enzimas por bs parasitos es un mecanismo que utilizan
para evadir la respuesta inmune del huésped ya que como se ha mencionado
anteriormente estas enzimas participan en la degradacion de inmunoglobulinas y
otras moléculas similares, la induccion de citocinas reguladoras a favor del
parasito, la activacion policlonal inespecifica de células B y en la inhibicion de

intermediarios de oxigeno asi como de mediadores quimicos.

6. Proteasas

Las proteasas o péptido hidrolasas son enzimas que hidrolizan enlaces
amida en proteinas y péptidos oligoméricos. Las proteasas se han identificado en
practicamente todos los sistemas biolégicos desde virus hasta vertebrados y se ha
reportado que son excelentes catalizadores ya que pueden degradar mas de un
millon de enlaces peptidicos por segundo. Las proteasas pueden ser clasificadas
basandose en su habilidad para hidrolizar los grupos amino o carboxilo terminales
(exopeptidasas) o internos (endopeptidasas) del substrato. También se les ha
clasificado segun su mecanismo catalitico utilizado durante el proceso hidrolitico.
Los principales tipos cataliticos son serina, treonina, aspartato, metalo y cisteina
(McKerow 1989 ; Barret 1994).

En los parésitos, las proteasas han sido estudiadas ampliamente ya que
participan en funciones biolégicas muy especificas tales como la invasion celular,
la salida del parésito de la célula, el enquistamiento y desenquistamiento, la
citoadherencia, el catabolismo de las proteinas del huésped (nutricion), la
diferenciacion y progresion del ciclo celular, y en la evasion de la respuesta
inmune.

Méas aun, debido a su importancia, actualmente se producen farmacos

inhibidores de proteasas como tratamiento para algunas de estas parasitosis y las
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proteasas también se han utilizado para la elaboracion de vacunas (McKerrow
1999; McKerrow et al. 1999; Selzer et al.1999).

6.1 Funciones bioldgicas de las proteasas en parasitos.
Como ya hemos establecido, las funciones biolégicas de las cisteina-
proteasas son muy diversas y algunas de ellas son indispensables para la

supervivencia del parasito.

6.1.1 Invasion celular.

La invasién es una funcién que realizan algunos parasitos que tienen uno o
mas estadios intracelulares durante su ciclo de vida asi, se ha documentado que
P. chabaudi contiene entre varias serina-proteasas, una llamadas P68 que se
encuentran en la superficie de esquizontes y merozoitos, esta enzima
probablemente participa en el proceso de invasion (Breton et al.1992). Se ha
reportado que serina-proteasas de T. gondii estan implicadas en los procesos de
invasion (Conseil et al.1999). También, proteasas de cisteina de E. histolytica han
sido implicadas en la invasion y en la destruccion celular (Que et al. 2000) y las de
T. vaginalis invaden el epitelio vaginal mediante la degradacion de mucinas
(Lehker et al.1999).

6.1.2 Nutricion.

La degradacion de proteinas exdgenas es otra funcion que requiere la
utilizacion de proteasas. Las dos proteasas mejor caracterizadas por su actividad
enzimatica y capaces de digerir la hemoglobina son la catepsina B-1 de S.
mansoni y la falcipaina 2 de P. falciparum (Ghoneim et al. 1995).

Por otro lado, catepsinas Ls provenientes de Fasciola hepatica intervienen
en la degradacion de proteinas del huésped y los productos de esta degradacion
después son utilizados para su metabolismo y produccion de huevos (Tort et al.
1999).

6.1.3 Enquistamiento y Desenquistamiento .
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Estas estrategias las utilizan algunos parasitos para la supervivencia fuera
de su huésped. Los quistes son transmisibles y son adquiridos por via oral. Para
comenzar su ciclo de vida y replicacion en el nuevo huésped, los parasitos tienen
que salir del quiste, proceso llamado desenquistamiento. Las proteasas son
requeridas para la formacion de los quistes y para la salida de protozoarios y
helmintos que emergen de quistes protectores, cuticulas o huevos. Por ejemplo,
Cryptosporidium parvum contiene un aminopeptidasa que es requerida para la
salida de los esporozoitos del ooquiste (Okhuysen et al. 1996). Giardia lamblia
requiere de una cisteina-proteasa de para la formacion y ruptura de sus quistes
(Ward et al.1997) y Onchocerca volvulus para el proceso de muda en los estadios
de L3 (Lustigman et al.1996).

6.1.4 Participacion de las proteasas en la Evasion del Sistema Inmune .

La evasion es otra funcién que ha sido descrita para las proteasas en
parasitos. Por ejemplo, se ha propuesto que una catepsina L de Fasciola hepatica
pudiera estar implicada en la induccién de citocinas tipo Th2 en células esplénicas
de ratén (O’'Neill et al. 2000) y que pueden hidrolizar inmunoglobulinas previniendo
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y eosinofilos (Carmona et al.
1993). También se ha reportado que las cisteina-proteasas producidas por el
metacéstodo de T. solium tienen la capacidad de degradar moléculas de superficie
como CD4 (Molinari et al. 2000) e inducir apoptosis en linfocitos (Tato et al. 2004)
y que la cruzipaina de T. cruzi (cisteina-proteasa) degrada las IgG evitando la
activacion del complemento en su superficie y la opsonizacion (Botempi et al.
1990).

6.1.5 Mecanismos de Patogénesis.

Las cisteina-proteasas se han relacionado con la patogénesis de algunas
infecciones parasitarias. Por ejemplo, los tripanosomas africanos liberan estas
enzimas al torrente circulatorio causando agregacion plagquetaria que es una
complicacién de la infeccion por este pardsito (Troeberg et al.1996) y en

infecciones murinas por Leishmania mexicana mutantes para cisteina-proteasas



se ha observado que presentan lesiones menos severas que las producidas por

las cepas silvestres (Mottram et al.196)

6.2. Cisteina-proteasas

Las cisteina-proteasas son enzimas que requieren esencialmente de un
residuo de cisteina en el sitio activo para la hidrdlisis. Estas proteasas pueden
presentarse desde mondmeros de 10 kDa hasta complejos multiméricos de
cientos de kDa (Sajid et al. 2002).

Las cisteina-proteasas en los parasitos han sido ampliamente estudiadas
por su participacion en importantes funciones biol6gicas como las mencionadas
anteriormente. Por ejemplo, las cisteina-proteasas de T. brucei, T. vaginalis, P.
falciparum, E. histolytica, S. mansoni, y T. solium entre otros degradan proteinas
exdégenas como hemoglobina y colagena (McKerrow et al. 1993).

En infecciones con P. knowlesi, inhibidores de cisteina-proteasas reducen
el procesamiento de las proteinas antes de la lisis de los eritrocitos y causan
acumulacion de esquizontes tardios (Hadley et al. 1983). También cisteina-
proteasas de Strongyloides stercoralis en estadio L3 han sido implicadas en la
invasion tisular (Sajid et al. 2002) y las de Taenia crassiceps han sido asociadas
con la penetracion tisular (White et al. 1997).

Las cisteina-proteasas de G. liamblia son requeridas para la formacion y
ruptura de quistes (Ward et al. 1997) y en Paragonimus. westermani son
requeridas para el desenquistamiento de las metacercarias en el lumen intestinal
del huésped (Cheng et al. 1995), también cisteina-proteasas de Necator
americanus estan involucradas en la muda de las larvas L3. (Kumar et al. 1992).

Las cisteina-proteasa de muchos parasitos como T. vaginalis, T. foetus, E.
histolytica, G. liamblia, T. cruzi, F. hepatica, T.solium, T. crassiceps y Spirometra
entre otros, hidrolizan inmunoglobulinas (Sajid et al. 2002). Las cisteina-proteasas
de Leishmania degradan moléculas del MHC clase Il en los macréfagos, alterando
la presentacion de antigenos (De Souza et al. 1995), regulan la produccion de la
oxido nitrico sintasa (iINOS) en los macréfagos infectados, alterando sus funciones

microbicidas (Barral et al. 1993) e inducen la expresion de citocinas como IL-4 e
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IL-1, polarizando la respuesta hacia Th2 (Finkelman et al. 1992). Las cisteina-
proteasas de T. solium reducen moléculas de superficie como CD4 y CD8 en

linfocitos humanos (Molinari et al. 2000).

6.3 Proteasas de Trypanosoma cruzi.

En T. cruzi se han caracterizado distintas actividades proteoliticas, entre

ellas podemos mencionar a las cisteina, serina, treoninay metalo-proteasas.

6.3.1 Serina -proteasas

Se han descrito tres serina-proteasas en T. cruzi. La oligopeptidasa B con
peso molecular entre 150 y 200 kDa que participa en la penetracion de los
tripomastigotes en las células, activando mecanismos de sefializacion
dependientes de Ca?* (Ashall 1990, burleigh et al. 1995). La prolyl endopeptidasa
con peso de 80 kDa (Tc80) tiene actividad sobre la colagena tipo I, IV vy la
fibronectina por lo que su funcion biolégica es la degradacion de matriz
extracelular para la penetracion del parasito a los tejidos y la invasion celular
(Santana et al. 1997). Finalmente, la carboxipeptidasa (63 kDa), glicoproteina rica

en manosa, de la cual se desconoce su funcion biologica (Parussini et al. 2001).

6.3.2 Metaloproteasas

Se ha reportado, en estos parasitos, la expresion de dos metaloproteasas
unidas a la membrana que muestran variaciones en peso molecular desde 52Kda
hasta 62Kd y diferencias cualitativas en diferentes aislados y estadios del ciclo
biologico; Hasta ahora se desconocen sus funciones bioldgicas (Lowndes et
al.1996).

6.3.3 Cisteina-proteasas

Las cisteina-proteasas son las enzimas que han sido mejor estudiadas por
su importancia biolégica. La cruzipaina es la cisteina-proteasa mas abundante y

de mayor importancia biolégica que se encuentra en este parasito, se expresa en



todas las fases del ciclo biologico y puede expresar varias isoformas (Campetella
et al. 1990; Franke de Cazzulo et al. 1994).

Otra cisteina-proteasa que produce T. cruzi es una enzima del tipo
catepsina B, la cual tiene un peso molecular aproximado de 30 kDa y es
expresada en todos los estadios del parasito y hasta la fecha no se conoce su

funcion biologica (Garcia et al. 1998).

7. Cruzipaina

La cruzipaina pertenece a la familia de las papainas y también es conocida
como cruzaina o gp 57/51. Esta enzima tiene un peso molecular que puede variar
entre 35 y 60kDa dependiendo de las condiciones electroforéticas que se utilicen
para su estudio (Martinez et al. 1992). La cruzipaina es una glicoproteina (10% de
carbohidratos) con alto contenido de manosa, es estable a pH alcalino y es capaz
de autodegradarse produciendo complejos mixtos de pequefios péptidos y
fragmentos glicosilados (Cazzulo 1991; Hellman et al. 1991). También, contiene
un dominio C-terminal que sufre varias modificaciones postraduccionales y que le
confiere caracteristicas inmunodominantes (Cazzulo et al. 1997). Esta enzima es
codificada por una serie de genes dispuestos en tandem y es sintetizada como

una pre-pro-enzima g ue es procesada posteriormente (Campetellaet al. 1992).

El sitio catalitico de la cruzipaina estd compuesto de una sola cadena
polipeptidica de 215 aminoacidos plegada en dos dominios distintos que
interactian uno con el otro (Mc Grath et al. 1995). La cruzipaina, como otras
cisteina-proteasas es inhibida por compuestos o6rgano-mercuriales (66) y por
péptidos inhibidores como E-64 (Cazzulo et al. 1990), leupeptina, quimostatina y
antipaina (Botempi et al. 1984) y por inhibidores proteicos de la superfamilia de las
cistatinas. También las estefinas A y B, cistatina C humana, cistatinas de polloy L

kinindbgeno son fuertes inhibidores de esta enzima (Stoka et al. 1995).

La expresibn de cruzipaina es mas abundante en epimastigotes

(Campetella et al. 1990). Esta enzima se encuentra almacenada en los



compartimentos lisosomales incluyendo un organelo prelisosomal especifico de

los epimastigotes llamado reservosoma (Soares et al. 1992)

A)

B)

C)

D)

E)

Son funciones de la cruzipaina:

Ser una enzima esencial para el crecimiento y transformacién de los
parasitos, ya que se ha descrito que, inhibidores especificos de cruzipaina
bloguean la multiplicacion intracelular de los amastigotes (Meirelles et al.

1992) y disminuyen la metaciclogénesis (Bonaldo et al. 1991).

La cruzipaina también interviene en los procesos de invasién de los
tripomastigotes a las células del huésped mamifero (Souto-Padron et al.
1990).

La cruzipaina es capaz de inducir la produccion de péptidos
proinflamatorios como la Lys-bradiquinina por protedlisis directa del
quininégeno o indirectamente por activacion de precalicreina plasmatica
(Delneri et al. 1997) La degradacion del kininbgeno produce kininas de vida
corta que se unen a los receptores de bradiquinina en las células

fagociticas y que favorecen la endocitosis de los parasitos.

La cruzipaina interviene en la patogénesis de la cardiomiopatia Chagasica,
complicacion tardia de la enfermedad de Chagas, induciendo la produccién
de anticuerpos del tipo IgG2a anti-miosina (Giordanengo et al. 2000). Mas
aun, se ha reportado que la respuesta inmune humoral en contra de
epitopes expresados en la cruzipaina se relaciona con la severidad de la
enfermedad chagasica crénica (Duschak et al. 2001). Se ha sugerido la
participacion de la cruzipaina en los fendmenos autoimunes que estan

presentes durante el curso de la infeccion.

La cruzipaina participa en la evasion de la respuesta inmune ya que, se ha
descrito que induce activacion alterna de macrofagos J774 con la
produccién final de L-ornitina y urea bajo la regulacion de citocinas Th2, lo
gue permite un aumento en la actividad fagocitica con una actividad
microbicida disminuida (Freire de Limaet al. 2000).
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F) Como lo descrito para otras proteasas, la cruzipaina produce la
degradacion completa de las inmunoglobulinas humanas, principalmente
degradando el fragmento Fc (Botempi et al. 1990). Esta enzima es capaz
de degradar moléculas de anticuerpos unidas a la superficie del parasito
dejando los fragmentos Fab que, por un lado son incapaces de activar la
cascada del complemento, y por el otro, enmascaran antigenos para evitar

su destruccion por opsonizacion (Krettli et al. 1990).

G) Finalmente se ha descrito que la cruzipaina es capaz de activar las
procaspasas 3y 7 en una linea celular neuronal progenitora NT2 (Stoka et

al. 2001), lo cual sugiere gue esta enzima puede inducir apoptosis.
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OBJETIVO GENERAL

Con todos estos antecedentes, el objetivo de nuestro trabajo fue estudiar el
efecto de la cruzipaina sobre la expresion de moléculas de superficie de los

linfocitos T como CD4 y CD8 y en la induccion de apoptosis en estas células.

HIPOTESIS

Si la cruzipaina es capaz de degradar inmunoglobulinas humanas e induce
apoptosis en células neuronales entonces es posible que esta enzima pueda
degradar moléculas que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas
como CD4 y CD8 y que pueda inducir apoptosis en esbs tipos celulares

favoreciendo la permanencia del parasito en el huésped.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de epimastigotes de T. cruzi.

Se cultivaron epimastigotes de T. cruzi de los aislados Querétaro
(amablemente donado por el Dr. Jorge Tay), Veracruz, Ninoa y Brener
(amablemente donados por la Dra. Ingeborg Becker) en medio RPMI (Gibco,
Grand Island, New York) suplementado con 5 ml de solucién de antibiéticos (100
U/ml de penicilina y 25 mg de estreptomicina), 10ml de una solucién 200 mM de L-
glutamina (Sigma, St. Louis MO) y 10% de suero fetal bovino decomplementado
(Gibco) (RPMI completo) o en medio LIT (caldo de higado y triptosa)
complementado con 5 ml de solucion de antibioticos y 10% de suero fetal bovino.
Los cultivos se mantuvieron a 28°C hasta que la poblacién de parasitos alcanzo la
fase logaritmica de crecimiento. Para determinar la fase logaritmica, se realizaron
curvas de crecimiento de cada uno de los aislados de T. cruzi a partir de una
poblacion de epimastigotes de 5 x 10° parasitos/ml, midiendo la poblacién cada 24
h.

Determinacion de la infectividad de los diferentes aislados de Trypanosoma
cruzi en ratones CD1y Balb/c.

Se infectaron por via intraperitoneal a grupos de 2 ratones hembras, de 5-6
semanas de edad, de cada una de las cepas CD-1 y Balb/c con 5 x 10’
epimastigotes resuspendidos en 0.1 ml de solucion salina isoténica de los aislados
Querétaro, Veracruz, Ninoa y Brener. Se determinaron las parasitemias cada 24 h
en cada uno de los ratones de la siguiente manera: los ratones se sangraron por la
vena de la cola (10 pl) y la sangre se mezclé con cloruro de amonio 0.85% a una
dilucion 1:20 y se contaron los parasitos utilizando una camara de Neubauer. Con
los datos obtenidos en las lecturas se realizaron curvas de parasitemia de cada

uno de los animales de todos los aislados.
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Obtencion de extracto semi-purificado de epimastigotes deT. cruzi

Se obtuvo un extracto semi-purificado a partir de epimastigotes cosechados
en la fase logaritmica de crecimiento segun la metodologia descrita por Cazzullo
et al. (154). Antes de cosechar los parasitos, se determind la densidad de la
poblacién a partir de una alicuota de 10 pl que se mezclé con 190 pl de RPMI
completo y se contd en un hemocitometro. Los epimastigotes se separaron del
medio de cultivo por centrifugacién a 3,500 rpm/20 min/4°C, se lavaron con una
solucion de sacarosa 0.25 M que contenia 0.005 M de cloruro de potasio por
centrifugacion en las mismas condiciones y los epimastigotes se resuspendieron
en la misma solucion de sacarosa en una proporcioén 1:3. Con el fin de romper las
células, se realizaron tres ciclos de congelacion a -20°C y descongelacion y
posteriormente se centrifugaron a 14,000 rpm/15 min/4°C. El primer sobrenadante
se guardd y el sedimento se resuspendié con 150 o 200 pl de la misma solucion
de sacarosa y se centrifugé a 96,000 rpm/30 min/4°C. El sobrenadante se guardd
y el sedimento se desechd. Se realizaron experimentos con la mezcla de los dos
sobrenadantes y con el segundo sobrenadante solamente.

La mezcla de sobrenadantes y se centrifugé una vez mas a 96,000 rpm/30
min/4°C. El extracto se dializ6 contra una solucion amortiguadora de fosfatos
(PBS) durante 48 h utilizando una membrana de dialisis Spectra Por que permite

el paso de moléculas con peso menor a 14000 kDa.

Determinacién de la actividad enzimatica del extracto semi-purificado de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Primeramente se determind la concentracién de proteina del extracto
utilizando el método de Bradford (131) y se ajusté a una concentracion de 10 ug
de proteina/ 20 pl de PBS. Para detectar la actividad enzimatica del extracto de
epimastigote, se utilizd un substrato peptidico acoplado a 7-amino 4
trifluorometilcumarina (AFC) (Enzyme System Products, Livermore, CA, USA.). El
substrato contenia Z-Phe-Arg-AFC que permite detectar actividades de cisteina y
serina proteasas. Se incubaron 10 pg del Z-Phe-Arg-AFC (resuspendidos en 1 pl
de PBS) con 10 ug del extracto de epimastigotes y se ajustd el volumen a 200 pl
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con amortiguador de citratos 0.1 M, pH 4.9 suplementado con L-cisteina 15 mM y
la reaccion se incubd a 37°C en una atmosfera que contenia 5% de CO,. EI AFC
libre fue detectado fluorométricamente utilizando un Fluoroskan FL (Labsystems,
Finland) con una onda de excitacion de 405 nm y de emisién ce¢ 505 nm y
convertido a nanomoles. Las mediciones se realizaron cada 45 min. durante 5 h.

La actividad de serina proteasa en la mezcla de los sobrenadantes, se detecto
mediante la incubacién del extracto (1 ng) con Z-Phe-Arg-AFC en Tris-Hcl pH 8.9y
utilizando como inhibidor Pefabloc SC (4-2-aminoethyl-benzenesulfonyl

fluoride,hydrochloride) a una concentracion de 2 mM en el buffer de incubacion.

Ensayos deinhibicién.

Con la finalidad de corroborar la actividad especifica de cistiena proteasas
se realizaron ensayos de inhibicién tanto con la mezcla de sobrenadantes como
con el segundo sobrenadante. Se utilizd el inhibidor L-transepoxisuccinyl-L-
leucylamido (4-guanidino) butano (E-64) para determinar si la actividad enzimatica
contenida en el extracto correspondia a este tipo de proteasas. Se incubaron 20
ul de extracto de epimastigotes (10 ug) con 1.5 pl E-64 (1 x 10°M) a 37°C durante
45 min. Posteriormente, se agrego 1 pl del Z-Phe-Arg-AFC y se ajusto el volumen
a 200 pl con amortiguador de citratos 0.1 M, pH 5.5 suplementado con L-cisteina
15 mMy se incub6 durante 3 h a 37°C tomando lecturas cada 45 min. Para inhibir
la actividad de serina-proteasas se utiliz6 Pefabloc SC (2mM) en el buffer de
incubacién o6ptimo para serina-proteasas. Los resultados fue ron expresados como

porcentaje de inhibicion.

Estudio por electroforesis en geles de poliacrilamida del extracto de T. cruzi.

Con el fin de determinar los pesos moleculares de las proteinas que
contenian la mezcla de sobrenadantes y el segundo sobrenadante del extracto de
epimastigotes de T. cruzi, se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al
10% en presencia de SDS (Laemmli 1970). Se depositaron en los pozos

diferentes concentraciones de los sobrenadantes de epimastigotes y la



electroforesis se llevo a cabo a 100 V durante 1 h. Los geles se tifieron con nitrato

de plata (Pharmacia), se destifieron y se secaron para su analisis.

Determinacién de actividades enzimaticas presentes en el extracto de

epimastigotes de T. cruzi utilizando geles de poliacrilamida con gelatina.

Las actividades enzimaticas de los sobrenadantes del extracto de
epimastigotes se determinaron en geles de poliacrilamida al 10% con gelatina al
0.1% y en presencia de SDS sin 2-mercaptoetanol (Dowd 1984). Las muestras (3
pg/5 pl) se corrieron en las mismas condiciones de la electroforesis anterior (100
V, 1 h). Los geles se lavaron durante 30 min con amortiguador de citratos 0.1 M,
pH 55 que contenia 10 mM de 2mercaptoetanol y 2% de Triton X-100 y
posteriormente en amortiguador de citratos 0.1 M, pH 55 con 10 mM de 2-
mercaptoetanol y 0.05% de Tritbn X-100 durante 30 min. Finalmente, los geles
fueron incubados toda la noche en el mismo amortiguador de citratos pero sin
Tritbn X100 (amortiguador de incubacién) (Bonaldo et al.1991). Para nhibir la
actividad de cisteina-proteasa se agregd E-64 hasta tener una concentracion 5 pM
en el amortiguador de incubacion. Los geles fueron teflidos con azul de Coomasie
(10 min) y se destifieron con una solucion que contenia Isopropanol a 25% y
acido aceético 10% (solucion destefiidora). Los geles se analizaron utilizando un
transiluminador donde las zonas de actividad proteolitica se observaron sin tefiir.
Con la finalidad de investigar si el extracto contenia serina-proteasas se obtuvo un
segundo extracto de epimastigotes siguiendo la metodologia anteriormente
descrita modificando el ultimo paso mezclando los dos sobrenadantes residuales,
y se corrieron geles de gelatina en las condiciones anteriormente descritas, se
realizé el corrimiento de 3.8 pug de extracto semipurificado modificado, después los
geles fueron lavados con una solucion de Triton X-100 al 2.5% durarte 30 minutos
y se incubaron en un buffer que contenia 50 mM de Tris HCI pH 7.4, 40mM de
HCI, 200 mM de Na CI, 5mM de CaCl, y Tritdn X-100 al 0.2% durante toda la

noche. Posteriormente, los geles fueron teflidos con azul de Coomasie.



Obtencion de células de bazo de raton.

Linfocitos de bazo de ratén CD-1 fueron obtenidos mediante perfusion en
medio RPMI sin suero fetal (RPMI incompleto). Los linfocitos se lavaron por
centrifugacion a 1,500 rpm/10 min, con RPMI incompleto, y se resuspendieron en
1 ml de RPMI completo. Las células se depositaron sobre 3 ml de Histopaque
1077 (Sigma Diagnostics INC.) y se centrifugaron a 1,800 rpm/30 min. Se
recupero la interfase y las células se lavaron con RPMIincompleto a 1,500 rpm/10
min resuspendiéndose en 1 ml de medio RPMI incompleto, posteriormente se

contaron y se les determind la viabilidad.

Efecto de epimastigotes de T. cruzi sobre linfocitos T en cocultivos.

Con la finalidad de observar el efecto de los epimastigotes sobre linfocitos
T, se realizaron cocultivos de 1 X 10° linfocitos purificados de bazo de ratén con 3
X 10° epimastigotes provenientes de cultivo viables de T. cruzi en medio RPMI
incompleto y cocultivos de la misma cantidad de células y parasitos inhibidos con
E-64 a una concentracion de 5uM durante 3 h. Para comprobar la viabilidad de los
parasitos se realizaron pruebas con azul de Trypano (Boyse et al. 1964) y se
introdujeron a los experimentos controles libres de parasitos. Posteriormente las
células y parésitos fueron lavados por centrifugacion a 1500rpm y marcadas con
Anti-CD4 PE y Anti-CD8 FITC El efecto se midié por el porcentaje de linfocitos
CD4+ y CD8+ marcados por citometria de flujo en un equipo FASComp. Los
resultados fueron medidos como porcentajes de células marcadas CD4+ con PE y
CD8+ con FITC.

Efecto del extracto de epimastigotes en co-receptores de superficie de
linfocitos T CD4"y CD8",

La expresion de CD4" y CD8" en los linfocitos tratados y testigos fue
determinada por citometria de flujo en un FACS (Becton Dickinson). Alicuotas de
1x10° células en RPMI incompleto que contenia 15 mM de L-cisteina fueron

colocadas en cada uno de los pozos de placas de 24 (Costar). A un pozo se le
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agrego el segundo sobrenadante del extracto de epimastigotes resuspendido en 1
ml de PBS (3000 UFR), a otro pozo se le agregé la misma cantidad de
sobrenadante pero inhibido con 5 uM de E-64, a un tercer pozo se le agregé solo
E-64 (5 uM), y al ultimo pozo no se le agregd nada (testigo). El volumen de los
pozos se ajustd con RPMI incompleto en cada experimento para tener volimenes
iguales. Las placas se incubaron durante 3 h a 37°C en una atmésfera que
contenia 5% CO,. Posteriormente, las células se colocaron en tubos y lavaroncon
PBS por centrifugacion a 1800 rpm para eliminar los productos residuales y se
resuspendieron en 100 pl de PBS. Las células fueron tefiidas con anticuerpos
monoclonales anti-CD4 marcados con FITC y anticuerpos monoclonales anti-CD8
marcados con ficoeritrina (Becton Dickinson Immunocytometry Systems BDIS).
Las células testigo (incubadas solo en RPMI) se colocaron con anticuerpos
monoclonales irrelevantes anti-lgG2a. Las células CD4" se observaron en el canal
de fluorescencia FL1 y las CD8" en el canal FL2.

Para la calibracion del citdmetro, s utilizé un kit de perlas de calibracion
para programa FACSComp de dos colores que permite ajustar la sensibilidad del
instrumento y la fluorescencia de compensaciéon. Los detectores para FSC, SSC,
FL1 y FL2 fueron ajustados con los tubos que contenian los diferentes tipos de
testigo y la compensacion se realizé con los tubos testigo que contenian células
tefiidas con los anticuerpos FITC anti-CD4/ Pe anti-CD8. Las muestras fueron
adquiridas por triplicado (10,000 eventos/plot) y los resultados se expresaron
como porcentajes de células CD4" marcadas con FITC y CD8" marcadas con
Ficoeritrina (PE).

Deteccién de Apoptosis por el método del TUNEL en linfocitos de ratén
mediante citometria de flujo.

Se realizaron experimentos utilizando células de bazo de ratones CD-1
hembras de 5 semanas obtenidas por perfusion y purificadas con histopaque. Se
incluyeron como controles células en RPMI incompleto con 15 mM de L-cisteina y
células en RPMI incompleto y E-64 5 pM. Se incubaron 1x10° células con la

mezcla de los sobrenadantes del extracto de epimastigotes (3000 UFR), en otro



tubo experimental se incubaron la misma cantidad de células con la mezcla de los
sobrenadantes de epimastigotes inhibida con E64 (5 uM). Para determinar la
apoptosis se utilizd un estuche comercial de muerte celular in situ TUNEL (Roche).
Brevemente, las células se lavaron con PBS y se fijaron con 500 pl de
paraformaldehido al 2% durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacion,
posteriormente las células fueron lavadas por centrifugacion con PBS a 1800
rpm/10 min. Las células se resuspendieron en 50 pl de solucién permeabilizante
gue contenia 0.1% de Tritobn X-100 en 0.1% de citrato de sodio durante 2 min en
hielo. Nuevamente se realizaron 2 ciclos de lavado por centrifugacion a 1800
rom/10 min, luego se afiadieron a todas las muestras una mezcla de 2
componentes del estuche que son: la solucién de marcaje (mezcla de nucleétidos)
y solucion de enzimas (deoxinucleotidil-transferasa de timo de cabra), ambas se
incorporaron de la siguiente manera: 50 pl de la solucion de enzimas se afiadieron
a 450 ul de =lucion de marcaje segun el instructivo del fabricante. Controles
positivos y negativos fueron incluidos para cada experimento. Los controles
negativos se realizaron con una suspensién celular de linfocitos (1x10°) fijadas y
permeabilizadas previamente y con 50 ul de solucion de marcaje unicamente. Los
controles positivos se realizaron con la misma cantidad de células fijadas y
permeabilizadas con DNasa 1,1500 U/ml, en 50 mM de Tris-HCI, pH 7.5, 1 mg/ml
de BSA durante 10 min a temperatura ambiente para inducir la ruptura de las
hebras de DNA antes de los procedimientos de marcaje. Una vez realizado lo
anterior se lavaron todos los tubos experimentales por centrifugaciéon con PBS

(1800 rpm/10 min). Las células fueron analizadas por citometria de flujo.



RESULTADOS

Curvas de crecimiento de los 4 aislados de T. cruzi

Se realizaron curvas de crecimiento de los 4 aislados de T. cruzi con la
finalidad de determinar los tiempos en que se alcanzaba la fase logaritmica de
crecimiento de cada uno de los aislados. Se encontré que el aislado Querétaro
fue el que mejor crecié en el medio de cultivo, seguido por el Brener. Los
aislados Ninoa y Veracruz mostraron pobre crecimiento en las condiciones de
cultivo utilizadas. La mayor densidad de parasitos del aislado Querétaro se

alcanzo6 en el dia 10 y del Brener entre los dias 8y 9 (Fig. 2).
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Figura z. Curvas de crecimiento de 4 aislados de Trypanosoma cruzi. Se
determinaron las curvas de crecimiento durante 15 dias en RPMI completo y a
partir de un indculo de 5x10° epimastigotes de cada aislado. Se determind la
cantidad de parasitos cada 24 h. La linea roja muestra el crecimiento del
aislado Querétaro, la linea azul del Brener, la rosa del Ninoa y la verde del
aislado Veracruz.

34



Infectividad de los diferentes aislados de Trypanosoma cruzi en ratones
Balb/c y CD-1.

Una vez que se determind la fase logaritmica de crecimiento de los aislados
Querétaro, Veracruz, Ninoa y Brener, procedimos a evaluar la infectividad de
cada uno de ellos en 2 cepas de ratones, Balb/c y CD-1, que son consideradas
como cepas susceptibles. Se inocularon intraperitonealmente 2 ratones de
cada cepa con 5x10° epimastigotes de cada uno de los aislados de T. cruzi
(Querétaro y Veracruz). Los aislados Ninoa y Brener también se probaron en
las mismas condiciones experimentales sin embargo, ninguno de ellos produjo
infeccion en los ratones.

En los ratones Balb/c, el aislado Querétaro produjo una parasitemia
ligeramente menor que en los ratones CD-1 (Fig. 3). La muerte de los ratones
Balb/c ocurrié entre los dias 38 y 40 con una parasitemia de 2x10° en
comparacion con los ratones CD-1 cuya muerte se produjo entre los dias 28 y
30 con una parasitemia similar (2.5x10°).

El aislado Veracruz produjo parasitemias considerablemente menores en
ambas cepas de ratones comparados con es aislado Querétaro. En los ratones
CD-1, la parasitemia producida por el aislado Veracruz fue de 28x10°
parasitos/ml, y para los Balb/c fue de 10X10° en ambas cepas de ratén y los

animales sobrevivieron a la infeccion.
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Curvas de parasitemia en ratones Balb/c y CD-1
con diferentes aislados de Trypanosoma cruzi
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Figura 2 Parasitemia en ratones Balb/c y CD-1 de los aislados Querétaro y

Veracruz de Trypanosoma cruzi. Grupos de 2 ratones Balb/c y 2 CD-1 hembras de
5 semanas de edad fueron inoculados con 5x10° epimastigotes de uno u otro
aislado. La parasitemia se midié cada 24 h. La lineas rojas muestran la parasitemia
inducida por el aislado Querétaro en ratones CD-1, las lineas en color verde claro
muestran la parasitemia en ratones Balb/c con el aislado Querétaro, las lineas
negras muestran la parasitemia producida por el aislado Veracruz en ratones CD-1
mientras que, la linea verde intenso, la inducida por el mismo aislado en ratones
Balb/c.

Actividad enzimética del extracto de epimastigotes de T. cruzi

Basandonos en los resultados anteriores, se selecciond el aislado Querétaro de
T. cruzi para realizar los experimentos posteriores. Se cultivaron los
epimastigotes en RPMI completo hasta alcanzar la fase logaritmica de
crecimiento y se obtuvo un extracto de los pardsitos. La actividad enzimética de
los sobrenadantes del extracto s determin6 mediante fluorometria utilizando
un sustrato fluorogénico especifico para serina-proteasas y cisteina-proteasas
(Z-Phe-Arg-AFC). Los resultados se obtuvieron al cuantificar, mediante un
Fluoroskan, la cantidad de AFC libre dada por la hidrélisis de la enzima, para
corroborar la actividad de cisteina-proteasas se utilizé el inhibidor E-64. El 89%
de la actividad enzimatica observada en el segundo sobrenadante correspondio
a cisteina-proteasas ya que con E-64 esta actividad enzimatica disminuye su
actividad hasta un 11% (Fig. 4). Mientras que, la actividad enziméatica de la
mezcla de los sobrenadantes fue de 98% y al ser inhibida con E-64 la actividad

se redujo hasta 2%.
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Figura 4. Cinética de la actividad enzimatica del extracto de epimastigotes del aislado
Querétaro de Trypanosoma cruzi. A. Actividad del segundo sobrenadante (10 ng)
incubado con 1 ngy de Z-Phe-Arg-AFC en un amortiguador de citratos (0.1 M)
suplementado con 15 mM de L-cisteina a 37°C y 5% de CO,. B Actividad de la mezcla
de los sobrenadantes (1ng) con 1 ng de ZPhe-Arg-AFC en las mismas condiciones
gue el anterior. EI AFC libre fue detectado por fluorometria usando como longitud de
onda de excitacion 405 nm y de emision 505 nm. Las lecturas se realizaron cada 45
min. Las lineas rosa muestran la fluorescencia relativa que produjeron 10 y 1 ug de
proteina respectivamente del extracto de epimastigotes. Las lineas azules muestran la

fluorescencia relativa de la misma cantidad de enzima incubada con E-64 a una
concentracion de 5 uM.

El resto de la actividad enzimatica probablemente corresponda a otras
proteasas. La curva de la cinética enzimatica mostré que 10 ng del extracto
aumenta la actividad enzimatica respecto al tiempo de incubacion, y que
alcanza su pico maximo a los 180 min, disminuyendo posteriormente la

actividad enzimética.

Electroforesis en geles de poliacrilamida y SDS del extracto de
epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Se hicieron geles de poliacrilamida al 10% vy se tifieron con azul de Coomasie y
plata, para determinar el nimero de proteinas contenidas en el extracto semi-
purificado de epimastigotes. Se observaron al menos 7 bandas con pesos
moleculares desde 6 y hasta 200 kDa. Una de las bandas, la mas abundante,

tuvo un peso molecular de alrededor de 60 kDa, lo que sugiere que podia ser la
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cruzipaina tomando en cuenta los antecedentes en la literatura del peso y

abundancia de esta proteina.
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Figura 6 Electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS,
tefiidos con azul de Coomasie y plata. A) Mezcla de sobrenadantes del extracto de
epimastigotes, en el carril 1, 1.8 ng de proteina; y carril 2 2.7 ng de proteina. B)
Segundo sobrenadante del extracto de epimastigotes carril 1, 5 ng de proteina; carril 2
10 ng de proteina.
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Determinacion de las actividades enziméticas del extracto de
epimastigotes en geles de poliacrilamida en presencia de SDSy gelatina.
Se determinaron las actividades proteoliticas presentes en los extractos de
epimastigotes usando geles de poliacrilamida en presencia de SDS y gelatina.
En condiciones de pH = 4.9, se identificaron 6 bandas de actividad enzimatica
con diferentes pesos moleculares, una de ellas (50 kDa) mostré un patron de
hidrélisis muy marcado (Fig. 6, carril 1). Las otras bandas correspondian a
enzimas con pesos moleculares mayores (65-130 kDa). Estas actividades
corresponden a cisteina proteasas ya que fueron inhibidas E-64 como se pudo
observar en los ensayos de inhibicion (Fig.6, carril 2) y no por EDTA (Fig. 6,
carril 3).

PM 1 2 3 4

Figura 6. Actividades proteoliticas del segundo sobrenadante del extracto de
Trypanosoma cruzi aislado Querétaro detectadas en geles de poliacrilamida con SDS
y gelatina en condiciones de pH 5.5. En el carril 1 se muestra la actividad del extracto
(3 pg); en el carril 2, el efecto de la incubacion con el inhibidor E64 (inhibidor de
cisterna-proteasas); en el carril 3, el efecto de la incubacion con EDTA (inhibidor de
metaloproteasas); y en el carril 4, el efecto de la incubacion con ambos inhibidores.(E-
64, EDTA).

Cuando se realizaron las cinéticas de los sobrenadantes tuvimos un
remanente de actividad enzimatica que no fue inhibida por el E-64 y por lo tanto

no es cisteina-proteasa, por lo que buscamos actividades de serina proteasa
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gue digieren el mismo sustrato (Z-Phe-Arg-AFC) con condiciones 6ptimas para
estas enzimas (pH 8.5). En estas condiciones, se observaron 2 bandas de
digestion enzimatica (Fig. 7, carril 1), una de ellas fue inhibida con Pefabloc SC,
lo que indica que debe corresponder a una serina-proteasa (Fig. 7, carril 2). La
banda que muestra mayor actividad enzimatica debe corresponder a cisteina-

proteasa ya que en los otros geles fue inhibida por E-64 (Fig. 6, carril 2).

80kD —»

Figura 7. Actividades proteoltticas del extracto de Trypanosoma cruzi aislado
Querétaro detectadas en geles de poliacrilamida con SDS y gelatina en
condiciones de pH 8.5 En el carril 1, se muestra la actividad del extracto (3 pg); en
el carril 2, el efecto de la incubacion con Pefabloc SC (inhibidor de serina-
proteasas 2mM). La flecha muestra en el carrii 1 la banda de digestion
correspondiente a serina proteasa.

Efecto del co-cultivo de linfocitos de ratén CD1 con epimastigotes de
Trypanosoma cruzi sobre las poblaciones CD4"y CD8".

Se incubaron linfocitos de ratén CD-1 (1x10° con 300,000 epimastigotes
viables en RPMI incompleto durante 3 h. El efecto sobre CD4" y CD8" se midio
por citometria de flujo. Los resultados mostraron que ambas poblaciones de
linfocitos disminuyeron de manera importante por la presencia de los

epimastigotes. Tanto los linfocitos CD4" marcados con PE como los CD8"
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marcados con FITC mostraron una disminucion del 84% al ser expuestos a los
epimastigotes (Fig. 8), o que nos sugiri6 que moléculas producidas por los
parasitos estaban afectando a los linfocitos. Con el antecedente de que cisteina
proteasas de Taenia solium producian este efecto en linfocitos CD4+ humanos
(Molinari et al. 2000), decidimos obtener un extracto de epimastigotes con la
finalidad de determinar si el efecto que observamos se debia a las actividades

enzimaticas presentes en el parasito.
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Figura 18. Andlisis por citometria de flujo que muestra efecto de epimastigotes de T.
cruzi sobre poblaciones de linfocitos CD4" y CD8" de raton CD1. Se cultivaron 1 x 10°
linfocitos de bazo de raton con 3 x 10° epimastigotes viables durante 3 h. Los linfocitos
T CD4" marcados con PE se muestran en el cuadrante superior izquierdo, los linfocitos
T CD8" marcados con FITC se muestran en los cuadrantes inferiores derechos. Los
resultados se muestran como porcentajes de células marcadas de 10,000 eventos
adauiridos.

Actividad del extracto semi-purificado de epimastigotes en los co-
receptores CD4 y CD8de linfocitos T.

Se realizaron experimentos preliminares con la finalidad de observar si el
extracto de epimastigotes ejercia algun efecto sobre los co-receptores CD4 y
CD8 de linfocitos T de ratén. Los primeros resultados de citometria mostraron

gue la incubacion de linfocitos purificados de bazo con el extracto semi-
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purificado produjo una disminucién de células T CD4" (37%) y CD8" (34%). La
inhibicion de la actividad de cisteina proteasa con E-64 mostrdé una reversion

parcial del efecto observado, ya que se recuperd el numero de linfocitos CD4
en un 24% (de 19.7 a 23.8%) y el de CD8" en un 18% (de 8.2 a 10.3%) (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto del segundo sobrenadante del extracto de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi sobre linfocitos T CD4" y CD8'. Analisis por citometria de flujo
de 10000 eventos adquiridos en donde se muestran los porcentajes de células
CD4" y CDS8". Los linfocitos T CD4" marcados con FITC se encuentran en los
cuadrantes inferiores derechos y los linfocitos T CD8" marcados con PE, en los
cuadrantes superiores izquierdos. Testigo: linfocitos de bazo de ratén (1x10°) con
medio RPMI incompleto; Extracto: linfocitos (1x10") incubados con 100 pg de
extracto de epimastigotes (3000 UFR); y Extracto + E-64: linfocitos (1x107)
incubados con 100 pg de extracto/E-64 (5 niV).

Ya que no se observd la reversion total del efecto al incubar el extracto
con E-64 y que se ha descrito en la literatura que el E-64 es toxico, se investigd
la posibilidad de que este inhibidor tuviera algun efecto té xico sobre las células
de bazo. Con la finalidad de determinar si la concentracion de E-64 que se
estaba usando era toxica para las células, se realizaron experimentos similares
incluyendo un testigo adicional que consistio en la incubacién de los linfocitos
s6lo con E-64 (5 uM). Los resultados mostraron una disminucién del 23% para
ambas subpoblaciones, con una recuperacién del 96% para los linfocitos T
CD4" y de 85% para los linfocitos T CD8". El testigo con E-64 mostro valores
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similares a los observados en el testigo con linfocitos solos, por lo que
concluimos que a la dosis en que se estd usando el E-64 en estos
experimentos, no es toxico (Fig. 10) y que la disminucion de los linfocitos CD4"

y CD8" se debe en gran parte a la actividad de cisteina proteasas.
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Figura 10. Efecto del segundo sobrenadante del extracto de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi y del E-64 sobre linfocitos T CD4" y CD8". Andlisis por
citometria de flujo de 10000 eventos adquiridos en donde se muestran los
porcentajes de células CD4" y CD§". Los linfocitos T CD4" marcados con FITC se
encuentran en los cuadrantes inferiores derechos y los linfocitos T CD8"
marcados con ficoeritrina en los cuadrantes superiores izquierdos. Testigo:
linfocitos de bazo de ratéon (1x10") con medio RPMI incompleto; Extracto:
linfocitos (1x10") incubados con 100 pg de extracto de epimastigotes (3000 UFR);
Extracto + E-64: linfocitos (1x10") incubados con 100 pg de extracto/E-64 (5 mM);
y E-64: linfocitos (1x10") incubados con E-64 (5 uM).
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Induccién de apoptosis de linfocitos por el extracto semi-purificado de
epimastigotes de T. cruzi

Se determind la apoptosis inducida por la mezcla de sobrenadantes del
extracto de epimastigotes utilizando la técnica del TUNEL y se observo que la
incubacion de los linfocitos con el extracto indujo 40% de apoptosis (Fig. 11C),
en comparacion con el grupo testigo (Fig. 11A). Cuando la mezcla de
sobrenadantes fue inhibida con E-64 antes de la incubacion con los linfocitos
se observé que la apoptosis no disminuyd (Fig. 11D). Se incluyé un testigo en
el que, los linfocitos se incubaron solo con E-64 con el fin de excluir la
posibilidad de que la apoptosis observada se debiera a la toxicidad del
inhibidor. El inhibidor fue ligeramente téxico a la concentracion usada en estos
experimentos como se puede observar en la figura 11E. Debido a que el E-64
es un inhibidor de cisteina proteasas y a que la concentracion del inhibidor
usada es suficiente para inhibir la actividad de esta enzima utilizada en los
experimentos, es posible que la apoptosis sea inducida por otro componente
presente en los sobrenadantes como la actividad de serina proteasa.
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Figura 11. Apoptosis inducida en linfocitos de
ratones CD-1 por el extracto semi-purificado
de Trypanosoma cruzi. Linfocitos de bazo de
raton (1x10°% fueron incubados con extracto
semi-purificado (3500 UFR) durante 3h a
37°C y con 5% de CO,. La apoptosis fue
medida por el método del TUNEL. A:
Linfocitos (Control negativo); B: Linfocitos
tratados con DNAsa (Control positivo de la
reaccion); C: Linfocitos + Extracto semi-
purificado; D: Linfocitos + Extracto semi-
purificado previamente inhibido con E64; E:
Linfocitos + E-64.
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DISCUSION

Las cisteina-proteasas han sido descritas en gran cantidad de parasitos
tanto protozoarios como helmintos yse han relacionado con diferentes funciones
en sus ciclos de vida (McKerrow, 1989). Recientemente, se ha sugerido la
participacion de estas enzimas en la regulacién de la respuesta inmune del
huésped Botempi y Cazzulo 1990; White et al. 1992; Molinari et al. 2000; Tato et
al. 2004; Baig et al. 2005). A nivel experimental, se ha encontrado que las cisteina-
proteasas inducen apoptosis en células de una linea neuronal tumoral (NT2)
(Stoka et al. 2001) y en linfocitos humanos (Tato et al. 2004). En este trabajo,
reportamos el efecto de las actividades de cisteina- y serina- proteasas de
sobrenadantes de un extracto de Trypanosoma cruzi sobre poblaciones de
linfocitos T CD4" y CD8" in vitro.

Se probaron 4 aislados de T. cruzi (Veracruz, Querétaro, Ninoa y Brener) en
2 cepas de ratones (Balb/c y CD1) para determinar su infectividad. Se escogieron
estas cepas porque se ha descrito en la literatura que son susceptibles a la
infeccidn experimental con este parasito. Solo 2 de los aislados (Querétaro y
Veracruz) produjeron parasitemias importantes en ambas cepas de ratones en los
40 dias de observacion, siendo mas susceptibles los ratones CD-1. Los aislados
Veracruz y Ninoa no crecieron abundantemente en el medio RPMI. Por estas
razones, elegimos al aislado Querétaro para llevar a cabo nuestros experimentos y
la cepa de ratones CD-1 porque mostré ser la de mayor susceptibilidad.

La cruzipaina es producida por todas las formas de T. cruzi (Campetella et
al. 1990) sin embargo, su mayor produccidbn se observa en la fase de
epimastigote, que ademas son facilmente cultivados in vitro en medio de RPMI,
por lo que se usoO esta fase del parasito para obtener el extracto (Stempin et al.
2002). El extracto fue centrifugado y se obtuvo el primer sobrenadante y el
precipitado fue lavado una vez con una solucién de sacarosa y cloruro de potasio
por centrifugacion y se obtuvo el segundo brenadante. Los experimentos se

realizaron con la mezcla de sobrenadantes o con el segundo sobrenadante.



En los ensayos in vitro para medir la actividad enzimatica del extracto,
utilizando el substrato sintético Z-phe-Arg-AFC que es especfifico para cisteinay
serina proteasas, se encontré una importante actividad de cisteina-proteasas en el
segundo sobrenadante ya que, el 90% de esta actividad se inhibié con E-64, que
es un inhibidor especifico para este tipo de enzimas. En la mezcla de los
sobrenadantes encontramos el 98% de actividad de cisteina-proteasa. La
actividad que no se inhibié con el E64, pensamos que pudiera corresponder a
serina-proteasas que también se han descrito en estos parasitos (Santana et al.
1997). Con la finalidad de determinar cuantas actividades de cisteina proteasas
teniamos en los sobrenadantes, se realizaron geles de poliacrilamida con gelatina
de ambos sobrenadantes del extracto y los resultados mostraron que, el segundo
sobrenadante presentaba, al menos, seis actividades enzimaticas que
correspondian a cisteina-proteasas, ya que se inhibieron con E-64, una de ellas, la
mas abundante y con peso molecular aproximado de 60 kDa debe corresponder a
la cruzipaina, la principal cisteina-proteasa de T. cruzi (Cazzulo et al. 1989). Esta
enzima pertenece a la familia de la papaina y como otras cisteina proteasas de
tripanosdmidos muestra una extension en el COOH terminal poco usual que
contiene una serie de modificaciones post-traduccionales y que es responsable de
sus caracteristicas antigénicas inmunodominantes en infecciones humanas
naturales (Cazzuloet al. 1997). La cruzipaina natural es un complejo de isoformas
(Cazzulo et al. 1995) y esta heterogeneidad es probablemente debida a la
expresion simultdnea de varios genes que codifican sustituciones de aminoacidos
y a la presencia de diferentes tipos de carbohidratos en las diferentes cadenas
(Parodi et al. 1995). La cruzipaina es altamente inmunogénica en pacientes con
enfermedad de Chagas crénica y en modelos experimentales (Laderach et al.
1996) e inactivada enziméaticamente induce respuestas humorales y celulares
autoinmunes contra la miosina de musculo esquelético y de corazén (Giordanengo
et al. 2000). Al llevar a cabo geles de poliacrilamida con gelatina con la mezcla de
los sobrenadantes y en condiciones Optimas para la actividad de serina-proteasas,

se encontré una banda de 80 kDa que se inhibia con Pefabloc SC (inhibidor
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especifico de serina-proteasas). Esta enzima tiene el mismo peso molecular que la
prolil endopeptidasa (serina-proteasa) descrita por Santana et al. (1997)

En el presente trabajo, estudiamos la influencia de las actividades de
cisteina proteasas del extracto semi-purificado de T. cruzi sobre la proporcién de
linfocitos CD4" y CD8" de bazo de raton. En este sistema, encontramos que hk
incubacion de linfocitos T con el segundo sobrenadante produjo la disminucion
tanto de linfocitos CD4" como CD8". Estos resultados son consistentes con lo
reportado con una actividad de cisteina-proteasa de Taenia solium gque disminuye
los linfocitos CD4* humanos in vitro (Molinari et al. 2000). Este efecto se revirtio
totalmente en algunos experimentos y en otros disminuyd pero no se revirtio
completamente cuando el sobrenadante fue incubado con E-64 antes de ponerse
en contacto con los linfocitos, lo que pudiera sugerir que la disminucion no solo se
debe a las actividades de cisteina -proteasas contenidas en el extracto.

Los tripanosomas americanos (T. cruzi), aunque son intracelulares, circulan
en el torrente sanguineo inmediatamente después de la infeccion del huésped por
el redavido y durante su diseminacion en el cuerpo cuando se internan en las
células se multiplican como amastigotes y son liberados de las células infectadas.
Durante este periodo, los parasitos estdn en contacto con las proteinas del plasma
y los linfocitos de la sangre y para persistir deben evadir los mecanismos
mediados por suero y por las células que ahi se encuentran. Respecto a las
proteinas del plasma, se ha reportado que los tripomastigotes son resistentes a la
lisis mediada por complemento. En este sentido, se ha descrito que varias
glicoproteinas de membrana poseen actividad reguladora sobre el complemento
ya que inhiben el ensamble y/o aceleran el decaimiento de la C3 convertasa de la
via alterna (Rimoldi et al. 1988; Norris et al. 1991; Norris et al. 1994). También, el
acido sialico presente en la superficie de los tripomastigotes contribuye a la
resistencia del parasito al complemento ya que se une al factor H e incrementa su
afinidad por C3b promoviendo su rompimiento y evitando la formacién de la C3
convertasa de la via alterna (Meri y Pangburn, 1990).

En lo que se refiere a las células, la interaccion de linfocitos con productos

liberados por T. cruzi como las proteasas pudiera ser relevante en el control o



persistencia de la infeccion ya que, estas células pueden ser afectadas en su
funcion y no producir citocinas. Las citocinas juegan un papel importante en la
regulacion de la respuesta inmune en los huéspedes infectados. La resistencia en
ratones se ha relacionado con la produccion de IL-12 (Alberti et al. 1996) que
dispara la produccion de IFN-g por células NK y linfocitos T. EIl IFN-g activa a los
macrdéfagos para la liberacion de NO debido a que regula la sobre expresion de la
sintasa inducible de 6xido nitrico (INOS) y esto capacita a los macrofagos para
matar a los amastigotes intracelulares (respuesta Thl) (Vespa et al. 1994). La
alteracion en la producciébn de citocinas pudiera estar afectando estos
mecanismos y favoreciendo la permanencia del parasito en el huésped.
Recientemente, se ha reportado que la cruzipaina: induce la expresion de B7-2
relacionada con la produccién de IL-4 en las células T, regula negativamente la
expresion de IL-12 y de NO en macrofagos estimulados con LPS, e induce la
produccion de IL-10, lo que pudiera estimular una respuesta de tipo Th2 que
favorece el establecimiento del parasito y la cronicidad de la enfermedad
(Freeman et al. 1995). Por lo tanto, la disminucién en la cantidad de linfocitos
CD4" debida a las actividades de cisteina proteasas pudiera estar favoreciendo la
instalacion de los parasitos en el huésped.

La induccion de apoptosis por los parasitos ha sido ampliamente estudiada,
se ha sugerido que productos excretados o secretados por Taenia crassiceps
puede inducir apoptosis de células Jurkat, que es una linea de células T de
leucemia humana (Connell y Rogan, 2000). En lo que se refiere a tripanosomas,
se ha reportado que linfocitos de bazo de ratdn infectado con T. cruzi contienen
gran cantidad de células que estan sufriendo apoptosis, indicando que la muerte
celular programada es un proceso que se lleva a cabo in vivo (Lopes et al. 1995).
En este trabajo, la incubacién de linfocitos con la mezcla de los sobrenadantes del
extracto que tienen actividad de cisteina-proteasas indujo apoptosis en un 40% de
las células de bazo de ratdn efecto similar al reportado para una cisteina proteasa
de Taenia solium. Sin embargo, el efecto producido por el extracto de T. cruzi no
fue revertido por el E-64 como en lo reportado para T. solium (Tato et al. 2004).
Estos resultados sugieren que la apoptosis no es solamente inducida por las
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actividades de cisteina proteasa sino por algo mas presente en el extracto
probablemente otras actividades enzimaticas (serina-pro teasas).

Los resultados del efecto de los sobrenadantes del extracto sobre las
poblaciones de linfocitos T mostraronque la disminucion de los linfocitos no puede
ser debida solamente a la actividad de cisteina proteasa porque la inhibicion de
estas enzimas no revierte totalmente el efecto y, aunados a los resultados de
apoptosis sugieren que existen otros factores que pueden estar interviniendo en
estos fendmenos y que no estan relacionados con las cisteina-proteasas por lo
gue es conveniente realizar mas experimentos para determinar la naturaleza de
esos otros factores. En los geles de gelatina se encontrd otra actividad enzimatica
gue corresponde a serina-proteasas, estas enzimas no han sido implicadas en la
regulacion de la respuesta inmune pero seria mportante estudiar su posible
participacion en los efectos que en este trabajo se reportan.

Finalmente, es importante sefialar que la induccion de apoptosis en los
linfocitos por productos del parésito pudiera ser un mecanismo de evasion de la

respuesta inmune que favoreciera la permanencia del parasito en el huésped.



CONCLUSIONES

1. Los sobrenadantes del extracto de epimastigotes de Trypanosoma cruzi
gue se obtuvieron del aislado Querétaro mostraron al menos 6 actividades
de cisteina-proteasa y una actividad de serina-proteasa.

2. El segundo sobrenadantes produjo una disminucion en los co-receptores
de linfocitos CD4" y CD8". Este efecto se revirtid parcial o totalmente con el
uso de E-64, lo que nos sugiere que las cisteina-proteasas contenidas en el
mismo estan afectando estas moléculas, sin embargo, en el extracto se
encuentran otras moléculas que también pudieran estar participando en
este efecto, una de estas moléculas es la serina-proteasa, actividad que fue
detectada en los geles de poliacrilamida con gelatina.

3. Se observo que la mezcla de sobrenadantes del extracto indujo apoptosis
en linfocitos y que este efecto no se revirtio con el uso de E-64.
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