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RESUMEN

E) estudio de! papel de las proteasas de Giardia lamblia ha sido relevante
en los Ultimos afos, ya que se ha sugerido que la actividad proteolitica puede
tener un pape! importante en ios mecanismos de patogenicidad del parasito. A
la fecha, existen varios estudios relacionados con la caracterizacién de las
proteasas de G. lamblia, sin embargo, hasta ahora no se ha investigado la
participacion de estas en el proceso de adhesion del parasitc a células
epiteliales.

En el presente trabajo, se caracterizd la actividad proteolitica de la cepa
WB vy las clonas C5 y C7 (deficiente en adhesion) de G. lamblia mediante el
empleo de diferentes inhibidores especificos de proteasas, ademas se evalud ia
relacidn existente entre las proteasas del parasito y el proceso de adhesién.
inicialmente, se determiné la actividad proteolitica de extractos solubles de la
cepa WB y de las clonas C5y C7, mediante un método colorimétrico empleando
como sustrato azocaseina. En este analisis se evidencié que tanto la cepa WB
como las clonas C5 y C7 presentan actividad de proteasas principaimente de
tipo cisteina, serina y metalo, observandose diferencias entre la cepa y las
clonas.

Por otro lado, las proteasas de la cepa WB y de tas dos clonas se
caracterizaron mediante el andlisis electroforético en geles de poliacrilamida-
SDS copolimerizados con gelatina, revelandose en la cepa WB y la clona C5 la
presencia de 7 bandas con actividad proteolitica entre 19-160 y 19-180 kDa,
respectivamente. En relacion con la clona C7, se observd la presencia de 4
bandas con actividad proteolitica y pesos moleculares entre 80-126 kDa. El
andlisis densitométrico de estos geles demostré que algunos inhibidores
afectaron completamente fa actividad proteolitica de varias bandas y otros
solamente indujeron la disminucion en la intensidad de éstas. En el caso de la
cepa WB, se determind que, la banda de actividad proteoliitica de 160 kDa es de
fipo cisteina y las bandas de 95, 100 y 110 kDa posiblemente de tipo serina.
Con respecto a las clonas C5y C7 se determind que las bandas con actividad
proteolitica detectadas son principalmente proteasas de tipo cisteina.

Para estudiar la participaciéon de las proteasas de G. lamblia en el
proceso de adhesion a células epiteliales, se procedié inicialmente a determinar
la concentracién de los inhibidores de proteasas gue no afectara la viabilidad y
actividad metabdlica del pardsito mas del 20%. Un aspecto interesante que sé
observd en estas determinaciones, consistio en ia mayor susceptibilidad de la
cepa WB y la clona C5 a los inhibidores E-64 y TPCK asi como la menor
susceptibilidad de ta clona C7 a los mismos inhibidores.

En los ensayos de adhesién de los trofozoitos de la cepa WB y de fa
clona C5 a ias lineas celulares MDCK e [EC-6, en presencia de los inhibidores
de proteasas, se obtuvieron porcentajes de inhibicion de la adhesién entre 30 y
48%. En el caso de la clona C7, la adhesion fue afectada por los inhibidores
empleados del 4 al 12%. No se observaron diferencias importantes al emplear



las dos lineas celulares. Estos resultados sugieren la participacion de las
proteasas en el proceso de adhesion del parasito.

Ademas, en este estudio se analizd la actividad proteclitica de los
sobrenadantes de interaccién de la cepa WB con la linea celular IEC-6. En este
andlisis se reveld la presencia de nueve bandas de actividad con pesos
moleculares de 19, 22, 64, 90, 102, 125, 127, 139 y 160 kDa y de siete bandas
con actividad proteclitica de 18, 22, 64, 90, 102, 125 y 127 kDa en el
sobrenadante de trofozoitos de la cepa WB cultivados solos. Cuando el medio
D-MEM utitizado en estos ensayos se concentrd, no se detectd actividad
proteolitica, asi como tampoco en el medio D-MEM de ia incubacidn con la linea
celular IEC-6. Con respecto a los sobrenadantes de los trofozoitos de la clona
C7 cultivados solos, se detectd la presencia de dos proteasas Con pesos
moleculares de 90 y 137 kDa. En el sobrenadante de interaccion de esta clona
con la linea IEC-6, se detectaron las mismas bandas de actividad proteolitica.

Asimismo, se analizd la actividad proteolitica en el sobrenadante de
interaccion de la cepa WB con la linea celular MDCK, detectandose la
presencia de 6 bandas con actividad proteolitica y pesos moieculares de 22, 64,
a0, 125, 127 y 172 kDa. Cuando se concentro el medio D-MEM en donde se
incubd 1a linea celular MDCK, se detecté una banda con actividad proteolitica y
peso molecular de 172 kDa.

En términos generales, los resuitados obtenidos en los ensayos de
citoadherencia de los trofozoitos de G. lamblia a las lineas celulares IEC6 y
MDCK, sugieren la participacion de las proteasas del parasito en la adhesion a
célutas epiteliales, y que la interaccion de los trofozoitos de la cepa WB con la
linea celular IEC-6 estimula ta secrecion de proteasas, no stendo asi con la
clona C7. Sin embargo, se requieren estudios posteriores que permitan
caracterizar en detalle el tipo de proteasa(s) secretadas por el parasito y su
pape! potencial en la adhesion de éste, contribuyendo asi a un mejor
conocimiento de este proceso. ‘
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|. INTRODUCCION

Las infecciones intestinales ocasionadas por protozoarios, se encuentran
entre las mas comunes en humanos en todo el mundo, ocurren tanto en paises
desarrollados como en paises en vias de desarrollo (Farthing, 1989; Adam,
1991). Entre eflas se encuentra la giardiosis, producida por el protozoario
flagelado Giardia lamblia, cuyo hébitat natural es la parte proximal del intestino
delgado. La infeccién puede cursar de manera asintomatica o bien producir
alteraciones como diarrea aguda o cronica y ocasionalmente sindrome de
absorcion intestinal deficiente. Esta parasitosis es particularmente comun en

nifios, alin cuando afecta a individuos de todas las edades (Wolfe, 1992).

o TAXONOMIA, SISTEMATICA Y NOMENCLATURA.

Segun la clasificacion méas reciente, el género Giardia esta incluido en el
subphylum Sarcomastigéfora (locomocion por flagelos, seudépodos 0 ambos),
en la superclase Mastigéfora (locomocién por flagelos), clase Zoomastigéfora
(cloroplastos ausentes) y orden Diplomonadida (organelos duplicadoes). Kunstler
en 1882 propuso el nombre del género Giardia, sin embargo en 1888 Blanchard
llama al género Lamblia, en honor a Czech Wilem Lambl quien redescubre y
redescribe a estos organismos en 1859. Un cuarto de siglo mas tarde, se
reconocio que los nombres del género Giardia y Lamblia eran sindnimos. Hasta
la mitad de este siglo fue comun asignar nombres de especies al género Giardia
en base a la especificidad del hospedero y de las dimensiones del parasito.
Usando este criterio, fueron descritas mas de 40 especies de Giardia, sin
embargo, cuando el organismo es removido del hospedero no puede ser
diferenciado de otros de diferentes especies animales. Debido a esta limitante
Frances Filice, en 1952, propuso que la clasificacion esté basada en la

diferenciacion en la forma de los cuerpos medios y en el tamafio y forma del



cuerpo. Asi, Filice propone reducir el nimero total de especies de Giardia a tres,

que son:

a) Giardia agilis, presenta trofozoitos delgados y largos (20 x 4.5 um) y cuerpos
medios arreglados en paralelo al eje central del cuerpo y se ha descrito

Unicamente en anfibios y peces.

b) Giardia muris, son trofozoitos ovales con dos cuerpos medios pequefos en

el centro del cuerpo, ha sido encontrado en roedores, aves y reptiles.

c) Giardia duodenalis (G. intestinalis o G. lamblia), distinguida
principalmente por cuerpos medios que parecen la garra de un martilio
acomodados transversalmente en el cuerpo y que usualmente son dobles
aunque en algunas ocasiones sélo hay uno. El promedio de tamano de esta
especie a partir de diferentes hospederos es de 11-16 um de largo y de entre 5-
9 um de ancho. Esta especie ha sido encontrada en una gran variedad de
mamiferos hospederos, los que incluyen al hombre, roedores,‘ reptiles y algunas
aves (Meyer, 1990).

Cabe mencionar que existen otras clasificaciones de las especies de
Giardia en funcion de otras caracteristicas morfolégibas. Asi, existe la especie
G. psittaci clasificada en funcién de la forma del cuerpo medio (garra de
martilio) y por la presencia de un fianco ventrolateral incompleto asi como la
carencia de zurco. Por otro lado, la especie que se aislé de la garza azul y
morfoldgicamente distinta a otras especies, se le llamé G. ardae. Su cuerpo
medio es similar al de G. muris y G, famblia, pero por su disco ventral y la

presencia de un sélo flagelo caudat es mas parecida a G. muris (Adam, 1991).
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« CICLO DE VIDA.

El ciclo de vida de Giardia es relativamente sencillo, presentando dos
formas: el trofozoito y el quiste. Los trofozoitos son piriformes de entre 12-14 um
de largo y entre 5-8 um de ancho, presentan una superficie dorsal convexa y
una superficie ventral ptana en donde se encuentra el disco adhesivo
caracteristico de este género. Cada uno de los trofozoitos presenta dos nucleos,
cuatro pares de flagelos, los que se encuentran dispuestos en simetria bilateral,
y dependiendo de |a especie, se encuentran uno o dos cuerpos medios, carecen
de mitocondrias y aparato de Golgi. Los trofozoitos de Giardia se alimentan por
pinocitosis y se han descrito numerosas vacuolas digestivas cerca de Ia

superficie dorsal (Kulda y Nohynkova, 1978).

El quiste es la forma infectiva del parasito; presenta una morfologia
eliptica y mide aproximadamente de 6 a 10 um de largo, dependiendo de ia
madurez del quiste se pueden identificar de dos a cuatro ndcleos. Este se
encuentra rodeado por una pared de 0.3 pm de grosor, la cual esta compuesta
principaimente de proteinas y azucares. Lujan y cois. (1995a), identificaron una
proteina de la pared del quiste de 26 kDa, denominada CWP1. Mediante el
empleo de anticuerpos monocionales contra antigenos de la pared del quiste, se
clond también el gen que codifica para otra proteina de la pared de! quiste,
nombrada CWP2. Se observd que durante el proceso de enquistamiento la
expresién de ambas proteinas tienen cinéticas idénticas, combinandose para
formar un complejo estable el cual es localizado en los grénulos secretorios
especificos de enquistamiento antes de su incorporacion en la pared del quiste.
Ambas proteinas contienen 5 copias en tandem de repeticiones ricas en leucina
de 24 residuos, las cuales estan implicadas en las interacciones proteina-

proteina.
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Macechko y cols. (1992) describieron una via relacionada con el proceso
de enquistamiento para la biosintesis de N-acetilgalactosamina, incluyendo ta
epimerizacién de UDP-N Acetilgiucosamina a UDP-N-Acetilgalactosamina, la
cual es una reaccion reversible. Recientemente, Das y Gillin (1996) reportaron
" actividades de dos transferasas en trofozoites enquistados y basados en estos
estudios puede mencionarse que N-acetilgalactosamina in vivo se encuentra
estrechamente incorporada en los componentes estructurates dé la pared
fiorosa del quiste, mientras que la N-Acetilglucosam'ina puede encontrarse
principalmente adicionada a proteinas. NAcGal es crucial para la consistencia y
grosor de la pared del quiste, mientras que los componentes glucoproteicos que
contienen N-acetilglucosamina son requeridos para transduccién de sefiales
necesarias para el proceso de desenquistamiento. Estos estudios en conjunto,
demuestran la presencia tanto de N-acetilgalactosamina como de N-
acetilglucosamina en la pared del quiste y no sélo la presencia de la primera

hexosa como se reportd inicialmente.

E| ciclo de vida de G. /amblia se inicia cuando un hospedero susceptibie
ingiere el quiste, el cual es inducido a desenquistarse y debido a factores como
el pH acido del estomago, se ileva a cabo el desenquistamiento en el intestino
delgado del hospedero. Este proceso termina con la apertura del quiste por un
extremo y la salida de los trofozoitos. Posteriormente, el proceso de fisidn
binaria se lleva a cabo repetidamente durante el cual 108 trofozoitos se
despegan del epitelio intestinal y posteriormente se transforman en quiste. Con
el proceso de enquistamiento, el trofozoito binucleado llega a ser un guiste
binucieado. Posteriormente cada uno de estos dos nuclecs lleva a cabo una
anica divisién, dando como resultado un quiste tetranucleado, el cual es
excretado y de esta forma el ciclo de vida se completa (Figura 1).
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Figura 1. CICLO DE VIDA DE Giardia lamblia (Tomado de Meyer,1974).




o CARACTERISTICAS CLINICAS

Las manifestaciones clinicas de la giardiosis son influidas por varios
factores, como son: duracion de la infeccién, estado inmunotdgico y nutricional
del hospedero, tamario del inéculo y factores propios del parasito. Dependiendo

de estos, la infeccion puede cursar de manera asintomatica o sintomética.

{ a infeccién asintomatica probablemente representa la forma mas comun
de esta parasitosis y se sabe que ocurre tanto en adultos como en ninos. Los
factares en la relacion hospedero-parésito que permiten la persistencia de ia
infeccién, pero al mismo tiempo previenen la expresion de la diarrea, no han
sido definidos (Farthing, 1989). Por otro lado, se ha visto que aislados de
Giardia varian en su capacidad para colonizar el intestino delgado del
hospedero asi como en su capacidad de provocar diarrea (Aggarwal y Nash,
1987 Nash y cols.,, 1987, Udezulu y cols., 1992). Asimismo, factores del
hospedero como mecanismos de defensa de tipo inmune y no inmune pueden

jugar también un papel en la prevencién de la infeccion (Farthing, 1889).

La giardiosis sintomatica aguda ha sido bien caracterizada en viajeros
que se trasladan de lugares de baja a alta endemicidad (Moore y cols., 1_969; .
Brodsky y cols., 1974). Los sintomas aparecen generaimente entre el dia 3 y el
20 de la llegada y en la gran mayoria de los casos la enfermedad se auto-fimita
en un periodo de entre 2 a 4 semanas. Sin embargo, en mas del 25% de los |
viajeros infectados los sintomas persisten durante 7 semanas o mas. El sintoma
predominante de este tipo de infeccion es diarrea, 1a cual al inicio es de tipo
acuosa, pero puede progresar y tener las siguientes caracteristicas: esteatorrea,

nauseas, dolor abdominal, anorexia y con frecuencia pérdida de peso.

Aungue fa infeccion es auto-limitante en la mayoria de los individuos

sanos, una proporcién (30-50%) de los casos de giardiosis aguda evoluciona a




crénica, con la presencia de diarrea cronica, frecuentemente con las
caracteristicas de esteatorrea. La presencia del parasito en el intestino, produce
el sindrome de absorcion intestina! deficiente como posible consecuencia del
dafio directo de los trofozaoitos sobre |as microvellosidades de los enterocitos, 10
cual provoca atrofia de las mismas y subsecuente disminucion del area de
absorcion (Chavez y cols., 1986; Ferguson y cols., 1990). Cerca del 50% de
pacientes sintomaticos presentan evidencia biogquimica de malabsorcion de
grasas, vitamina A y B12. Asimismo, existe evidencia de anemia macrocitica
grave debida a deficiencia de folato y malabsorcion de hidratos de carbono
inducida por a absorcion reducida de D-xilosa. También se ha reconocido que
en la giardiosis hay deficiencia secundaria de lactasa con malabsorcion de
lactosa como consecuencia, y la que lleva varias semanas para recuperarse
después de la expulsion del parasito, ademas también se ha descrito un
aumento en la pérdida de proteina proveniente del intestino con

hipoalbuminemia asociada (Mantovani y cois., 1989; Korman y cols., 1990).

o EPIDEMIOLOGIA

La via de transmision de la giardiosis es fecal-oral y el mecanismo de
transmisidn puede ser directa persona-persona o indirecta. De manera indirecta,
la giardiosis es diseminada a través de agua y los alimentos contaminados
(Craun, 1986; Petersen y cols., 1988). La sobrevivencia de quistes en alimentos
y la contribucién de ésta como una fuente de infeccidn no ha sido bien
estudiada. Sin embargo, se han reportado un gran numero de casos en donde
se han identificado a los alimentos como la fuente de brotes graves de
giardiosis (Adam, 1991). Se han diagnosticado casos de giardiosis desde l0s
trépibos hasta el Artico (Meyer y Jarroil, 1980), principalmente en paises
subdesarrollados (Mata, 1978; Gilman y cols., 1985; Farthing y cols., 1986;
Masson y Patterson, 1987) donde la exposicién recurrente y la excrecion

asintomatica de quistes son comunes (Janoff y Taylor, 1990). Por otro lado, en



paises industrializados, se ha informado de epidemias importantes debidas
principalmente al consumo de agua contaminada por quistes del parasito
(Knight, 1980; Levine, 1990; Rose, 1991; Adiss y Davis, 1992). Se estimd que
aproximadamente ocurren unas 200 000 000 infecciones por afo en Africa, Asia
y Latinoamérica (WHO, 1986), siendo los nifios y lactantes la pobfécién mas
afectada (Meyer y Jarroll, 188Q).

Esta parasitosis se presenta en lugares tropicales con una prevalencia
que varia entre 2-5% en los paises industrializados y mas del 20-30% en l0s
paises en desarrolio. En México, las tasas de prevalencia varian dei 3 al 23.2%
de acuerdo a la localizacion de las comunidades estudiadas (Biagi, 1985). En
algunos estudios realizados, este parasito se ha encontrado con una frecuencia
del 38% en nifios con diarrea cronica (Ramirez y cols,1986) y lactantes (Telch y
cols., 1974). E! reporte mas reciente que se tiene es de aproximadamente 50
000 casos en todo el pais en el afio de 1996, siendo ef D.F el de mayor
incidencia. (Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica,
1996). '

« MECANISMOS DE PATOGENIA DE LA GIARDIOSIS

La patogénesis de la giardiosis atn no esta bien definida, sin embargo,
se han postulado varios mecanismos de dafio al epitelio intestinal del hospedero
los cuales intentan explicar la produccién de fas manifestaciones de la
enfermedad, entre los que destacan: accion directa de los trofozoitos sobre Ias
microvellosidades de los enterocitos (Gillon y cols.,1984; Chévez y cols., 1986),
interferencia en el metabolismo de sales y acidos biliares (Halliday y cols.,
1988) y produccion de sustancias con accion toxica sobre las células epiteliales
(Radulescu y cols., 1980). A este respecto, en un estudio realizado por Chavez

y cols. (1995) en el que trofozoitos de 10 cepas de G. famblia aisladas de nifios
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con infeccién se cultivaron con células epiteliales MDCK durante 12-24 h, se
encontrd que hubo aumento en la resistencia transepitelial de las monocapaé de
las células MDCK con los aislados empleados. Aéimismo, el medio en el que
crecieron los trofozoitos, ocasiond un aumento en la resistencia transepitelial de
aproximadamente 2 veces. Conjuntamente con estos resultados, se observo por
medio de microscopia electrénica de barrido y de transmision que todos los
aislados de G. lamblia independientemente de su origen disminuian las regiones
de microvellosidades, disminuyendo posiblemente la absorcion normal de
alimentos. Sin embargo, se considera que la produccién de enfermedad no
depende de un sdio factor, y debido a esto, se continda investigando la
participacion de otros factores que estén contribuyendo activamente en la

patogenia de la giardiosis.

Para estudiar lo anterior, es necesario considerar ia existencia de cepas
v aislados del parasito que presentan diferentes grados de virulencia (Nash y
cols., 1987), heterogeneidad en patrones de isoenzimas (Meloni y cols., 1988;
Bertram y cols., 1983; Cedillo-Rivera y cois., 1989), asi como también diferentes
patrones de restriccion de ADN (Nash y cols.,, 1985). Existen asimismo,
diferencias en la infeccion empleando modelos animales (Aggarwal y cols.,
1087 Udezulu y cols., 1992), asi como en infecciones experimentales en

humanos {Nash y cols., 1987).

Un aspecto de gran importancia en la patbgénesis de la giardiosis se
relaciona con la existencia de heterogeneidad en los antigenos de superficie
presentes en diferentes aisiados de G. famblia (Nash y cols., 1988; Aggarwal y
cols., 1988), los cuales han sido denominados proteinas variantes de superficie
(VSP’s). A la fecha se ha determinado la secuencia nucleotidica de cinco genes
que codifican para cinco VSP’s diferentes (Adam y cois., 1988; Gillin y cols.,
1990; Mowatt y cols., 1991; Adam, R. D 1991; Nash y Mowatt, 1992). Las VSP's

tienen como caracteristica principal su aito contenido de cisteina, usualmente




usualmente como secuencias C-X-X-C, las que constituyen entre 11y 125 de
los aminoacidos totales de las VSP’s. Ademas, poseen un dominio de unién a
metales principaimente a Zn®, su extremo amino terminal no es conservado,
pero es hidrofébico y sirve como péptido sefial. Recientemente, se demostro
que las VSP's se liberan al medio permitiendo asi que ia superficie del trofozoito
presente una nueva VSP. A este respecto, es posible que las VSP’s compitan
con enzimas intestinales como las carboxipeptidasas por el Zn%, ocasionando
una disminucién en la actividad de las enzimas y como consecuencia

malabsorcion intestinal {Nash y cols., 1991).

La capacidad del parésito para presentar Ias VSP’s al hospedero tiene
importantes imptlicaciones, ya que si (a expresion de algunos epitopos de estas
es retrasada o no inducen una respuesta inmune adecuada, pudiera una
infeccidn cronica (Lewis y cols., 1987). Debido a que la variacién antigénica se
estudid inicialmente in vitro, fue importante determinar si ocurre in vivo y cual es
la relevancia bioldgica. La variacion antigénica ha sido bien estudiada en
infecciones experimentales en jerbos (Aggarwal y Nash, 1988), humanos (Nash
y cols, 1990) y ratones (Gottstein y cols., 1990) y se ha visto en estos estudios
in vitro que la variacién antigénica ocurre bajo condiciones no inmunes. En un
estudio realizado en humanos, los cuales fueron inoculados con la clona GS-H7
se observé que la mayoria de los trofozoitos expresan el epitopo iniciat hasta el
dia 14, después del cual se observa una disminucién gradual en el nimero de
trofozoftos, en el dia 22 ninguno de los parasitos expresan este epitopo.
Cuando se analizaron trofozoitos en el dia 18 se encontrd que expresan
mualtiples VSP’s y que se da una respuesta humorat marcada. El desarrolio de
una respuesta humoral al mismo tiempo que la VSP inicial fue reemplazada,
sugiere que aigﬁn anticuerpo elimina a los trofozoitos que expresan la VSP
inicial. Ademas, se detectd posteriormente una respuesta de tipo celular debida
a la presencia de células cooperadoras CD4+ en pacientes infectados con las

clonas GS y GS-H7. Por lo gue se sugiere que la respuesta humoral es
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importante en la variacién antigénica in vivo, aunque el mecanismo efector
actual involucrado no se conoce, y No hay evidencias directas que relacionen la
produccién de IgA con la variacion antigéenica en Giardia. Las VSP’s son
distintas antigénicamente y difieren en sus caracteristicas biolgicas. Asi, las
clonas que expresan VSP’s especificas difieren en la susceptibilidad a a-
quimotripsina o tripsina (Nash y cols., 1891), ya que se ha visto que de_spués de
la adicién de alguna de estas proteasas, la mayoria de los trofozoitos mueren
pero algunos sobreviven y estos son resistentes a las proteasas. Las VSP's
expresadas por las clonas susceptibles sufren la digestion de la proteasa, pero
tas VSP's de las clonas resistentes no son afectadas. La no susceptibilidad a ias
proteasas intestinales es una ventaja selectiva in vivo para que los trofozoitos
expresen las VSP’s y el parasito permanezca en el intestino. Estas proteinas
difieren en el tipo y naturaleza del metal que unen, lo cual pudiera darles

ventajas bioldgicas adn no determinadas.

Otro aspecto de gran relevancia en el estudio de la patogénesis de la
giardiosis se relaciona con la capacidad de adhesion de Giardia a las células
epiteliales del intestino, la cual representa durante el proceso infeccioso una

parte esencial para la colonizacién y persistencia del parasito.

Hasta la fecha, se han propuesto tres posibles mecanismos de adhesion

de Giardia a tas células epiteliales:

- Mediante una fuerza de succién generada por debajo del disco ventral por
movimientos propulsivos del flagelo ventral (Crossley y cols,, 1983; Knaippe,
1990; Magne y cols., 1991).

- Por procesos mecanicos relacionados con proteinas contractiles de! disco

adhesivo y del borde ventrolateral (Crossley y cols., 1983, Peattie, 1990;
Chavez y cols., 1995).
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- Por medio de moléculas de superficie que permiten la union del trofozoito a
receptores en las células epiteliales del hospedero (Lev y cols., 1986; Ortega-

Pierres y cols., 1991; Pegado y cols., 1994).

Asi. Knaippe (1990) analizé ef fendmeno de union de la cepa Portland 1
de G. Jamblia a monocapas celulares confluentes de MDCK, empleando
técnicas de microscopia de luz y electrénica, En este estudio s'e sugirié que el
disco adhesivo, asi como e} borde ventrolateral son las estructuras involucradas
en la adhesidn al sustrato. Asimismo, se observo que este proceso depende de
un metabolismo activo y es inhibido por oxigeno, temperatura baja,
concentraciones bajas de cisteina y que los elementos del citoesqueleto del
disco, son los principales mediadores de este proceso. Ademas, existen
evidencias de que los inhibidores de microtubulos, incluyendo antagonistas de
la B- tubulina inhiben 1a adhesion in vitro (Meloni y cols., 1990; Edlind y cols.,
1990; Magne vy cols., 1991).

En cuanto al segundo mecanismo de adhesion, que involucra la
participacion de proteinas contractiles del disco ventral se sabe que éste es
relativamente rigido, sin embargo, el borde que se proyecta alrededor del disco
es flexible, v se han identificado varias proteinas contractiles en este borde, que
permiten el contacto con el borde de {as microveliosidades del intestino delgado
(Feely y cols., 1982; Adam, 1991). Asimismo, se ha demostrado gue el disco
ventral contiene proteinas de citoesqueleto unicas llamadas giardinas, las
cuales pueden ser de dos tipos: p-giardinas y a-giardinas. Estas proteinas
fueron identificadas primero como un par de prateinas de aproximadamente 30
kDa, que pueden ser extraidas a partir del citoesqueleto de Giardia, pero mas
recientemente se han definido como un grupo de proteinas del citoesqueleto de

“entre 29-38 kDa. Se cree que tanto las a-giardinas como fas B-giardinas juegan

un papel importante en el funcionamiento del disco ventral y son buenos
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candidatos para la accion de agentes quimicos (Crossley y Holberton, 1983;
Peattie, y cols., 1989; Peattie, 1990; Chavez y cols., 1995)

Ademas de la tubulina y las giardinas se ha estudiado el papel de la
vinculina. Esta molécula une ai citoesqueleto con la membrana plasmatica y
esta localizada en el sitio de adhesién en muchos puntos de contacto céluia-
célula y célula-sustrato. Narcisi y cols. (1994) medianfe andlisis de
inmunoelectrotransferencia (IET) identificaron en Giardia actina, a-actinina y
vinculina. Ademas, estos autores examinaron mediante microscopia de
interferencia (IRM) e inmunoflucrescencia (IF) la union de los trofozoitos de
Giardia al vidrio. La técnica de IRM define la cresta lateral, el flanco lateral y los
lados como areas de contacto estrecho entre el parasito y el sustrato. Estas
regiones se correlacionaron con la localizacion por IF de actina como a-actinina
y vinculina. Se demostiro que la actina se encuentra en la cresta lateral, mientras
que la a-actinina se observé en la periferia del disco ventral y en algunos sitios
de la cresta lateral. La vinculina se iocalizd en el area desnuda, en las dreas de
sobreposicién del disco ventral y algunas porciones de ia cresta lateral, asi
como en el borde ventrolateral. Esta relacion que se encontrd entre ia
localizacion de la vinculina y los sitios de contacto sugiere que Ia vinculina juega

un papel importante en el proceso de adhesion de Giardia.

Por otro lado, en el proceso de adhesidon del pardsito a celulas
epiteliales, mediante la participacion de moléculas presentes en la superficie del
mismo, se ha caracterizado en los trofozoitos de Giardia una lectina,
denominada taglina, que se une a manosa 6-fosfato; la existencia de ésta se ha

propuesto como otro mecanismo de adhesion del parasito a las células del

intestino. Esta lectina es especificamente activada por exposicion a tripsina, una -

proteasa que esta presente en abundancia en el sitio de la infeccion. La
actividad de taglina se demostrd por unidn directa de los eritrocitos de conejo a

proteinas de Giardia en el mismo intervalo de peso molecular que las que fueron
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reconocidas por un anticuerpo monocional especifico para la lectina
identificandose por IET un doblete de proteinas de 28 y 30 kDa. Por otro lado,
los {rofozoitos vivos reaccionaron con el anticuerpo monaclonal y mediante iF,
se confirmd la localizacion de ja taglina en ta membrana plasmatica. Ademas de
la especificidad de la lectina por residucs de fosfato determinada por ensayos
de inhibicion de la hemaglutinacion, se vié que el fosfato de la superficie celular
es determinante para la union de la taglina a los eritrocitos. La remocidn de este
fosfato por tratamiento con fosfatasa alcalina da como resultado la pérdida de ta
hemaglutinacién inducida por la taglina. Estos resultados sugieren que la taglina
es importante para la unidn de los trofozoitos a las células det hospedero (Hill y
- cols., 1981; Lev y cols., 1986; Farthing y cols., 1986; Ward y cols., 1987, Ward y
cols., 1990).

Aunado a lo énterior, se han obtenido anticuerpos monoclonales dirigidos
contra epitopos de proteinas de superficie y se ha demostrado que estos
inhiben la adhesidn del trofozoito de G. Jamblia a células MDCK (Ortega-Pierres
y cols., 1991). Ademas, mediante inmunofluorescencia indirecta (IF1) se observd
que uno de estos anticuerpos monocionales (IG3) reaccionaba con mas del 99%
de trofozoitos de la cepa WB y menos del 1% con la clona C7, obtenida de esta
cepa, la cuat es deficiente en su capacidad de adhesion (Hernandez, 1992). Por
otro lado, en ensayos de IET al emptear extractos totales de la cepa WB, el
anticuerpo |1G3 reconacié predominantemente una proteina de 200 kDa, la cual
no fue reconocida en la clona C7. El hecho de que la clona C7 sea deficiente en
adhesién y no tenga ta molécula de 200 kDa, sugiere la participacion de ésta en
el proceso de adhesion de los trofozoitos de G. lamblia a las células epiteliales.
Ademas al emplear un modelo animal se observo que la clona C7, deficiente e‘n
adhesion tuvo una menor capacidad de colonizacién del gpitelio intestinai
(Hernandez, 1892).
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En los ensayos de adhesion in vitro arriba descritos, se empied ia linea
celular epitelial MDCK, que proviene de riidn de perro. La utitizacion de esta
linea celular se ha cuestionado por no ser et tipo celular adecuado de la
giardiosis, por lo que actualmente existe la tendencia a emplear lineas celulares
que se acerquen mas al modelo natural. A este respecto, McCabe y cols. (1991)
desarrollaron un modelo in vitro para estudiar la union de los trofozoitos de G.
lamblia a una linea celular epitelial intestinal de rata (IEC-6). La linea .cetu!ar
IEC-6 deriva de intestino delgado de rata; retiene caracteristicas inmuno!égiéas,
enzimaticas y morfoldgicas de las criptas celulares de intestino de rata, ademas
de ser similar a las criptas celulares en la presencia de factores que regutan ia
proliferacion celular. Ei proceso de adhesion de Giardia a la linea IEC-6 se
confirmé por microscopia electrénica de tranémisién y de barrido, observandose
que los trofozoitos permanecen unidos a ias células epiteliales por 24 h con
poca evidencia de dafio a estas células. Ademas, la preincubacion de los
trofozoitos con las citocalasinas A, B y D redujo la adhesion aproximadamenie
20%, mientras que ta colchicina no tuvo efecto alguno. Ei efecto de quelacion de
cationes divalentes con EDTA y EGTA disminuyeron la adhesion del parasito a
1a linea celular IEC-6 en un 24% y 26% y la incubacion a 4°C, también redujo la
adhesion 7%. Cuando los trofozoitos o las células IEC-6 se fijaron con
glutaraldehido, se observo una marcada disminucion en la adhesion af sustrato
(17 y 40%).

Asimismo, Pegado y Souza (1994), estudiaron el proceso de adhesion de
los trofozaitos de G. lamblia, a la linea epitelial IEC-6 utilizando monosacaridos,
lectinas, periodato, tripsina y neuraminidasa. En este estudio se demostré que la
adicién de N-acetiiglucosamina, N-acetilgalactosamina, galactosa y fucosa al
medio de interaccion inhiben la unidn de los parasitos a las células epiteliales.
Experimentos en los cuales los parasitos o las células epiteliales fueron tratadas
con diferentes azlcares antes de la interaccién, mostraron que estos

‘monosacaridos interfieren con ambas superficies celulares. Ademas, se
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demostré que los grupos sensibles a tripsina pero no a neuraminidasa
expuestos en ia superficie celular, son importantes para la asociacion parasito-

célula epitelial.

Los estudios realizados con ia linea celular 1EC-6, demuestran que este
modelo in vitfro puede ser de utilidad para investigar los mecanismos por los
cuales los trofozoitos de Giardia se unen a las células intestinales (inicio de la

infeccién) e inducen la enfermedad.
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« PROTEASAS

- GENERALIDADES

El rompimiento proteolitico de enlaces peptidicos es una de las mas
frecuentes e importantes modificaciones de proteinas. Histéricamente, la
protedlisis enzimatica ha sido generalmente asociada con la digestiéon de
proteinas en animales y humancs. De esta manera, las proteasas digestivas de
las secreciones pancredticas y gastricas estan entre las enzimas mejor
caracterizadas y mucho del conocimiento general de la estructura de las
proteinas y de la funcién enzimatica se ha derivado det estudic de estas
proteasas. Investigaciones sabre la cinética, especificidad e inhibicién, junto con
andlisis detallados de la secuencia de aminodcidos y estructura de rayos-X, han
permitido la identificacion de los componentes. y la geometria de sus sitios
activos, y a partir de estos, los mecanismos de accion de estas proteasas
digestivas fueron deducidos. Las proteasas pueden ser clasificadas en familias,
los miembros de cada familia tienen estructuras y mecdnismos de accion

similares.

Existe una gran variedad de procesos en [os gque intervienen  las
proteasas celulares, sin embargo, sus funciones generales son principaimente

dos:

a) Crear moléculas biolégicamente activas,

b) Catabolizar proteinas y péptidos con actividad biolégica.

€! primer grupo incluye a las proteasas involucradas en la transmision de
sefiales hormonales y la formacién de enzimas activas a partir de zimbgenos
correspondientes. E! segundo grupo incluye proteasas de lisosomas cuya

actividad en la célula permite destruir proteinas normaies o anormales. Asi,
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estas proteasas controlan ia concentracion de polipéptidos y enzimas en ias

células y permite la renovacion constante del contenido ceiular.

Ademsds de estas dos funciones generales, las proteasas participan en
otros procesos como son: la reorganizacion del citoesqueleto, sintesis proteica,
fusion de mioblastos y diferenciacién, memoria, activacion e inactivacion de
hormonas, fertilizacién, crecimiento vy envejecimiento celular, creacion de
moléculas que puedan ser reconocidas inmunolégicamente, degradaciéon de

material endocitado y necrosis (Bond y Butier., 1987).

Por otro lado, las enzimas proteoliticas son herramientas importantes
para analisis de secuenciacién de proteinas y en la identificacion y aislamiento
de dominios de las proteinas multifuncionales mas complejas (DeMartino y cols.,
1987). De forma inversa, el aislamiento de proteinas intactas nativas a partir de
tejidos bioldgicas requiere la inactivacion selectiva de proteasas mediante

inhibidores especificos.
e NOMENCLATURA

Las proteasas como ya se menciono anteriormente, son enzimas que
degradan proteinas mediante la hidrdlisis de enlaces peptidicos. A este
respecto, se han descrito dos tipos principales de enzimas protecliticas: las
proteinasas o endopeptidasas, que comparten la capacidad de hidrofizar
enlaces peptidicos internos y ias exopeptidasas, las cuales degradan a partir de
un extremo de la cadena polipeptidica, ya sea el extremo carboxiio o el amino
terminal. o también liamadas mas especificamente, carboxipeptidasas a las

primeras y aminopeptidasas a las segundas (Barrett, 19886).

13



o CLASIFICACION Y MECANISMO

Inicialmente, las proteasas fueron clasificadas de acuerdo a su peso
molecular, carga ¢ especificidad de sustrato. _Actualmente, el sistema de
clasificacion esta basado en la comparacion de los sitios activos, mecanismos
de accion y estructura tridimensional. Cuatro clases son reconocidas por ia

Unién Internacional de Bioquimica y dentro de estas clases son reconocidas

seis familias. Cada familia tiene un grupo caracteristico de residuos de
amino4cidos funcionales arreglados en una configuracién particular para formar
el sitio activo. Los miembras de cada familia se cree que han descendido de un

ancestro comun por evolucion divergente (Ward y cols., 1997).

La especificidad de las proteasas esta determinada en parte por la
secuencia de aminoécidos de la proteina blanco. Asi, la nomenclatura aceptada

para los diferentes sitios de aminoacidos del sustrato, es el siguiente:

enlace peptidico hidrolizado

N terminal ............ P3-Po- Pq ~memmmmemneeee P'4-P'o-Pg C terminal

El sitio de union para cada uno de estos aminoacidos en ia proteinasa es

denominado como S (North y cols., 1990b).
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Los cuatro grupos de proteasas son:. cisteina-proteasas, serina-
proteasas, aspartico-proteasas y metalo-proteasas (McKerrow y Doenhoff,
1988).

o CISTEINA-PROTEASAS

Las proteasas de tipo cisteina contienen un residuo de cisteiné esencial
el cual estad involucrado en la formacién de un complejo covalente intermediario
con el sustrato. La catalisis procede via intermediario tiol-éster y es facilitado
por fos lados de la cadena adyacentes a ia histidina 159 adyacente y acido

aspartico 158.

Las proteasas de este tipo incluyen varias catepsinas Iisoéomaies de
mamifero, las proteasas activadas por calcio (calpainas) y las proteasas de
plantas papaina y actinidina. La papaina (EC 3.4.22.2) es el miembro mejor
estudiado de ia familia de las cisteina-proteasas. Las proteinasa de este tipo se
encuentran en varias superfamilias relacionadas evolutivamente, tres de las
cuales estan representadas por la proteinasa de Streptococcus, la clostripaina

de Clostridium histolyticum y por la papaina de Carica papaya.

La mayoria de las proteasas de este tipo descritas en células de
mamifero, se encuentran principalmente en el citosol o en lisosomas y ejercen
su accién en estos compartimentos. Estas proteasas tienen actividad proteolitica
poco especifica y pueden estar involucradas en las etapas inicial o final de
degradacién extensiva de proteinas (Bond y Butler, 1987),

Las cisteina-proteasas son inhibidas por agentes bioqueadores del grupo
tiol como el p-Hidroximercuribenzoato (pHMB) y por agentes alquilantes como el
iodoacetato, iodoacetamida, N-etiimaleimida (NEM), peptidil-clorometil-cetonas

y peptidil-diazometanos. Asimismo, algunos reactivos como aldehidos y nitrilos
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tambien pueden inhibirlas (North, 1982). Estas enzimas son activadas por
agentes reductores que regeneran grupos tiol a partir de puentes disulfuro, tales

como el ditiotreital y f-mercaptoetanol (Bond y Butler, 1987)

Las cisteina-proteasas se han encontrado en la mayoria de los
protozoarios parasitos y tipicamente presentan gran actividad por lo menos en
un estadio del ciclo de vida. Ademas se ha reportado que ‘fnuchos pfotozoarios
presentan cisteina-proteasas las que comparten propiedades con la papaina y
tienen un peso molecular aproximado de 25 kDa. En general, muchas de ellas
son comparables en tamafo a las enzimas de las plantas y animales, pero
algunas especies contienen cisteina-proteinasas que pueden tener un peso
molecular considerablemente mayor. En la mayoria de los casos estas enzimas
son de tipo lisosomal. Et andlisis de secuenciacion de fragmentos de ADN de
las cisteina-proteinasas de algunos protozoarios, han mostrado gran similitud
tanto con fa secuencia de ADN de otros miembros de la familia cisteina-
proteinasas de eucariontes, como en la conservacion de la triada catalitica
formada por los residuos de cisteina, histidina y asparagina del centro activo
{Eakin y cois., 1990}

+ SERINA- PROTEASAS

Las proteinasas del tipo serina, incluyen dos distintas familias: las serina-
proteasas de mamiferos (tripsina, quimotripsina y elastasa) y las serina-
proteasas bacterianas (subtilisina). La familia de serina-proteasas mejor
caracterizada y fisiologicamente mas versatil es la de mamiferos. Este tipo de
proteasas se han encontrado en eucariontes e incluye proteasas extracelulares
como la tripsina, elastasa, trombina, proteasas involucradas en la cascada de
coagulacion sanguinea y proteasas celulares. La mayoria de estas proteinasas

en las células de mamiferos se encuentran en granulos secretorios como los
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granulos azurdfilos, o en granulos especializados. Algunas estan involucradas
en reacciones de procesamiento especifico de proteinas y ofras son proteasas

generales gue ejercen su accion cuando se secretan.

La principal caracteristica de los sitios activos de este tipo de proteinasas
es la triada catalitica de Asp 102-His 57-Ser 195; la reaccion de catalisis
procede via un intermediario tetrahédrico de transicién durante ios'pasos de
deacilacion y acilacidn, involucrando ia unién covalente de los sustratos al

residuo de serina (Beynon y Bond, 1994).

Las diferencias en la especificidad de sustratos pueden estar
relacionadas con las sustituciones del sitio primario de unién del sustrato,
comunmente denominado como P4 y las diferencias menores, en los sitios de
union secundarios (P2). La orientacion y accesibilidad det sitio de rompimiento
en la cadena polipeptidica son tambien importantes para determinar 1a

especificidad de estas proteinasas (Mason, 19891).

£n general, todas las serina-proteasas  son inhibidas  paor
Diisopropilfluorofosfato  (DipF), la mayoria por Fenilmetanosulfoniifiuoruro
(PMSF) y algunas por clorometiicetonas como TLCK  (N-p-tosil-L-lisil
clorometilcetona) y TPCK (L-1-cloro-S-[?lﬁtosi1amido]4‘fenil-2-butanona, tosil

fenilatanil clorometilcetona){Beynon y Bond, 1894).

o ASPARTICO- PROTEASAS

Las aspartico-proteasas incluyen a la penicilopepsina bacteriana, 1a
pepsina de mamiferos, la renina y la quimosina y ciertas proteasas de hongos.
Estas proteasas contienen en su sitio activo dos residuos de acido aspartico
involucrados en la catdlisis proteica. En general, se considera que en el

mecanismo de este tipo de enzimas esta involucrada una catalisis tipo acido-
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base, ya gue en el intervalo de pH activo (2-4) una molécula de acido aspartico
es ionizada y la otra molécula es desionizada y no se da la formacion de un
intermediario covalente enzima-sustrato. En el mamifero, las pocas aspartico-
proteinasas que se han identificado en las células se encuentran asociadas a
granulos secretorios, membranas, endosomas © lisosomas. La principal ehzima
intracelular de este tipo es la catepsina D, que es una enzima lisosomal y la
renina, que se encuentra en granulos secretorios en el riftén. Las proteasas de
algunos virus incluyendo el ViH, también se encuentran dentro de este tipo de

enzimas (McKerrow y Doenhoff, 1988, Mason, 1991).

Algunas aspartico-proteasas  extracelulares bien estudiadas se
encuentran en el tracto intestinal como la pepsina y la quimosina que se localiza

en el estomago de la ternera.

Este tipo de enzimas, de manera general son inhibidas especificamente
por Pepstatina, un hexapéptido, el cual en el estado de transicion regenera
sustratos normales; ademas por Epoxi-(p-nitrofenoxy)-propano 'y por
compuestos diazoacetiio como el Diazoacetil-norleucina-metil-éster (North,
1982).

+ METALO-PROTEASAS

Las enzimas de este tipo contienen en su sitio activo un ion metalico, el
cual desemperia un papel clave en la union al sustrato, ya que éste esta unido a
dos cadenas laterales de histidina y a una de &cido glutamico. La molécula
también tienen sitios de union para Ca2*, y este ibn es importante para
estabilizar la unidn mas que para la actividad catalitica (Kester y Matthews,
1977).
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Las metaic}fproteasas se encuentran ampliamente distribuidas en
organismos procariontes y eucariontes, incluyen algunas enzimas de
vertebrados como las colagenasas, carboxipeptidasas, aminopeptidasas y las

elastasas de los macréfagos y Pseudomonas.

Las metalo-proteasas que se encuentran en células de mamiferos estan
asociadas con el reticulo endoplasmico, membrana plasmétiéa, mitocondrias y
citosol; son inhibidas por agentes quelantes como el EDTA (Acido etilen-
diamino tetraacetico) y 1,10-fenantroling; algunas son inhibidas por

Fosforamidon.

Las cuatro clases de proteasas descritas actian de manera Optima a
determinados intervalos de pH: tas aspartico-proteasas a 2.5-4.5, las proteasas
de cisteina: 5.5-7.5, las metaio-proteasas y de tipo serina en un valor neutro y

ligeramente alcalino (McKerrow y cols., 1993)
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e ACTIVIDAD DE PROTEASAS EN PARASITOS Y SU RELACION CON LA
PATOGENICIDAD.

En los Ulitimos afios, se ha observado un creciente interés por dilucidar
las funciones que ias proteasas realizan en los parasitos y su participacion en la
relacion. hospedero-paréasito. Algunas de ellas son sintetizadas en diferentes
estadios de! ciclo de vida del parasito y presentan actividad elevada de algin
tipo de proteasa por 1o menos en un estadio del ¢ciclo de vida. Las proteasas de
parasitos facilitan la invasion de los tejidos del hospedero asi como la evasion
de la respuesta inmunoldgica del mismo. Ademas, contribuyen a que se fleven a
cabo los cambios morfologicos del parasito y que éste efectie el metabolismo

dentro del hospedero (McKerrow y Doenhoff, 1988).

En el caso de extractos totales los trofozoitos de Entamoeba histolytica
de la cepa HM1- IMSS se ha detectado actividad colagenolitica. Esta actividad
proteolitica actda preferencialmente sobre la colagena tipo 1 y se encuentra
asociada a la membrana del parasito, ademés depende del contacto con la
célula blanco (Mufioz v cols., 1982). Algunas otras proteasas de este parasito se
han identificado, en especial, se ha caracterizado una enzima con un peso
molecular de 41 kDa que hidroliza hemogiobina a pH acido y su actividad es
semejante a la de la catepsina D, ademas de una cisteina-proteasa que tiene un
peso molecular de 27 kDa (McLaughlin, 1877).

Lushbaugh y cois. (1985), reportaron la purificacion de una proteasa de
tipo cisteina con peso molecuiar de 16 kDa de las cepas HM1-IMSS (alta
viruiencia) y HK-9 (menor virulencia). La enzima hidroliza azocaseina,
hemogtobina vy éarboxi—L«arginil-L-arginil-?-aminol4-trifluorometilcumarina (Z-
arg-arg-AFC), un sustrato preferencial de la catepsina B de mamifero, razon por
la que denominaron esta actividad proteolitica como catepsina B de E.

histolytica. La enzima caus® un redondeamiento y' desprendimiento de las
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células Hela en cuitivo. Este efecto fue inhibido con antipaina, un inhibidor de
cisteina-proteasas y reforzado por cisteina. En estos estudios, se observé que
la cepa HM1-IMSS presenté mayor actividad proteolitica en comparacién con la
cepa HK-9, lo que sugiere una correlacion de la actividad invasora con la
cantidad de proteasa presente en cepas de este parasito con diferentes grados

de virulencia.

En ofro estudio, Luaces y Barret (1988), purificaron una proteasa de tipo
cisteina llamada histolisina a partir de extractos solubles de la cepa HM1-IMSS.
Esta enzima tiene un peso motlecular de entre 26 a 29 kDa y tienen actividad
sobre diferentes sustratos como azocaseina y Z-arg-arg-NHMec, no degrada
coldgena tipo | o elastina, pero es activa contra proteoglicanos de cartilago y
coldgena de membrana basal del glomérulo renal. Asimismo, se observé que
esta enzima ocasiona redondeamiento y desprendimiento de fibrobiastos
humanos en cultivo y presenta caracteristicas diferentes a las de la catepsina
B.

Por otra lado, los papeles potenciales muitiples de las proteasas de tipo
cisteina extracelulares principales, en la infeccién e invasion mediante E.
histolytica estan bien estudiados. Antes de la invasion del intestino, estas
enzimas degradan la matriz extraceiular y las mucoproteinas dei hospedero,
disgregan las células epiteliales y degradan la membrana basal epitelial. Las
enzimas liberadas en el torrente sanguineo del hospedero puede contribuir
directamente con la patogénesis. Estas cisteina-proteasas extracelulares
pueden interferir con la respuesta inmune degradando lgA e IgG, y también
activan la via alterna de complemento, mientras evita la reaccion inflamatoria
por inactivacion de las anafilatoxinas C3a y Cba. Estudios recientes en un
modelo murino con inmunodeficiencia combinada grave (SCID) han establecido
firmemente el papel de las proteasas de tipo cisteina en la formacién de los
abscesos amibianos de higado. Ademas como minimo, 6 genes que codifican
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para proteinas de la familia de la papaina han sido clonados, ademas de que
tienen cierta homologia con la subfamilia de la catepsina L. La proteasa de tipo
cisteina mayoritaria, muestra preferencia por sustratos de la catepsina B, su
valor aptimo de pH es neutro y es inhibida por inhibiddres especificos para
proteasas de tipo cisteina. Las cepas invasivas de £ hisfolytica expresan altos
niveles de ARNm especifico para cisteina-proteasas y liberan una gran cantidad
de enzima activa. Mediante el analisis estructural y cinético de las prdteasas de
E. histolytica que provee caracteristicas acerca de su funcién biogquimica se
facilita el disefio de inhibidores especificos que puedan usarse como agentes

quimioterapetticos para el tratamiento de la amibiasis (Que y Reed, 1997).

Otro parasito protozoario en el que se ha detectado actividad de
proteasas especificas de estadio, la cual es requerida para llevar a cabo un
gran numero de funciones, es Plasmodium falciparum. La actividad
proteclitica se ha determinado por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
con sustrato de gelatina, en trofozoitos y esquizontes, presentando actividad de
cisteina-proteasas con peso molecular de 28 (trofozoito) y 35-40 kDa
{esquizonte-merozoito), respectivamente. Ademas, en los merozoitos se detectd
actividad de proteasas de serina con un peso molecular de 75 kDa. Estudios de
inhibicion de proteinasas realizados en eritrocitos infectados con trofozoitos,
sugieren gque éstas participan de manera importante en la degradacién de ta
hemoglobina de los eritrocifos del hospedero, y para que esto se lleve a cabo,
es necesaria la actividad de una proteasa de cisteina (hemoglobinasa)
localizada en fa vacuola alimenticia del trofozoito, Asimismo, se observd que ef
empleo de inhibidores de cisteina-proteinasas impididé la muitiplicacion del
parasito (Rosenthal y cols., 1987, 1988, y 1989). La actividad estadio especifica
de la proteasa de 35-40 kDa en los esquizontes asi como la de 75 kDa en los
merozoitos, sugiere que estas proteasas se encuentran involucradas en la
etapa final de la diferenciacion intracelular del parésito o en los eventos que

flevan a la ruptura e invasién de los eritrocitos (Rosenthal y cols,. 1987).
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En relacién a Trypanos_oma cruzi se han reportado varios trabajos
donde tas proteasas de T. cruzi juegan un papel importante en la bioclogia del
parasito: algunas intervienen en la replicacion de los amastigotes (Harth y cols,,
1992); también se ha observado que durante la metaciclogénesis varia la
expresion de proteasas del parasito (Bonaldo y cols., 1991); y se ha sugerido la
participacion de proteasas en la adhesién e infeccion a fibrobiastos (Piras y
cols.,1985). De la misma manera, al inhibir tales proteasas con inhibidores
quimicos o tratarlas con anticuerpos monoclonales monoespecificos se encontrd
que disminufa significativamente la ingestién de parésitos por macréfagos y
células musculares de corazon (Meirelles y cols., 1992; Souto-Padron y cols,,
1990). Por ofro fado, los tripomastigotes pueden romper las moléculas de lgG
unidas a la membrana desprendiendo la parte Fc y quedandose solo con la
fraccién Fab, este proceso podria ayudarles a pasar inadvertidos al circular por

el organismo del hospedero (Pereira, 1980).

En los lisosomas de epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes se ha
demastrado la presencia de una glucoproteina de 60 kDa, con aito contenido de
manosa. La secuencia parcial de ésta presenta alta homologia con la papaina y
ta catepsina L. También, ha sido localizada sobre la superficie de amastigotes y
epimastigotes, mientras que en los tripomastigotes se ha localizado en la bolsa
flagelar del organismo. Esta enzima, como se menciont anteriormente es la que
presenta la actividad mayoritaria en epimastigotes, la cual es Hamada

cruzipaina.

Experimentos recientes han indicado que la cruzipaina, es capaz de
degradarse asi misma (Heliman y cols, 1991), siendo el dominio maduro
completamente degradado en pequefios péptidos, mientras que una secuencia
glucosilada de 25 kDa resistente a protedlisis y que corresponde al dominio
carboxilo terminal permanece incambiable (Motram y cols., 1989).

28



Por otro lado, Greig y Ashall (1990), empleando minigeles mostraroh que
aunque la proteinasa de entre 50-60 kDa es la actividad predominante, hay
como minimo tres bandas mas, de alto peso molecular y en su mayoria son del
tipo cisteina, lo cual fue demostrado por el empleo de inhibidores especificos,
asi como también probablemente una banda que corresponde a una

metaloproteasa.

Ademas de las proteasas de tipo cisteina y metalo, hay evidencias de la
presencia de una proteasa de tipo serina (Sakanari y cols., 1989; Greig y Ashall,
1990). En estos estudios se empled PCR para amplificar et ADN gendmico
utilizando secuencias consenso gue flanquean los residuos del sitio activo (His,
Asp 'y Ser) como iniciadores. En el caso de T. cruzi, un fragmento de 438 pares
de bases fue obtenido y secuenciado y se encontré que contiene regiones que
codifican para las secuencias conservadas de amino4cidos del sitio activo de
una serina-proteasa. De esta manera, aun cuando no se ha encontrado
actividad de proteasa de tipo serina en este parasito, si se tiene un gen que

codifica para ésta.

Mas recientemente, se reportd la secrecidn in vitro de proteasas por
epimastigotes de T. cruzi de 13 cepas mexicanas provenientes de diferentes
partes de la Republica Mexicana y de 3 cepas sudamericanas. Todas las cepas
secretaron una proteasa de 40 kDa y la cepa NINOA del estado de Oaxaca
secretaba ademds, una proteasa de 60-70 kDa. La actividad de la proteasa de
40 kDa es afectada por TLCK, E- 64, leupeptina y 1,10-fenantrolina, ademés es
activada por cisteina, por lo que se considera una proteasa de cisteina. Su
actividad es mas alta a pH 4 y es nula a pH 11. La actividad de la proteasa de
60- 70 kDa es afectada por 1,10-fenantrofina, EDTA y TLCK no es activada por
cisteina por lo que es probable que sea una metalo proteasa. Esta enzima es
activa a pH acido o basico sin diferencias significativas en sus niveles de
actividad. La proteasa de 40 kDa es reconocida por anticuerpos policlonales

29



dirigidos contra la cruzipaina por lo que es posible que se trate de esta enzima
(Nava, 1997).

Otro pardsito protozoario con gran actividad proteolitica es Trichomonas
vaginalis. Lockwood y coils. (1987) empleando geles de poliacrilamida-SDS
copolimerizados con gelatina mostraron que T. vaginalis tiene por lo menos 11

cisteina-proteasas diferentes y purificaron por filtracidon en gel dos proteasas

intraceluiares, fa D y la H con pesos moleculares de 18 y 64 kDa,
respectivamente. Todas estas proteasas son inhibidas por reactivos espef:ificos
para cisteina-proteasas como: E-64 y cistatina (North y cols., 1980a). Sin
embargo, su gran compiejidad ha sido demostrada utilizando geles de
poliacrilamida-SDS  copolimerizado con gelatina en doble dimension,
observandose 23 distintas proteasas, las cuales tienen puntos isoeléctricos
entre 5.7 a 7.0 (Neale y Alderete, 1990). Las proteasas con puntos isoeléctricos
menores han sido detectadas por geles de poliacrilamida-SDS copolimerizados
con gelatina en una dimension, en general, estas proteasas son mas acidas.
También se han purificado dos cisteina-proteasas extracelulares, la primera de
estas proteasas tiene un peso molecular de 60 kDa y es separada en
subunidades de 23 y 43 kDa; mientras que la segunda enzima tiene un peso
molecular de 30 kDa (Garber y Lemchuk-Favel., 1989).

Para estudiar la actividad de las proteasas D y H se han probado
diferentes sustratos, resultando uno de los mejores, fa nitroanilina Bz-Pro-Phe-
Arg-Nan (Bz= benzoil, Nan= nitroanilida) y los sustratos preferidos fueron
aquellos combinados con arginina en la posicion Py con un residuo voiminoso
en la posicién P, (Lockwood y cols., 1984, 1986). E! uso de sustratos
fluorogénicos (peptidil-amino-metilcumarinas) en combinacion con PAGE-SDS-
gelatina (North y cols., 1990) ha permitido determinar la especificidad del

sustrato de cada enzima sin necesidad de purificarias.
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Por otro lado, Bozner y Démeg (1991), reportaron dos enzimas presentes
en T. vaginalis con peso molecular alto, las cuales son inhibidas por EDTA, por

lo que se les considerd metalo-proteasas.

En cuanto a la participacion de proteasas de Trichomonas en el proceso
de adhesién a células epiteliales vaginales humanas y a células Hela, se ha
demostrado que el tratamiento del parasito con inhibidores de proteasés (TLCK)
abate la adhesién del parasito a las células del hospedero. Cuando se les
permite sintetizar y re-expresar las proteinas de superficie a las Trichomonas
tratadas con tripsina, vuelven a adquirir el fenotipo de adhesion. La funcion
exacta de las proteasas en el'proceso de adhesion del parasito permanece
desconocida, aunque se propone que tienen funcidn desenmascarante de las
adhesinas presentes en la superficie del parasito las cuales son protegidas por
proteinas, requiriendo ser expuestas para gue sean funcionales (Alderete y
cols., 1895).

Con respecto a G. famblia, existen pocos estudios relacionados con la
caracterizacién de su actividad proteolitica. Asi, Feely (1985) identificd por
microscopia electrénica y analisis citoquimico actividad de hidrolasas dentro de
vacuolas localizadas por debajo de la membrana plasmaética del trofozoito y de
la pared quistica, sugiriendo que las vacuolas funcionan como lisosomas, aun

cuando la funcion de estas estructuras no es muy clara.

Posteriormente, Lindmark (1988), demostrd accion de hidrolasas en un
extracto de! parasito y mas tarde Hare y cols. (1989), demostraron [a accidn de
proteasas tipo cisteina en extractos de la cepa Portiand 1 y mediante getes de
poliacrilamida-SDS coh gelatina se observé la aparicion constante de dos
bandas de actividad proteolitica con un peso aproximado de 40 y 105 kDa y de

manera inconstante apreciaron otras dos bandas de pesos de 80y 85 kDa.
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Asimismo, Parenti (1989) detectd que el 55% de la actividad proteolitica
de G. /lamblia se localizaba en la fraccion soluble del homogenizado de
trofozoitos, la cual aumentd con pretratamiento con detergente no idnico,
sugiriéndose que la actividad enzimatica estaba asociada a la membrana ¢ a
fracciones subcelulares. Ademas, en este estudio, con el empleo de la técnica
de cromatografia de filtracién, se detectaron dos actividades proteoiiticas: la
principal y mayor actividad enzimatica mostré un peso molecular de 38 kDa; la
segunda actividad enzimatica tuvo un peso molecular de 66 kDa. Las enzimas
hidrolizaron los siguientes sustratos: hemoglobina, IgA, 1gAs, IgG v el sustrato
sintético Bz-arginina- naftlamida (BANA), variando el pH 6ptimo de acuerdo al
sustrato empleado. Estas enzimas se caracterizaron como proteasas de tipd

cisteina con el empleo de agentes activadores e inhibidores del grupo tiol.

Mas tarde, Werries y cols. (1991), purificaron dos cisteina-proteasas con
pesos moleculares de 95 y 35 kDa, a partir de homogenizados de trofozoitos de
ia cepa WB. Ambas proteinasas fueron activas sobre azocaseina, cadena f de
la insulina, hemoglobina desnaturalizada con urea y tetrapéptidos sintéticos que
presentaban una arginina en la posicion P; delA sustrato. Sin embargo, se
observaron pequefas diferencias de especificidad cuando se emplearon

algunos sustratos sintéticos.

Williams y Coombs (1995), analizaron la actividad proteolitica intracelutar
de la cepa P1 mediante el empleo de azocaseina y una amplia gama de
sustratos peptidicos fluorogénicos y cromogénicos observandose que la
actividad proteolitica total difiere considerablemente en relacién con el sustrato.
Estas actividades aumentaron mediante el empleo de ditiotreitol (DTT) 1mM y
llegaron a su maximo en el intervalo de pH de 5.5-7.0. La susceptibilidad de
estas proteasas hacia varios inhibidores ha demostrado que se frata
principalmente de tipo cisteina, aunque también se detectaron algunas

proteasas de tipo serina, aspartico y aminopeptidasas. Asi, se han detectado
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dieciocho actividades proteoliticas con valores de peso molecular entre 30y 211
kDa. Estas actividades de gelatinasas se detectaron empleando DTT y en
valores de pH cercanos a 6 y fueron inhibidas per inhibidores para proteasas de
tipo cisteina y serina. Cuatro de estas proteasas presentes en los geles
muestran actividad hacia péptidos de amidometilcumarinas fluorogénicos, pero
con diferentes preferencias de sustrato. Estos resultados muestran que G.

famblia contiene multipies proteasas, muchas de las cuales son del tipo cisteina.

Par otro lado, en estudios realizados por Alvarado (1994) se analizo la
actividad proteolitica en aislados de G. lamblia provenientes de individuos
asintomaticos y sintomaticos asi como de las clonas C5 (adhesion eficiente) y
de C7 (deficiente en adhesidn), obtenidas de la cepa WB (Hernéndez, 1992). En
dicho estudio no se encontrd relacion entre la actividad proteolitica y
procedencia de los trofozoitos. El andlisis de los lisados obtenidos de los
diferentes aislados y cepas de Giardia, efectuado por electroforesis en geles de
poliacrilamida-gelatina al 0.2%, revelé un patrén proteolitico de entre 10 a 15
bandas, con pesos moleculares de 18 a 140 kDa. La mayor actividad proteolitica
detectada se caracterizo como tipo cisteina mediante el empleo del inhibidor de
proteasas TPCK y del agente reductor DTT. En este estudio se detectd
actividad proteolitica en i0s sobrenadantes del medio donde crecieron estas
clonas y el analisis electroforético reveld la presencia de cuatro bandas con
actividad de proteasas con pesos moleculares de 21, 24, 26 y 85 kDa. Sin
embargo, cuando los trofozoitos interaccionaban con células MDCK, Ia actividad
proteolitica en los sobrenadantes aumento observandose la actividad de 7
proteasas con pesos moleculares entre 25y 93 kDa. Estos resultados muestran
que los trofozoitos de G. lamblia secretan proteasas al medio y que la
interaccion de los trofozoitos con la linea MDCK estimula la secrecion de un

mayor nimero de proteasas.
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Recientemente, Ward y cols. (1997), demostraron que el proceso de
desenquistamiento en Giardia muris es bloqueado por inhibidores especificos de
proteasas de tipo cisteina. De esta manera, empleando inhibidores biotinitados,
se identificd y clond ia secuencia de la proteasa blanco. Esta proteasa se
localiz6 en vesiculas que liberan su contenido antes del desenquistamiento.
Esta proteasa es la ramificacion de aparicion més temprana de la familia de la
catepsina B. Esta filogenia confirma que el lingje de la cate'psina B evoluciona
en células eucaridlicas primitivas, primero hacia la divergencia de los reinos
animal y vegetal y enfatiza ia diversidad de las funciones celulares que esta

familia de enzimas facitita.

La elevada actividad y multiplicidad de las proteasas en el estadio de
trofozoito y probablemente de quiste de Giardia, indican que estas enzimas
estan involucradas en muchos aspectos del desarrolio y metabolismo del
parésito, representando un blanco potencial para agentes quimioterapedticos

antiprotozoarios.
Sin embargo, poco se conoce acerca de la participacion de las proteasas

de Giardia en la adhesion a células epiteliales, siendo este proceso un paso

esencial en la patogeénesis de la giardiosis.
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LOBJETIVOS

e OBJETIVO GENERAL

Caracterizar |2 actividad proteolitica presente en los trofozoitos de cepas y clonas
de Giardia lamblia y determinar su participacién el proceso de adhesion a celulas

epiteliales.

» OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar y caracterizar el tipo de proteasas presentes en [isados de
trofozoitos de la cepa WB y de las clonas C5 y C7 de G. /lambiia con diferentes

capacidades de adhesion.

2.- Determinar ¢! efecto de inhibidores de proteasas en el proéeso de adhesion de
la cepa WB vy las clonas C5 y C7 de G. fambfia a las lineas celulares MDCK e
IEC- 6.

3.- Analizar los patrones de secrecién de proteasas por trofozoitos de G. lamblia
con caracteristicas de adhesion eficiente asi como deficiente al interactuar con

monocapas de las lineas celulares MDCK e IEC- 6.
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ll. MATERIALES Y METODOS
1.- PARASITOS.

En este trabajo se emplearon trofozoitos de Giardia lamblia provenientes
de la cepa WB y de 2 clonas derivadas de ésta, denominadas C5 (adhesion

eficiente) y C7 (deficiente en adhesidn){Hernandez, 1992).

Los trofozoitos de la cepa y de las clonas de G. lamblia se cuitivaron
axénicamente a 37°C en medio TYI-S-33 modificado (Keister, 1986)(Apéndice
A), complementado con suero de ternera al 10% (Microlab, Mexico) y en
presencia de los antibidticos estreptomicina (250 pg/mL) y penicilina (250
UlmL), llevando a cabo subcultivos dos veces por semana (Cedillo-Rivera y
cols., 1991).

2.- OBTENCION DE EXTRACTOS SOLUBLES DE TROFOZOITOS.

Los trofozoitos tanto de la cepa como de las dos clonas de G. lamblia, se
cosecharon en la fase logaritmica de crecimiento mediante el enfriamiento de
los tubos de cultivo a 4°C por 1 h y su posterior centrifugacion a 3,500 rpm
durante 10 min. El paquete celular se lavé dos veces con amortiguador salino
de fosfatos (ASF) pH 7.2, y una vez resuspendido el paquete celular en una
solucién de sacarosa 0.25 M se tomé una alicuota para verificar la viabilidad
celular con azul tripano. Posteriormente, el paquete celular se resuspendio en
una mezcla que contenia 25 nl de sacarosa 0.25 M, 25 pL de Tritdn X-100 al
0.25% (v/v) y 10 ulL de amortiguador de muestra 5X en ausencia de -
mercaptoetanol. Los trofozoitos fueron lisados por agitacidn con pipeta de
acuerdo a lo recomendado por Alvarado (1994). Los extractos solubles se
analizaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 10% en presencia
de SDS bajo condiciones reductoras (Apéndice B). La cuantificacion de
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proteinas se realizd por el método de Lowry modificado por Dullery y Grieve
(1975) (Apéndice D).

3.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD Y LOS TIPOS DE PROTEASAS
PRESENTES EN EXTRACTOS SOLUBLES DE TROFOZOITOS DE G. lamblia
EMPLEANDO UN METODO COLORIMETRICO.

Para realizar la caracterizacion inicial del tipo de protéasas preéentes en
los extractos solubles de la cepa WB y de las clonas C5 y C7 se empled un
método colorimétrico utilizando azocaseina (Sigma, Chemical, C.o. St. Louis
MO, U. S. A) como sustrato. El método se estandarizo para determinar la
cantidad de 'proteina que permitiera trabajar en condiciones no saturadas para
lo cual se emplearon diferentes cantidades de proteina (20, 40, 60, 80 y 100u9).
Ademas, para determinar el valor de pH éptimo para las enzimas, se utilizo
amortiguador tris-glicina activado {con EDTA y cisteina) en el intervalo de pH 3-
8 a 37°C. Una vez determinado el valor de pH adecuado se evalud el
amortiguador sin cisteina y EDTA. Los inhibidores empleados fueron para
proteasas de tipo bisteina: E-64 (trans-Epoxisuccinil-L-Leucilamido-{4-
guanidino]-Butano) e lodoacetamida a concentraciones finales de 10 uM y 100
uM, respectivamente; para proteasas de tipo serina: PMSF (Fluoruro de
fenilmetilsulfonilo) y TPCK (L-1-cloro-3- 4-tosilamido}-4-fenil-2-butanona, tosil
fenilalanil clorometilcetona) a 1 mM; Pepstatina para proteasas de tipo
aspartico a 1uM y para metalo proteasas: 1,10-fenantrolina y EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 10 mM. Estas concentraciones son las recomendadas
en la literatura (Beynon y Bond, 1994). Todos los inhibidores fueron obtenidos
de Sigma, Chemical, C.0. St. Louis M. O, U.S.A

Una vez estandarizadas las condiciones del método, se procedio a
incubar 100 pg de proteina de los extractos solubles con los diferentes
inhibidores por 30 min a 37°C. Posteriormente, se les adicioné amortiguador de

acetatos pH 5.5 y se incubaron durante 10 min a 37° C; al finalizar este tiempo
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se les adiciond azocaseina al 2% (p/v) en amortiguador de acetatos y
nuevamente se incubaron a 37°C por 1 h. Posteriormente, se realizd una
precipitacién acida empleando acido tricloroacético al 3% y se centrifugaron a
3,500 rpm durante 15 min. Al finalizar, los sobrenadantes se ieyeron contra su
blanco de reaccidn a 366 nm en un espectrofotémetro Beckman DU-65. En cada
experimento se incluyd un control al cual no se le adici.oné' inhibidor. Se
realizaron 6 determinaciones por triplicado cada uno, obteniéndose el
porcentaje de inhibicién de la actividad proteolitica. Asimismo, se emplearon los
inhibidores E-64, TPCK y 1,10-fenantrolina a las concentraciones de: 1mM, 0.33
mM y 1 mM, respectivamente, de acuerdo a lo descrito por Williams y Coombs
(1995).

4.- CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN LOS
EXTRACTOS SOLUBLES DE G. /amblia EMPLEANDO GELES DE
POLIACRILAMIDA-SDS COPOLIMERIZADOS CON GELATINA.

La actividad proteolitica de los extractos solubles de trofozoitos de la
cepa WB y de las cionas C5 y C7 se caracterizd emp—leando geles de
poliacrilamida al 10% copolimerizados con gelatina al 0.2% (Apéndice B).
Asimismo, se obtuvieron los extractos solubles de cada uno de ellos en
presencia de los diferentes inhibidores de proteasas especificos para cisteina,
serina y metalo proteasas, siguiendo la metodologia y las concentraciones
mencionadas en el inciso 3. La electroforesis se realizé en camaras de
electroforesis Mini- Protean Il (Bio- Rad, U. S. A. ) por 90 min a 140 volts a 4°C.
En este andlisis se emplearon peines de 10 pozos y 0.75 mm de grosor,
aplicandose en cada pozo 80 pg de proteina total tanto de la cepa como de las

dos clonas.

Una vez transcurrido el tiempo de corrimiento, ios geles se incubaron en

250 mb de Tritdn X-100 al 2.5% (v/v) durante 1 h, para remover el exceso de
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SDS y restaurar la actividad de las proteasas. Posteriormente, los geles se

enjuagaron 3 veces con agua bidestilada para retirar el exceso de Triton.

Para detectar las actividades proteoliticas presentes en los extractos
solubles de los trofozoitos de G. /famblia, los geles se incubaron en
amortiguador de acetatos pH 5.5 durante 12-16 h a 37°C y en agitacion. Al
término de este periodo, se volvieron a enjuagar con agua bidestilada y se
tiieron con azut de Coomassie R-250 durante 45 min en agitacion constante y a
37°C, para posteriormente retirar el exceso de colorante y llevar a cabo la
decoloracién con una solucion de acido acético al 10% (v/v)(Apéndice C)
(Lockwood y cols., 1987).

5.- ANALISIS DENSITOMETRICO.

El analisis densitométrico de ios geles se realizd empleando un
analizador de imagenes Fotodyne (Modelo Fotoeclipse) acoplado a una
computadora Macintosh. Los valores se calcularon en funcin:)n del control (sin
inhibidor).

6.- DETERMINACION DE LA VIABILIDAD Y DE LA ACTIVIDAD METABOLICA
DE LA CEPAWB Y DE LAS CLONAS C5 Y C7.

La viabilidad de los trofozoitos y su capacidad metabdlica tanto en la
cepa WB como en las clonas C5 y C7 en presencia de diferentes
concentraciones de fos inhibidores de proteasas empleados, se determino
mediante el método de resiembra (Cedillo y cols., 1992) y el método
colorimétrico de MTT (sal de tetrazolio: Bromuro de 4, 5 dimetiltiazol-2, 5
difeniltetrazolio), respectivamente (Cedillo y Mufioz, 1992). Para realizar estos
ensayos se probaron los inhibidores a diferentes concentraciones: E- 64 (1, 5,
10, 100 y'500 1tM), lodoacetamida (10, 25, 50, 100 y 500 uM), PMSF (25, 50,
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100, 500 y 1000 uM), TPCK (25, 50, 100, 250 y 500 uM), 1, 10-fenantrolina y
EDTA (0.25,05,1, 5, 10y 100 mM).

Los trofozoitos se incubaron con cada uno de los distintos inhibidores
seleccionados a las diferentes concentraciones durante 30 min a 37°C. Al
término de la incubacion, los trofozoitos se lavaron con ASF dos veces. En el
caso del método de resiembra, 9 X 10* trofozoitos se colocaron en medio de
cultivo fresco y se incubaron durante 48 h a 37°C, para posteriormente contarlos
en una camara de Neubauer. Para el método de MTT, los trofozoitos javados
con ASF, se incubaron con 1 mL de MTT (0.075% pfv) y 250 pL de PMS
(Metasulfato de fenazina) (2.5 mg/mL) durante 45 min a 37°C. Al finalizar este
tiempo los trofozoitos se lavaron dos veces con ASF y el paquete celular se
resuspendid en 750 ul de isopropanol, para posteriormente centrifugarse a
3,000 rpm durante 5 min. El sobrenadante obtenido se leyé a 570 nm contra el

blanco de reaccién.
7.- CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES MDCK E IEC- 6.

Las células epiteliales de rifdn de perro (MDCK) y de ileon de rata (1C-
6), se cultivaron a 37°C en una atmosfera al 5% de CO, hasta formar una
monocapa confluente en medio de Eagle modificado por Dulbecco para
hibridomas (D-MEM- Hyb) (Sigma, Chemical, M. 0.C.0, U. S. A), adicionado con
suero fetal de ternera al 10%(v/v) (Hyclone, USA). Ademas, se aﬁédié al medio
de cultivo glutamina (2 mM), insulina (10 U/mL), estreptomicina (10 mgfmL),
penicilina (10,000 Ul/mL} vy anfotericina B (2.5 mg/L). Una vez formada la
monocapa, ésta se tripsinizd y se realizd la cuantificacion de las células.
Posteriormente, se hicieron inéculos de 1.5 X 10° células de MDCK y 1.2 X 10°
células de IEC-6 por botella de cultivo (NUNC, USA) en un volumen total de 5.0
ml. de D-MEM-Hyb, haciéndose los cambios requeridos de medio de cultivo

hasta obtener nuevamente una monocapa celular confluente, a partir de la cual
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se obtuvieron las células que se crecieron en microplacas de cultivo de 24
pozos (Falcon 3047, Becton Dickinson, Lab. U.S.A).

8.- ENSAYO DE ADHESION DE TROFOZOITOS DE G. lamblia A CELULAS
EPITELIALES MDCK E IEC-6.

Los ensayos de adhesidn de los trofozoitos de G. /ambliia de la cepa WB
y las clonas C5 y C7 se llevaron a cabo sobre las monocapas confluentes de
células MDCK e IEC-6. En microplacas de cultivo de 24 pozos se colocaron 1.2
X 10° células de la linea MDCK y 1 X 10° células de la linea IEC-6 y se
rﬁantuvieron en cultivo hasta obtener monocapas confluentes. Por otro lado, los
trofozoitos cosechados en la fase logaritmica de crecimiento se marcaron con 2
nCi/mL de timidina tritiada (Amersham, U. S. A) y se incubaron durante 48 h a
37°C para la incorpbracién de timidina y se cosecharon mediante enfriamiento
"de los tubos durante 1 h. Posteriormente, los trofozoitos se lavaron dos veces
con D-MEM-Hyb sin suero y se cuantificaron. Los trofozoitos (1.3 X 108) se
incubaron previamente con cada uno de los inhibidores seleccionados: E-64
~ (0.001 mM), 1,10-fenantrolina (0.1 mM), PMSF (0.01 mM) y TPCK (0.1 mM) por
30 min a 37°C. Posteriormente, los trofozoitos se lavaron 3 veces con ASF y

incubaron con las células epiteliales por 2 h. a 37°C.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, el medio de cultivo se
retirG y se colecté en papel Whatman No.3. A su vez, las monocapaé junto con
los frofozoitos adheridos se obtuvieron mediante su congellacién a-70° C y 200
ul de tripsina y se colectaron asimismo en papel Whatman No. 3. Los papeles
se secaron en un horno a 150°C durante 10 min y las proteinas se precipitaron
en 4cido tricloroacético al 10% durante 15 min, para posteriormente enjuagarios
con &cido tricloroacético al 5% y etanol. Nuevamente los papeles se secaron y
se colocaron en una mezcia de centellec que contenia PPO (2, 5-Difeniloxazol)
(Mallinckrodt, U. S. A) y POPOP (p-bis[2- (5- feniloxazolil)]- benceno) en tolueno

para ser leidos en un contador de centelleo (Minaxi B Tri-carb 4000 series).
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La suma de las lecturas (cpm) de las células no adheridas
(sobrenadantes) y células adheridas, se considerd como el nimero de cpm
totales (células totales). Las cpm totales se calcularon para el control como para
cada uno de los inhibidores y estos valores se emplearon en cada caso para el
célculo del porcentaje de inhibicion de la adhesién. El porcentaje de inhibicion

de la adhesion se obtuvo siguiendo la formula:

% inhibicion de la adhesion=cpm ___ no adheridas X 100

cpm totales

Finalmente, los porcentajes de células no adheridas obtenidos en el control se
restaron de los valores de inhibicion de la adhesion obtenidos con cada una de
las muestras. Estas determinaciones se realizaron seis veces por dupticado

cada una y los resultados mostrados son el promedio de éstas.

9.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEASAS EN LOS
SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE TROFOZOITOS .DE G. lamblia
DESPUES DE LA INTERACCION CON CELULAS MDCK E IEC-6.

Para analizar la secrecidon de proteasas por G. /lamblia, 1.3 X 10°
trofozoitos de la cepa WB y de la clona C7, se incubaron con la linea celular
epitelial IEC-6 (1 X 10 *) y la cepa WB también se incub6 con la linea celular
MDCK (1.2 X 10 %) por 2 h a 37°C en una atmésfera de CO, al 5%. Los
sobrenadantes se colectaron y se filtraron a través de una membrana Millipore
de 0.22 um para tener la seguridad de la ausencia de trofozoitos en la muestra y
se concentraron 20 veces por medio de un sistema de ultrafiltracion Centriprep
con poro de exclusién de 10 kDa (Amicon, U. S. A). Los concentrados se 0.2%.
Como controles se analizaron tanto el medio D-MEM solo como el medio en el

cual se incubaron los trofozoitos solos o las lineas celulares solas.
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V. RESULTADOS

o ANALISIS ELECTROFORETICO DE LOS EXTRACTOS SOLUBLES DE LA
CEPAWB Y DE LAS CLONAS C5Y C7.

Los extractos solubles de los trofozoitos de la cepa WB y de las clonas C5

y C7 se obtuvieron de acuerdo a lo descrito por Alvarado (1984). E| analisis

electroforetico de los extractos mostré la presencia de aproximadamente 30

bandas con pesos molecutares entre 20-200 kDa (Figura 2). Tambien se observd

la presencia de una molécula proteica de aproximadamente 200 kDa en los

extractos solubles de |a cepa WB y de la clona C5 (carril 1y 2).
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Figura 2. Anéalisis electroforético de los extractos solubles obtenidos de la cepa WB y de las
clonas C5 y C7 de G. lamblia. Los extractos solubles de la cepa WB (carril 1}, de la clona C5
(carril 2) y de la clopa C7 (carril 3), fueron obtenidos empieando sacarasa 0.25 M, Tritén X-
100 al 0.25% y amortiguador de muestra 5X, mediante agitaciéon con pipeta. En este analisis
se emplearon 100 ug de proteina total de cada uno de ellos y se separaron en geles de
poliacrilamida-SDS al 10% bajo condiciones reductoras. Los marcadores de peso molecular
se indican a la izquierda de la figura.
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« ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DEL METODO
COLORIMETRICO EMPLEANDO AZOCASEINA COMO SUSTRATO.

- Cantidad de proteina

La determinacion cuantitativa de |a actividad y tipo de proteasas presentes
en la cepa y en las dos clonas de G. /amblia, se realizé mediante un método
colorimétrico empleando como sustratc azocaseina al 2% (Beynon y Butler,
1994). Inicialmente, se determind la concentracién de proteina de los extractos
solubles a la cual se podian realizar los ensayos sin saturar la actividad de las
proteasas (Figura 3). Asi, se determiné que en nuestro sistema se podia realizar
la cuantificacidn de actividad de proteasas en el intervalo de 40-100 pg de

proteina total.
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Figura 3. Valores de densidad 6ptica obtenidos empleando un método colorimétrico con
azocaseina (2%) como sustrato. En la estandarizacion del método se emplearon diferentes
concentraciones de proteina (20-100 pug) de los extractos solubles de trofozoitos de la cepa
WB (-—--}, de las clonas C5 (-..-..-) y C7 (—) de G. lambfia.
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- Valor 6ptimo de pH.

En el andlisis se llevd a cabo una curva de pH para encontrar el o los
valor(es) de pH 6ptimo(s) para determinar la(s) actividad(es) proteolitica(s) de los
lisados. Para esto, se empled un amortiguador de fris-glicina, el cual permite
trabajar en un intervalo de pH de 3-8, ademas de EDTA y cisteina (Figura 4). Asi,
los valores maximos de actividad para la cepa WB se obtuvieron a pH 4 y 5.6,
para la clona C5 a pH de 5.6 y para la clona C7 a pH 5.4 y 56. Los picos de
actividad alcanzaron un valor de absorbancia de 0.9 y 1.1 para la cepa WB, de

0.95 para la clona C5 y de 0.85 y 0.8 para |a clona C7.
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Figura 4. Valores de densisdad 6ptica obtenidos empleando un método coiorimétrico con
azocaseina (2%) como sustrato a diferentes valores de pH. La actividad proteolitica se
determiné con 100 ug de proteina total de los extractos solubles de WB {-—) ¥ delaclonas
C5 (..-..-} y C7 (). En este ensayo se utitizé6 amortiguador tris-glicina en presencia de EDTA
y cisteina para determinar el valor 6ptimo de pH.



Posteriormente, se realizé una determinacion de la actividad proteolitica a
diferentes valores de pH, pero sin la presencia de EDTA ni cisteina, componentes
que normalmente se encuentran en el regulador activado y que se omitieron con
el objeto de detectar la actividad de diferentes tipos de proteasas que se
encuentran presentes en el parasito, ya gue el EDTA inhibe a las proteasas de
tipo metalo y la cisteina activa a las de tipo cisteina. En este ensayo se observo
que a pH de 5.6 tanto ia cepa WB como las clonas C5 y C7 tuvieron la maxima
actividad proteolitica, obteniéndose vaiores de densidad &ptica de 1.2, 1.16 y 0.8,

respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Valores de densidad 6ptica obtenidos empleando un método colorimétrico con
azocaseina (2%) como sustrato. La determinacién se llevo a cabo a diferentes valores de pH
en ausencia de EDTA y cisteina. Se utilizaron 100 pg de proteina total de los extractos
solubles de Ia cepa WB {—) y de las clonas C5{-..-..) y C7 {—).
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De acuerdo a l0s resultados obtenidos previamente, se determinaron como
condiciones optimas: pH 5.5, temperatura de 37°C y 100 ug de proteina total de
los extractos de la cepa WB, las clonas C5 y C7. Para trabajar a pH de 5.5 en
todos los ensayos realizados posteriormente se utilizé amortiguador de acetatos
sin activar (en ausencia de EDTA y cisteina). Con estas condiciones se
obtuvieron valores de actividad proteolitica para WB de 1.2, para la clona C5 de
1.16 y para C7 de 0.80.

o DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN EXTRACTOS
SOLUBLES DE TROFOZOITOS DE G. Jamblia EMPLEANDO UN METODO
COLORIMETRICO.

Con la finalidad de determinar el tipo de proteasas presentes en los
extractos solubles tanto de la cepa como de las dos clonas, se utilizaron los
siguientes inhibidores: E-64 e lodoacetamida para proteasas de tipo cisteina,
PMSF, TPCK y Antipaina para las serina-proteasas, aunque estos también
inhiben algunas proteasas de tipo cisteina; Pepstatina para las aspartico-

proteasas y para las metalo-proteasas EDTA y 1,10-fenantrolina.

Los porcentajes de inhibicidn de la actividad proteolitica obtenidos para la
cepa WB y las clonas C5 y C7 se presentan en la Tabla 1. Como puede
observarse, con los inhibidores para proteasas de tipo cisteina (E-64), serina
(PMSF) y metalo (1,10-fenantrolina) se inhibié del 26 al 30% de !a actividad
proteolitica presente en la cepa WB. En el caso de la clona C5, con el inhibidor
TPCK y con PMSF se obtuvo un porcentaje de inhibicion de la actividad
proteolitica del 42% y 21%, respectivamente. La inhibicién con E-64 y 1,10-
fenantrolina fue del 43% y 41%, respectivamente. Con la clona C7, se obtuvieron
porcentajes de inhibicidn similares a los observados con la cepa WB, con la
diferencia de que en el caso de la clona C7, EDTA inhibié el 30%. Los demas
inhibidores empleados inhibieron la actividad proteciitica de la cepa WB y de las

clonas C5y C7 entre Oy 18%.
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Por otro lado, cuando se emplearon los inhibidores E-64, TPCK y 1,10-
fenantrolina a las concentraciones de 1 mM, 0.33 mM y 1 mM, respectivamente,
(Tabla 2) se cbtuvieron en el caso de WB, porcentajes de inhibicidn mayores que
los obtenidos con los mismos inhibidores a las concentraciones de 10 uM (E-64),
1 mM (TPCK) y 10 mM (1,10-fenantrolina) (Tabla 1). Asimismo, con la clona C7
se observaron porcentajes de inhibicion mayores cuando se emplearon E-64 y
TPCK, sin embargo con 1,10- fenantrolina el porcentaje de inhibicion se redujo a
19 La inhibicion de actividad de proteasas de la clona C5 a las mismas
concentraciones, se vié ligeramente aumentada con E-64 y TPCK pero con 1,10-
fenantrolina se obtuvo un porcentaje de inhibicion del 26, siendo menor que el

obtenido con este inhibidor a una concentracion de 10 mM (Tabla 1).
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Tabla 2. Determinacién de la actividad proteolitica en extractos solubles de
la cepa WB y las clonas C5 y C7 de G. lamblia en presencia de diferentes

inhibidores de proteasas.

Los extractos solubles (100 ug de proteina) de la cepa WB y las clonas C5 y C7 se incubaron en
presencia de E-64, TPCK y 1,10-fenantrolina empleando las concentrasciones de cada uno de
ellos descritas por Williams y Coombs (1995). La actividad proteolitica se determino mediante
un ensayo colorimétrico empleando azocaseina al 2%. El porcentaje de inhibicién de la
actividad proteolitica con los diferentes inhibidores se determiné con respecto al control.

A.E=Actividad especifica;E.S= Error estandar; 1,10 ph= 1,10-fenantrolina.
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« CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE TROFOZOITOS
DE G. lamblia MEDIANTE GELES PAGE-SDS COPOLIMERIZADOS CON
GELATINA.

Por otro lado, con la finalidad de caracterizar la actividad proteolitica
presente en los extractos solubles de la cepa WB y las clonas C5 y C7, se
realizaron geles de poliacrilamida-SDS copolimerizados con gelatina y se
emplearon seis inhibidores de proteasas, los cuales mediante el método
colorimétrico se observd que tuvieron efecto sobre la actividad proteolitica de los

trofozeoitos de G. lamblia.

En el analisis electroforético de los extractos solubles de la cepa WB se
observ®é un patrén proteolitico de siete bandas de actividad con pesos
moleculares de 19, 60, 74, 95, 100, 110y 160 kDa y en el caso de la clona C5 de
19, 55, 64, 80, 95, 110 y 180 kDa. Con respecto a la clona C7 se observaron
cuatro bandas con actividad proteociitica con pesos moleculares 80, 91, 100 y 126

kDa (Figuras 6, 7 y 8, carril 1).

El andlisis densitométrico reveld que cuando el extracto soluble de la cepa
WB se incubd en presencia de E-84 (Figura 6, carril 2) hubo 100% de inhibicion
de la actividad proteolitica de la banda de mayor peso molecular (160 kDa) y las
bandas de 95 y 100 kDa disminuyeron en intensidad 60 y 65%, respectivamente.
En el caso de lodoacetamida, hubo desaparicion total de las bandas de 19 y 60
kDa, ademas, se detectd una inhibicién del 75% en la banda de 160 kDa, del 73%
en la banda de 100 kDa y del 70% en las bandas de 74 y 95 kDa (Figura 6, carril
3). En el caso de PMSF {Figura 6, carril 4) las 7 bandas de actividad proteolitica
disminuyeron en intensidad entre 82 y 98%. En presencia de TPCK (Figura &,
carril 5) las bandas con actividad proteolitica con pesos moleculares de 19, 60 y
74 kDa mostraron una inhibicién del 100%, 63% y 58%, respectivamente, las

demas bandas no se

51



vieron muy afectadas. Ademas, con TPCK aparece una banda de alto peso
molecular de aproximadamente 150 kDa. En el caso de inhibidores de metalo-
proteasas, especificamente con 1,10-fenantrolina (Figura 6, carril 6) la banda
que aparecié al emplear TPCK (150 kDa), también aparece con este inhibidor y
hay desaparicion de las bandas de peso molecular de 19, 60 y 74 kDa; ademas la
banda de 160 kDa se inhibié un 91%. En presencia de EDTA (Figura 6, carri! 7)
la banda de 150 kDa que aparecié bajo estimulo de TPCK y 1,10-fenantrolina
desaparecié. Las bandas de 160 y 19 kDa fueron principaimente inhibidas
disminuyendo su intensidad un 98 y 77% respectivamente. Es importante resaltar
que con los inhibidores PMSF, TPCK y 1,10-fenantrolina aparece una banda con
actividad proteolitica de 23 kDa. Los porcentajes de inhibicion de las actividades
proteoliticas de la cepa WB en presencia de los inhibidores se resumen en la
Tabla 3.
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Figura 6. Analisis electroforético del extracto soluble de trofozoitos de la cepa WB de G.
Jamblia en presencia de diferentes inhibidores de proteasas. El extracto soluble de ia cepa
WB (carril 1) se preincubé con los inhibidores E-64 {carril 2), lodoacetamida (carril 3), PMSF
(carril 4}, TPCK (carril 5), 1,10 fenantrolina {carril 6) y EDTA (carril 7) durante 30 min a 37°C.
Pasteriormente los extractos se separaron en geles de poliacrilamida-SDS al 10%
copolimerizados con gelatina al 0.2% y se revelaron con amortiguador de acetatos pH 5.5.
{ os marcadores de peso molecular se indican a la izquierda de la figura,
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Con respecto a la incubacion del extracto soluble obtenido de la clona C5
con los diferentes inhibidores, el andlisis densitométrico de los geles de
poliacrilamida-SDS copolimerizados con gelatina mostré que en presencia de E-
64 las bandas con pesos moleculares de 95, 110 y 180 kDa se inhibieron 100%,
100% y 94%, respectivamente (Figura 7, carril 2). Las demas bandas de
actividad disminuyeron su actividad entre 68 y 88%. Cuando se empleo
lodoacetamida, se observd que las bandas presentes disminuyeron en intensidad
entre: 34-79% y Unicamente la banda de 19 kDa disminuyd su actividad en un
96% (Figura 7, carril 3). Con PMSF, unicamente se detecté disminucion en la
intensidad de las bandas de 110 y 180 kDa, correspondiendo al 74% y al 96% de
inhibicién respectivamente (Figura 7, carril 4), las demas bandas no fueron
afectadas por el inhibidor. En presencia de TPCK, las bandas de 85, 110 y 180
disminuyeron en intensidad en un 98-99% (Figura 7, carril 5) las otras bandas de
actividad proteolitica fueron inhibidas entre 16 y 63%. Con el inhibidor 1,10-
fenantrolina (Figura 7, carril 8), principalmente se observé 60% de inhibicion en
la intensidad de la banda de 64 kDa y un 45% en la banda de 55 kDa. Por ultimo,
con EDTA se detectd disminucion en la intensidad de la banda de 19 kDa en un
88% (Figura 7, carril 7) y las otras bandas no mostraron una inhibicion

significativa. Estos resultados se resumen en la Tabla 4.
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Figura 7. Andlisis electroforético del extracto soluble de trofozoitos de la clona C6 de G.
jamblia en presencia de diferentes inhibidores de proteasas. El extracto soluble de la clona
C5 (carril 1) se preincubé con los inhibidores E-64 (carril 2), lodoacetamida (carril 3), PMSF
{carril 4), TPCK (carril 5), 1,10-fenantrolina (carril 6) y EDTA (carril 7) durante 30 min a 37°C.
Posteriormente los extractos se separaron en geles de poliacrilamida-8DS al 10%
copolimerizados con gelatina al 0.2% y se revelaron con amortiguador de acetatos pH 5.5.
Los marcadores de peso molecular se indican a la izquierda de la figura.



Tabla 4. Analisis densitométrico de la inhibicion (%) de la actividad

proteolitica del extracto soluble de la clona C5 en presencia de diferentes

inhibidores de proteasas.
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Por otro lado, el analisis densitomeétrico del extracto soluble obtenido de la
clona C7 revel6 que en presencia de E-64 (Figura 8, carril 2) desaparecieron
completamente las 4 bandas de actividad proteolitica, en cambio cuando se
empled lodoacetamida disminuyeron en intensidad las bandas de 91 y 100 kDa
en 83 y 85%, respectivamente, desapareciendo completamente la banda de 80
kDa (Figura 8, carril 3). Al emplear PMSF (Figura 8, carril 4) se observo
inhibicién unicamente en tlas bandas de 91 y 100 kDa en 76 y 81%,
respectivamente; con TPCK el patrén de actividad proteolitica permanecio
practicamente sin cambio (Figura 8, carril 5). En presencia de 1,10-fenantrolina
(Figura 8, carril 6) se detecto inhibicion de la actividad proteolitica en las bandas
de 80, 91 y 100 kDa ( 76, 41 y 79%, respectivamente), con respecto a EDTA, se
detectd una ligera disminucion en la intensidad de Ias 4 bandas, siendo del 14 al

30% (Figura 8, carril 7). Estos resultados se muestran en la Tabla 5.
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Figura 8. Analisis electroforético det extracto soluble de trofozoitos de la clona C7 de G.
lamblia en presencia de diferentes inhibidores de proteasas. E| extracto solubie de la ciona
C7 {carril 1) se incubdé con los inhibidores E-64 (carril 2), lodoacetamida (carril 3), PMSF
{carril 4), TPCK (carril §), 1,10-fenantrolina (carril 6) y EDTA (carril 7) durante 30 min a 37°C.
Posteriormente los extractos se separaron en geles de poliacrilamida-SDS al 10%
copolimerizados con gelatina al 0.2% y se revelaron con amortiguador de acetatos. Los
marcadores de peso molecular se indican a la izquierda de la figura.
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+ DETERMINACION DEL EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE PROTEASAS
SOBRE LA VIABILIDAD Y LA ACTIVIDAD METABOLICA DE LOS
TROFOZOITOS DE LA CEPAWB Y DE LAS CLONAS C5 Y C7.

Se realizaron diferentes experimentos para determinar el efecto de los
diferentes inhibidores de proteasas, a diferentes concentraciones, sobre la
viabilidad (Figuras 9-11) y actividad metabolica (Figuras 12-14) de los trofozoitos
de la cepa WB, como de las clonas C5 y C7 empleando el método de resiembra y
el método de MTT/PMS, respectivamente. Los resultados obtenidos en estos
ensayos permitieron escoger las concentraciones de los diferentes inhibidores
que no afectan la viabilidad de los trofozoitos para posteriormente emplearlos en
los ensayos de adhesién de la cepa WB y de las clonas C5 y C7 a las lineas
celulares MDCK e IEC-6.

De manera general, en lo que respecta a la viabilidad, determinada por el
método de resiembra, los resultados muestran que los inhibidores de cisteina
evaluados (E-64 e lodoacetamida) afectan de manera similar a la cepa WB y a la
clona C5 (Figuras 9a y 9b), aunque en el caso de E-64, la cepa WB es mas
susceptible que la clona C5, ain a concentraciones bajas de este inhibidor. En
relacion con la clona C7, ia viabilidad no se ve afectada de manera importante por
E-84 a concentraciones de 10 uM y de lodoacetamida de 50 puM y aun a
concentraciones altas de ambos inhibidores C7 es menos susceptible que la cepa

WB y la clona C5 (Figuras 9a y 9b).

En el caso del inhibidor para proteasas de tipo serina, PMSF (Figura 10a),
la cepa WB muestra una susceptibilidad mayor que las clopas C5y C7. Cuando
se empled TPCK (Figura 10b) la clona C5 se vid principaimente afectada aun a
las concentraciones mas bajas empleadas, sin embargo la clona C7 resulto

marcadamente menos susceptible a la accidn de este inhibidor.
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En cuanto a los inhibidores de proteasas de tipo metalo se observd que
tanto la cepa WB como las clonas C5 y C7 son susceptibles a 1,10-fenantrolina a
partir de 1 mM (Figura 11a y 11b), sin embargoc en el caso de EDTA, este
inhibidor tiene menor efecto sobre la clona C5 a partir de 10 mM presentandose lo

contrario para la cepa WB y la clona C7 (Figura 11b).
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Figura 9. Determinacién de la inhibicion de la viabilidad de los trofozoitos de la cepa WB y
de las clonas C5 y C7 de G. Jamblia.. Trofozoitos (9 X 10%) de la cepa WB (barras con lineas
verticales) y las clonas C5 {barras blancas) y C7 (barras punteadas) se pretrataron con los
inhibidores E-64 (a) e lodoacetamida (b) a diferentes concentraciones durante 30 min a
37°C. Posteriormente se lavaron y se incubaron en medio TYI-S-33 completo por 48 h a 37°C
y se contaron en una camara de Neubauer.

63



10a

VIABIL IDAD %)

INHIBICION

uM
CONCENTRACION
DEL INHBIDOR

10b

@
(=]

VIABILIDAD (%)

INHIBICION

25 50 100 250 %00 uM

CONCENTRACION
DEL INHIBIDOR

Figura 10. Determinacion de ia inhibicién de la viabilidad de los trofozoitos de la cepa WB
y de las clonas C5 y C7 de G. lamblia . Trofozoitos (9 X 10%) de la cepa WB (barras con
lineas verticales) y las clonas C5 (barras blancas} y C7 (barras punteadas) se pretrataron
con los inhibidores PMSF {a) y TPCK (b) a diferentes concentraciones durante 30 min a

37°C. Posteriormente se lavaron y se incubaron en medio TYI-5-33 completo por48 h a 37°C
y se contaron en una camara de Neubauer.
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Figura 11. Determinacién de la inhibicién de la viabilidad de los trofozoitos de la cepa WB y
de las clonas C5 y C7 de G. lamblia . Trofozoitos (9 X 10%) de la cepa WB barras con lineas
verticales) y las clonas C5 (barras blancas) y C7 (barras punteadas) se pretrataron con los
inhibidores 1,10-fenantrolina (a) y EDTA (b) a diferentes concentraciones durante 30 min a
37°C. Posteriormente se lavaron y se incubaron en medio TYI-5-33 completo por 48 h a 37°C
y se contaron en una camara de Neubauer.
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Posteriormente, mediante el método de MTT/PMS se determind la actividad
metabalica de la cepa y las dos clonas con los mismos inhibidores empleados con
anterioridad. De esta manera, cuando se utifizé el inhibidor para cisteina-
proteasas E-64 (Figura 12a) se observo que tanto la cepa comoe las dos clonas
mostraron una inhibicion cercana a) 20% aun a concentraciones de 10 uM. En &l
caso de Jas clonas C5y C7 el maximo de inhibicion se obtuve a 1a concentracion
de 500 uM, siendo de 45 y 32% respectivamente, sin embargo los valores para
WB se mantuvieron relativamente bajos (14%). En cuanto a lodoacetamida
(Figura 12b) a partir de 100 uM se obtuvo para la clona C5, un aumento en ia
inhibicién de la actividad metabdlica siendo esta del 88%. Sin embargo, la cepa

WB y la clona C7, se vieron ligeramente inhibidas (23 y 10%, respectivamente).
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Figura 12. Determinacion de la inhibicién de la actividad metabdlica de la cepa WB y las
clonas C5 y C7 de G. lamblia. Trofozoitos (1.5 x 10° ) de la cepa WB (barras con lineas
verticales) y ias clonas C5 (barras blancas) y C7 (barras punteadas) se incubaron con
diferentes concentraciones de los inhibidores E-64 (a) e lodoacetamida (b) y se analizé su
actividad metabélica por el método de MTT/PMS como se describié en Materiales y
Métodos.
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Cuando se emplearon inhibidores para proteasas de tipo serina, se
observo que en el caso especifico del inhibidor PMSF (Figura 13a), la clona C7 a
partir de concentraciones de 50 uM mostré mayor susceptibilidad a este inhibidor
(40% inhibicion); en cambio, tanto la cepa WB como la clona C5 tuvieron un
comportamiento similar y fueron menos susceptibles que la clona C7 (30% a la
maxima concentracién emplieada). En el caso de TPCK (Figura 13b), la cepa WB
fue la mas susceptible al efecto del inhibidor, esta susceptibilidad aumentd a
medida que aumento la concentracion del inhibidor alcanzandose mas del 50% de
inhibicion con 500 pM. Resulta interesante observar que en presencia de este
inhibidor, la clona C7 no se vi¢ afectada de manera considerable aun a una
concentracién de 500 uM (16% inhibicion), sin embargo, a esta misma
concentracidon se obtuvo un 40% de inhibicion para la clona C5. En especial con
gste inhibidor se observaron diferencias marcadas entre la cepa WB y la clona C5

con respecto a la clona C7.
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Figura 13. Determinacién de la inhibicion de la actividad metabdlica de la cepa WB y las
clonas C5 y C7 de G. lamblia. Trofozoitos (1.5 x 10° } de la cepa WB (barras con lineas
verticales) y las clonas C5 (barras blancas) y la clona C7 (barras punteadas) se incubaron
con diferentes concentraciones de los inhibidores PMSF {a) y TPCK {b) y se analizd su
actividad metabdlica por el método de MTT/PMS como se describié en Materiales y
Métodos.
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Por otro lado, cuando se utilizaron inhibidores para proteasas de tipo
metalo se observé gue con 1,10-fenantrolina (Figura 14a) WB y C5 tuvieron mas
del 20% de inhibicion a partir de 0.50 mM. La clona C7 mostré ser menos
susceptible a este inhibidor obteniéndose alrededor del 35% de inhibicién con la
méxima concentracién empleada. Con respecto al inhibidor EDTA (Figura 14b) se
obtuvieron en términos generales mayores porcentajes de inhibicion de la
actividad metabdlica que con 1,10-fenantrolina. Asi, las clonas C5 y C7 mostraron
mayor susceptibilidad a éste, ya que desde 0.50 mM se obtuvieron porcentajes de
inhibicion mayores de 30. En el caso de la cepa WB, se observd a partir de 10
mM un aumento en el porcentaje de inhibicién de la actividad metabdlica,
alcanzandose 42% a la maxima concentracion probada. En lo que respecta a la
clona C7, se observd que aun a concentraciones bajas se obtuvo un porcentaje
de inhibicidn de 36, para alcanzar un 47% cuando se empled 1 mM de! inhibidor y

no se observo gran variacién a medida que se aumentd la concentracion.
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Figura 14. Determinacidn de la inhibicién de |a actividad metabolica de la cepa WB y de las
clonas C5 y C7 de G. lamblia. Trofozoitos (1.5 x 105) de la cepa WB (barras con lineas
verticales) y de las clonas C5 (barras blancas) y C7 (barras punteadas) se incubaron con
diferentes concentraciones de los inhibidores 1,10-fenantrolina (a) y EDTA (b) y se analizé
su actividad metabdlica por el método de MTT/PMS como se describié en Materiales y

Métodos
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+ ENSAYO DE INHIBICION DE LA ADHESION DE TROFOZOITOS DE LA
CEPA WB Y DE LAS CLONAS C5 Y C7 DE G. Jamblia A LAS LINEAS
CELULARES MDCK E IEC-6.

Una vez caracterizada la actividad proteolitica presente en la cepa WB vy
las clonas C5 y C7, se procedi6 a realizar ensayos de citoadherencia de los
trofozoitos a las lineas celulares MDCK e IEC-6 (Figuras 15 y 16). Los valores de
eficiencia de adhesion para la cepa WB y las clonas C5 y C7 a la linea ceiular
IEC-6 fueron: 82%, 80% y 31%, respectivamente; en el casc de la tinea celular

MDCK fueron: 80%, 80% y 30%, respectivamente.

Con la finalidad de evaluar el efecto de los inhibidores de proteasas sobre
la adhesién de los trofozoitos a MDCK e IEC-6, se seleccionaron los inhibidores
que mostraron tener efecto sobre las proteasas de G. /Jamblia. Asi, los inhibidores
empleados fueron: E-64, lodoacetamida, PMSF, TPCK, 1,10-fenantrolina y EDTA.
Para la estandarizacion del método se evaluaron tres diferentes concentraciones
de cada uno de los inhibidores (0.001, 0.01 y 0.1 mM) baséndose en resultados
obtenidos en los ensayos de viabilidad y actividad metabdlica de la cepa y las dos
clonas en presencia de los diferentes inhibidores. En cada ensayo de
citoadherencia se determind la viabilidad de los trofozoitos despues de la
incubacion con cada uno de los inhibidores, llevandose a cabo posteriormente la

adhesidn a tas lineas celulares.
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Figura 15, Microfotografia de las lineas celulares |IEC-6 y MDCK. Las lineas IEC-6 (a) y
MDCK (b} fueron tomadas mediante la técnica de micrascopia electronica de barrido a un
aumento de 1000 y 720, respectivamente. L.as microfotografias fueron realizadas por el Dr.
Arturo Gonzalez, Departamento de Patologia Experimental, CINVESTAV-IPN .



Figura 16. Microfotografia de las lineas celulares IEC-6 y MDCK en interaccion con
trofozoitos de la clona C5 de G. lamblia. Las lineas ceiulares [EC-6 (a) y MDCK (b} se
tomaron a un aumento de 1200 y 1500, respectivamente, mediante la técnica de microscopia
electrénica de barrido. Las microfotografias realizadas por el Dr. Arturc Gonzalez,
Departamento de Patologia Experimental, CINVESTAV-IPN .
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Una vez que se estandarizaron las condiciones del ensayo de adhesion, se
seleccionaron aguellos inhibidores y concentraciones con [os que se obtuvieron
los mayores porcentajes de inhibicion de Ia adhesién, considerando que la
viabilidad (método de resiembra) de los trofozoitos no fuera menor del 80%. De
esta forma, las concentraciones y los inhibidores seleccionados fueron: 0.001 mM
para E-64; 0.01 mM para PMSF,0.1 mM para TPCK y 0.1 mM para 1, 10-

fenantroiina.

Asi. en los ensayos de adhesién de la cepa WB a |IEC-6 (Figura 17, barras
con lineas verticales) se obtuvieron porcentajes de inhibicion mayores del 40%
con los inhibidores TPCK, PMSF y 1,10-fenantrolina y con el inhibidor E-64 se
obtuvo 30% de inhibicion de la citoadnerencia. Con respecto a la clona C5
(Figura 17, barras blancas), los mayores porcentajes de inhibicién se obtuvieron
con PMSF (35%) y TPCK (45%), siendo menores para E-64 (32%) y 1,10-
fenantrolina (34%). El empleo de los diferentes inhibidores afecto la adhesién de
la clona C7 (deficiente en adhesion) levemente (4-6%) (Figura 17, barras

punteadas).
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Figura 17. Valores de inhibicion de la citoadherencia de los trofozoitos de la cepa WB y las
clonas C5 y C7 de G. lamblia a 1a linea celular IEC-8 empleando inhibidores de proteasas.
Trofozoitos de la cepa WB (barrras con lineas verticales) y de las dos clonas C5 (barras
biancas) y C7 (barras punteadas) (1.3 X10°} fueron pretratados con los siguientes
inhibidores: E-64 (0.001 mM), PMSF (0.0t mM}, TPCK (0.1mM) y 1,10-fenantrolina (0.1 mM)
durante 30 min a 37°C. Posteriormente, se efectud el ensayo de citoadherencia como se
describié en Materiales y Métodos.

16



Por otro lado, en los ensayos de citoadherencia de la cepa WB a la linea
celular MDCK (Figura 18, barras verticales), se obtuvieron porcentajes de
inhibicibn mayores del 40% (43-46%) en presencia de los 4 inhibidores de
proteasas. Con la clona C5 (Figura 18, barras blancas) se observd con el
emplec de E-684, TPCK y 1,10 fenantrolina un 40% de inhibicién de la
citoadherencia y con PMSF un 28%. En relacidén con la clona C7 {Figura 18,
barras punteadas) se obtuvieron porcentajes de inhicidn de la adhesién de 6 a

12, siendo E-64 el inhibidor con el que se obtuvo mas inhibicidén.

INHIBICION CITOADHERENCIA (%)

TPCK 1,I0ph  INHIBIDOR

Figura 18. Valores de la inhibicién de la citoadherencia de los trofozoitos de la cepa WB y
de las clonas C5 y C7 de G. /lamblia a la linea celular MDCK empleando inhibidores de
proteasas. Trofozoitos de la cepa WB {barras con lineas verticales) y de ias dos cionas C5
(barras blancas) y C7 (barras punteadas) (1.3 X105) fueron pretratados con los siguientes
inhibidores: E-64 (0.001 mM)}, PMSF (0.01 mM), TPCK (0.1mM) y 1,10-fenantrolina (0.1 mM)
durante 30 min a 37°C. Posteriormente los trofozoitos se lavaron y se pusieron a
interaccionar con la linea celular como se describid en Materiales y Métodos.
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. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEASAS EN
SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE TROFOZOITOS DE G. /amblia
DESPUES DE LA INTERACCION CON CELULAS MDCK E IEC-6.

Para el andlisis de la actividad proteolitica en sobrenadantes de la
interaccién de los trofozoitos de la cepa WB y la clona C7 con las lineas celulares
MDCK e IEC-8, el sobrenadante se concentré con un sistema de ultrafiltracion y
posteriormente se analizo en geles de poliacrilamida-SDS copolimerizado con
gelatina. Los resultados obtenidos en este andlisis se muestran en la Figura 19.
En el caso de los trofozoitos de WB en interaccién con la linea |IEC-6, se
detectaron nueve bandas de actividad con pesos moleculares de 19, 22, 64, 90,
102, 125, 127, 139 y 160 kDa {carril 4). Cuando se analizo el sobrenadante de la
cepa WB cultivada sola, se observaron siete bandas con actividad proteolitica de
aproximadamente 19, 22, 64, 90, 102, 125 y 127 kDa (carril 3). En el caso del
sobrenadante de interaccion de la clona C7 con la linea celular IEC-6, se
detectaron dos bandas con baja actividad proteolitica y pesos moleculares de 90 y
137 kDa, mismas que se observaron en el sobrenadante de trofozoitos de la ciona

C7cultivados solos {carril 7 y 8, respectivamente).

En lo que respecta al sobrenadante de interaccion de la cepa WB con la
linea celular MDCK {carril 5) se detecté la presencia de seis bandas con actividad
proteolitica y pesos moleculares de 22, 84 90, 125, 127 y 172 kDa. Es importante
mencionar que cuando el medio DMEM solo, se concentrd, no se detectaron
bandas de actividad proteolitica {carril 1), tampoco se detecto actividad en el
medio DMEM donde se incubd la linea celular IEC-6 {carril 2), en cambio, en el
caso del medio de cultive en donde se incubd la linea celular MDCK (carril 6) se

detecté una banda con actividad proteolitica de 172 kDa.
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Figura 19. Analisis electroforético de los sobrenadantes de interaccion de los trofozoitos de
la cepa WB y la clona C7 de G. famblia con las lineas celulares [EC-6 y MDCK. Trofozoitos
de la cepa y de la clona (1.3 X 105) se pusieron en contacto con las lineas celulares y se
incubaron durante 2 h a 37°C en 5% CO,. Posteriormente se colectd el sobrenadante y se
filtré con una membrana Millipore de 0.22 uM de poro, para después concentrarse 20X en
un sistema de ultrafiltracion. Los sobrenadantes se separaron electroforéticamente en
geles de poliacrilamida-SDS copolimerizados con gelatina al 0.2%. Las muestras analizadas
fueron: medio D-MEM ({carril 1), sobrenadante de la linea celular IEC-6 (carril 2),
sobrenadante de cultivo de trofozoitos de la cepa WB (carril 3), sobrenadante de
interaccion IEC-6/WB {carril 4), sobrenadante de la linea celular MDCK (carril 5),
sobrenadante de interaccion MDCK/WB (carril 6), sobrenadante de cultivo de trofozoitos de
la clona C7 (carril 7), sobrenadante de interaccion IEC-6/C7 (carril 8).Las flechas indican las
actividades proteocliticas de los sohrenadantes de ia clona C7.
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V. DISCUSION

En estudios previos realizados en otros protozoarios, se ha puesto de
manifiesto que las proteasas representan un factor importante en la patogenia
de la enfermedad; ya sea mediante intervencién en la destruccion celular como
es el caso de Entamoeba histolytica, facilitando la invasién como con
Trypanosoma Cruzi y Plasmodium falciparum, o bien, por estar relacionadas con
los mecanismos de adhesion a las células blanco como en el caso de T

vaginalis.

A este respecto, aunque el proceso de protedlisis podria estar
involucrado en la nutricion, desarrolic y patogenicidad de Giardia, es
relativamente poco [0 que se conoce acerca de las proteasas producidas por
este flagelado Por lo que, considerando gue en la patogenia de la giardiosis, la
adhesion del microorganismo al epitelio intestinal es el primer paso en el
establecimiento de la enfermedad, resultdé de gran interés en este estudio
caracterizar las proteasas de G. lamblia y evaluar, asi como analizar, si existia
alguna relacion entre la actividad proteclitica de este parasito y el proceso de

adnesion a las células epiteliales,

Para poder desarrollar este trabajo, se escogio a la cepa WB y a dos
clonas derivadas de ella, C5y C7, cuyas caracteristicas de adhesion a la linea
celular MDCK fueron previamente caracterizadas (Hernandez, 1992). La clona
C5 tiene una eficiencia de adhesion del 80%, caracterizandose como una clona
con adhesién eficiente, ya que se adhiere a MDCK de manera similar que la
cepa WB, y a la clona C7 se le consideré como deficiente en adhesidn ya que
presenta sdlo el 30% de capacidad de adhesiéon a esta linea celular
(Hernandez, 1992). Asimismo, mediante el empleo del anticuerpo monoclonai

IG3 dirigido contra epitopos de proteinas de superficie de G. flamblia se
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demostré que éste inhibe la adhesién de trofozoitos de la cepa WB a células
MDCK. También, mediante inmunofiuorescencia indirecta se observo que 1G3
reaccionaba con mas de! 99% de los trofozoitos de la cepa WB y menos del 1%
con la clona C7. Por otro lado, en ensayos de inmunoelectrotransferencia
empleando extracto celular de la cepa WB, el anticuerpo (G3 reconocid
predominantemente una proteina de 200 kDa, la cual no fue reconocida en la
clona C7. El hecho de que la clona C7 sea deficiente en adhesién y no tenga la
molécula de 200 kDa, sugiere la participacidén de ésta en la adhesion de lfos

trofozoitos de G. famblia a las células epi'teliales (Hernandez, 1992).

En este trabajo, el analisis electroforético realizado con los extractos
solubles de la cepa WB v las clonas C5 y C7 sirvié, por un lado, para evaluar si
existia degradacién o no en las proteinas de los extractos solubles y por otro,
para confirmar la presencia de la molécula de 200 kDa en la cepa WB y las

clonas C5 y su ausencia en la clona C7, como una caracteristica de ellas.

Por otro lado, es importante mencionar que la cormparacion de las
actividades proteoliticas presentes entre clonas eficientes y deficientes en
adhesion permitiria correlacionar de manera indirecta las diferencias que éstas
presentaran en sus proteasas (cantidad y tipo) con la interaccion parasito-
hospedero. La adhesion de la clona C7 se utilizé como un control, ya que esta
clona es deficiente en adhesién y el analizar su actividad proteolitica podria
proporcionar evidencias de la presencia o ausencia de determinadas proteasas
en comparacion con {a cepa WB y la clona C5 que pudieran ser importantes en

el proceso de adhesion.
En la evaluacion de la actividad proteclitica de G. lamblia, se realizé una

determinacion del tipo de proteasas presentes en {os extractos de la cepa WB y

las clonas C5 y C7, empleando un métedo cotorimétrico con azocaseina al 2%
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como sustrato, asi como su caracterizacidon mediante un andlisis electroforético

empleando geles de poliacrilamida-SDS copolimerizados con gelatina.

Con respecto al método colorimétrico, a partir de la estandarizacion de
las condiciones, fue posible determinar la cantidad de proteina adecuada para
este ensayo que permitiera detectar la actividad reai de esta y evitar trabajar en
el punto de saturacién de la enzima. Asi, en el ensayo colorimétrico, se trabaj6
con 100 ug/ul, concentracion que se encontraba en la parte lineal de la gréfica.
Por otro lado, es importante hacer resaltar que el valor de pH tambien es
importante ya que dependiendo del tipo de enzima que se trate sera el valor
éptimo de pH para trabajar y poder teneria a su méxima actividad. Durante |a
estandarizacién de las condiciones del método se obtuvo actividad proteolitica
en el intervalo de pH de 3 a 7.6, sin embargo, a pH 5.5 se observaron los
valores méaximos de actividad enzimatica tanto para la cepa como para las

clonas, por lo que se selecciond este pH para realizar los siguientes ensayos.

Asi, bajo las condiciones estandarizadas se detecté que tanto la cepa
WB como las clonas C5 y C7 tienen contenido diferente de proteasas, sin
embargo, tanto la cepa como las clonas tienen principalmente proteasas de tipo

cisteina, serina y metalo.

Aparentemente se detectd actividad de proteasas de tipo aspartico en la
clona C7, sin embargo en la cepa WB y la clona C5 no se observé este tipo de
actividad proteolitica. Lo anterior, se requiere investigar en detalle, ya que de
acuerdo a lo reportado por Williams y Coombs (1995) empleando Pepstatina 1
mM, existen proteasas de tipo aspartico en extractos solubles de trofozoitos de
la cepa P1 de G. lamblia. Es posible que en este trabajo no se haya detectado
este tipo de proteasas ni en la cepa WB ni en la clona C5, debido al uso de una
concentracion méas baja del inhibidor Pepstatina (1 uM}, lo que sugeriria que la

concentraciéon requerida para inhibir 1a actividad proteclitica presente en la cepa
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WB y la clona C5 es mayor. Cabe mencionar que las concentraciones utilizadas
por nosotros para esta determinacion se seleccionaron en base a lo
recomendado en la literatura (Beynon y Bond, 1894), que se consideran como
las maximas permitidas, ya que, a concentraciones mayores se considera la
posibilidad de inhibicién inespecifica. Por otro lado, en este analisis debe de
tomarse en cuenta gue unicamente se empled como sustrato azocaseina y que
quizads la utilizacién de sustratos peptidicos sintéticos (ﬂuorogénicos y
cromogénicos), y el empleo de diferentes sustratos en la determinacion
colorimétrica, asi como matriz en el gel (o y B caseina, colagena, etc) ampliaria
el analisis y caracterizacion de las diferentes proteasas presentes en G. /famblia,
ya que permitiria detectar un mayor numero de proteasas en base a la

preferencia por el sustrato.

Asimismo, las diferencias en el tipo y cantidad de proteasas detectadas
en la cepa WB y las dos clonas pueden ser debidas directamente a variaciones
especificas entre clonas y también a gue los inhibidores no son completamente
especificos, es decir, asi como actian sobre un tipo de proteasas también
pueden hacerlo sobre otro tipo, como el caso de TPCK, el cual tiene efecto
sobre proteasas de tipo serina pero también de tipo cisteina, por lo que las
diferencias observadas pueden deberse a diferencias en ia especificidad de las
proteasas. Es importante considerar, ademas, que varios inhibidores para
diferentes tipos de proteasas pueden actuar sobre una misma proteasa, siempre

y cuando ésta tenga en su sitio activo el aminoacido blanco.

Por otro lado, cuando se realizd otro ensayo colorimetrico empleando los
inhibidores E-84, TPCK y 1,10-fenantrolina a concentraciones referidas por
Williams y Coombs (1995) (1 mM, 0.33 mM y 1mM, respectivamente), los
porcentajes de inhibicidn obtenidos con los tres inhibidores, en el caso de la
cepa WB fueron mayores (56, 47 y 47, respectivamente) que los obtenidos en el

primer ensayo colorimétrico empleando 10 uM de E-64, 1 mM de TPCKy 10 mM
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de 1,10-fenantrolina (Tabla 1). En relacion con la clona C5, los porcentajes de
inhibicién de la actividad proteolitica con E-64 (49%) y TPCK (46%), fueron
similares a los obtenidos con las concentraciones empleadas inicialmente (43 y
42%, respectivamente) (Tabla 1). Sin embargo, con 1 mM del inhibidor 1,10-
fenantrolina se obtuvo una menor inhibicién (26%). Con respecto a la clona C7,
se observd que con los inhibidores E-64 y TPCK, se obtuvieron porcentajes de
inhibicion mayores (37% y 31%, respectivamente) que los obtenidos en el
primer ensayo colorimétrico (Tabla 1) observandose también menor inhibicidn
con 1,10-fenantrolina (19%). Es posible que el menor efecto de 1,10-
fenantrolina, cuando se empled a una concentracién de 1 mM comparado con el
efecto observado cuando el inhibidor se empled a una concentracion 10 veces
mayor {Tabla 1), sea un reflejo de una disminucién de la inhibicion inespecifica
sobre la actividad proteoclitica. Sin embargo, en este ensayo, se confirmd que
tanto la cepa como las dos clonas tienen actividad proteolitica tipo cisteina,
serina y metalo. Ademas, se puso de manifiesto en este ensayo, que la clona C7
tiene menor actividad proteolitica o que ésta no se inhibe de igual forma que |a

cepa WB y la clona C5.

En términos generales, los resuftados de los ensayos colorimétricos
muestran que tanto la cepa WB como las clonas G5y C7 difieren en su
contenido de proteasas, ya que no respondieron de igual forma con los mismos
inhibidores, asi como también muestran diferencias en la cantidad y/o
especificidad de estas enzimas, ya que los porcentajes de inhibicion obtenidos
no son iguales aun y cuando el mismo inhibidor tenga efecto sobre la cepa WB

y las clonas C5y C7.

Por otro lado, en el andlisis electroforético se observé gue efectivamente
los inhibidores seleccionados para cisteina, serina y metalo proteasas inhibieron
bandas definidas de actividad proteolitica. Asi, en el caso de la cepa WB, la

banda de 160 kDa desaparecié completamente al emplear el inhibidor E-64, por
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lo que se considerd del tipo cisteina. Las bandas de 95, 100 y 110 kDa fueron
inhibidas principaimente con PMSF por lo que posiblemente se trate de
proteasas de tipo serina. Por otro lado, las bandas de 19, 60 y 74 kDa fueron
inhibidas con lodoacetamida y 1,10-fenantrolina, por lo que se require evaluar si
son activadas con cisteina o con MgCl, y de esta forma determinar ei tipo de

proteasa al que pertenecen.

En el caso de la ciona C5, las bandas de 95, 110 y 180 kDa, fueron
inhibidas completamente al emplear E-64, aunque dos de ellas (110 y 180 kDa}
fueron inhibidas también con TPCK y PMSF; sin embargo debido a que TPCK
tiene efecto sobre proteasas de tipo serina y cisteina y que E-64 inhibe de
manera especifica a proteasas de tipo cisteina, es probable que estas bandas
correspondan a proteasas de tipo cisteina, aungue es necesario que se utilice
DTT o cisteina con objeto de determinar si son proteasas de tipo cisteina.
También las bandas de menor pesc molecular corresponden a proteasas de tipo
cisteina debido a que mostraron porcentajes de inhibicién altos con inhibidores
para este tipo de proteasas. Con respecto a las bandas de actividad proteolitica
detectadas en los extractos solubles de la clona C7, se observé que las 4
bandas son inhibidas con E-84 por lo que se podrian considerar de tipo cisteina,
sin embargo, dado que las bandas de 80, 91 y 100 kDa son también inhibidas
con otros inhibidores {(PMSF, 1,10-fenantrolina), es conveniente probar si su
actividad proteolitica se activa en presencia de DTT o cisteina y MgCl; y asi

poder determinar con mayor certeza el tipo de proteasa al que pertenecen.

El hecho de que tanto en el método colorimétrico como en el analisis
electroforético se observé que diferentes inhibidores podrian inhibir una misma
banda de actividad proteolitica, podria explicarse considerando que la banda
representara la actividad de mas de un tipo de proteasa, por lo que seria
importante realizar el analisis electroforético bajo condiciones diferentes, como

serian la cantidad de acritamida o geles bidimensionales con la finalidad de
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mejorar la resolucién de este andlisis. Otra alternativa podria ser el que la
banda representara una proteasa capaz de ser inhibida por diferentes
inhibidores, para lo cual se requeriria que la proteasa tuviera en su secuencia,

el aminodcido bianco para estos inhibidores.

Cabe mencionar que el empleo del analisis densitométrico fue una
herramienta Gtil para dar una idea cercana de la magnitud de la inhibicion con
cada uno de los diferentes inhibidores, sin embargo una desventaja en el
empleo de este analizador es que en ocasiones el valor numérico obtenido no
es el reflejo fiel de lo observado en el gel. Lo anterior puede atribuirse a que en
este andlisis es necesario delimitar la superficie de cada una de las bandas, |0
cual en ocasiones resulta dificil de hacerse, ademas, en el caso de bandas muy

cercanas, el analizador de imagenes las considera como una sola banda.

Sin embargo, como resultado del analisis densitométrico, fue evidente
que con E-64 se logro inhibir en mayor porcentaje la actividad de proteasas de
la cepa WB y de las clonas C5 y C7, confirmando que la actividad de cisteina-

proteasas es mayoritaria en G. lamblia.

Por otro lado, se llevaron a cabo los ensayos para determinar viabilidad y
actividad metabdlica, por el método de resiembra y el método de MTT/PMS,
respectivamente, de los trofozoitos de la cepa WB y de las clonas C5 y C7
utilizando diferentes concentraciones de los inhibidores. Lo anterior se realizo
con objeto de determinar las concentraciones optimas que se podrian emplear
en los ensayos de citoadherencia sin que los trofozoitos se vieran afectados. En
estos ensayos se puso de manifiesto gue trofozoitos de la cepa y las dos clonas
responden de manera diferente a los mismos inhibidores. Un aspecto
interesante que se observo, consistié en la mayor susceptibilidad de la cepa WB
y la clona C5 a los inhibidores E-64 y TPCK y la menor susceptibilidad de la

clona C7 a los mismos inhibidores. A este respecto, cabe mencionar que en |a
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determinacion colorimétrica se evidencid que la actividad proteclitica presente
en la clona C7 era menos susceptible precisamente a los inhibidores E-64 y
TPCK. Posiblemente, esto dltimo explique los resultados obtenidos en la
disminucién de la viabilidad y actividad metabdlica de los trofozoitos de la clona
C7. Es importante hacer notar gue los resultados obtenidos de viabilidad con los
diferentes inhibidores en su mayoria correlacionaron con los de actividad

metabdlica.

Para llevar a cabo los ensayos de citoadherencia se seleccionaron
concentraciones de los inhibidores gque no afectaran mas del 20% de la
viabilidad de los trofozoitos, determinado principalmente por el método de

resiembra, ademas de que no dafiaran a las lineas celulares.

Es importante mencionar que la linea celular MDCK ha sido ampliamente
usada en ensayos de adhesion de G. lamblia (Knaippe, 1990; Enciso, 1990;
Hernandez, 1992 Alvarado, 1994), sin embargo, esta linea celular proviene de
células epiteliales de rifidn de perro y no representa el microambiente de
Giardia, por o que en este estudio era de gran importancia, realizar ios ensayos
de adhesién de los trofozoitos con otra linea celular con caracteristicas mas
cercanas al habitat del parasito. Para esto, se escogid a la linea celular IEC-6,
que proviene de células epiteliales de intestino delgado de rata y de forma
paralela se determin® si los trofozoitos de la cepa WB y de las clonas CS y C7

se adhieren de igual manera a IEC-6 que a |a linea celular MDCK.

Asi, en los ensayos de adhesion se determind que los trofozoites de la
cepa WB y de las dos clonas se adhieren de manera similar a la lineas celulares
IEC-6 y MDCK. En estos ensayos se obtuvo para la cepa WB y la clona C5 una
eficiencia de adhesion de alrededor del 80% a ambas lineas celulares. Con
respecto a la clona C7, el porcentaje de adhesion fue de 30%. Asimismo, se
puso de manifiesto que los inhibidores E-64, PMSF, TPCK y 1,10-fenantrolina,
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inhiben de manera importante la adhesion de los trofozoitos de la cepa WB y la
clona C5 tanto a la linea celular MDCK (28-46%) como a IEC-6 (30-45%). Con
el empleo de los mismos inhibidores se afectd la adhesion de la clona C7 a
ambas lineas celulares en un 4-12%. En estos ensayos no se observaron
grandes diferencias entre las 2 lineas celulares. Dado que los porcentajes de
inhibicién con los 4 inhibidores empleados, obtenidos con ambas lineas
celulares son similares, podria considerarse que se trata de 3 tipos de
proteasas, aunque basandonos en el hecho de que TPCK y PMSF afectan
proteasas tanto de tipo cisteina como serina y E-64 a proteasas de tipo cisteina,
podria pensarse que en realidad se trata de proteasas principalmente de tipo
cisteina y metalo-proteasas. Por otro lado, es posible que se trate de una o0 mas
proteasas que contengan en su secuencia a los aminoacidos que son
reconocidos por mas de un inhibidor. Sin embargo, independientemente del tipo
y nimero de proteasas, los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicion
de la citoadherencia sugieren la participacion de las proteasas de G. /amblfia en

el proceso de adhesién del parasito a las células epiteliales.

Con respecto a los ensayos de citoadherencia, es importante mencionar
que los trofozoitos se incubaron con los inhibidores de proteasas vy
posteriormente se lavaron para ser incubados con las lineas celulares. Los
trofozoitos se lavaron con la finalidad de poder observar el efecto de fos
diferentes inhibidores sobre las proteasas del parasito y asi analizar su
participacion en el proceso de adhesidn; ya que de no lavarse era posible que
los inhibidores también afectaran enzimas de la célula epitetial. Un
inconveniente de haber realizado los lavados, seria el hecho de que el inhibidor
formara enlaces no covalentes (Fuerzas de Vander Waals, idnico} con ia
enzima, eliminandose con los lavados, sin embargo en nugstro sistema se
emplearon inhibidores que forman uniones covalentes, con lo que aseguramos

que el efecto del inhibidor permanecia aun después de lavar los trofozoitos.
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Ademas, de acuerdo a lo anterior, los resultados obtenidos en estos ensayos

muestran que hubo inhibicién de la adhesion bajo las condiciones empleadas.

Por otro lado, un aspecto de controversia en Giardia, es el relacionado
con la posible secrecion de proteasas. Con anterioridad, Parenti y cols. (1989)
reportaron escasa actividad proteolitica en filtrados de cultivos de trofozoitos.
Sin embargo, Alvarado (1994) demostrd en sobrenadantes de trofozoitos de
diferentes aislados de G. lamblia, la presencia de proteasas y que durante su
interacciéon con la linea celular MDCK se estimulaba la secrecion de 6 proteasas
con pescs moleculares de 21, 23, 25, 78 y 82 kDa y dos bandas con menor

actividad proteolitica con pesos moleculares de 85y 92 kDa.

En este estudio se llevd a cabo el andlisis de la actividad proteolitica en
los sobrenadantes de los trofozoitos de G. /amblia, en interaccion con las lineas
celulares MDCK e IEC-6, con objeto de determinar si existen diferencias en la
secrecién de proteasas cuando los trofozoitos interactiian con dos lineas
epiteliales de diferente origen. Lo anterior, resulta de gran interés ya que se
tiene el antecedente que T. vaginalis puede adherirse tanto a células Hela
como a células VEC (representativa del habitat del pardsito), pero solamente se
transforma de la forma eliptica a la ameboide en presencia de las células VEC
(Alderete y cols., 1995).

En este analisis, sélo se utilizo a la cepa WB y a la clona C7; la clona C5
no se incluy6, debido a que en los ensayos de citoadherencia e inhibicion de la
adhesion , esta clona presentd caracteristicas similares a las presentadas por la

cepa WB.
Asi el analisis de los sobrenadantes de trofozoitos de la cepa WB vy la

clona C7 de G. /amblia cultivados solos, reveld la presencia de actividad

proteolitica, observandose, se observaron diferencias entre elias, ya que la cepa
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WB secretd siete proteasas de aproximadamente 19, 22, 64, 90, 102, 125y 127
kDa, y la clona C7 solo secretd dos bandas con actividad proteolitica de
aproximadamente 90 y 137 kDa. Las diferencias en los sobrenadantes entre |a
cepa y la clona fueron mas evidentes cuando los trofozoitos estuvieron en
interaccion con las lineas celulares. Asi, en los sobrenadantes de la cepa WB
en presencia de la linea celular [EC-8, se observaron nueve bandas con
actividad proteoiitica y pesos moleculares de 19, 22, 64, 90, 102, 125, 127, 139
y 160 kDa y seis bandas con actividad proteclitica con pesos moleculares de 22,
64, 90, 125, 127 y 172 kDa en interaccion con la linea celular MDCK. Con
respecto a la clona C7, sélo se analizé el sobrenadante de la interaccion de la
clona con la linea celular IEC-6 y no se observé cambio en el numero de bandas
con actividad proteolitica cuando los trofozoitos se cultivaron en interaccién con
la linea celular IEC-6 en realcion con las secretadas por los trofozoitos

cuftivados solos.

Es importante mencionar que en el case de los sobrenadantes de la linea
celular MDCK cultivada sola, se detecté una banda con actividad proteolitica de
172 kDa, a diferencia de [a linea _lEC—G en cuyos sobrenadantes no se detectd
actividad proteolitica. Es posible que fa molécula de 172 kDa detectada en los
sobrenadantes de la cepa WB en interaccion con la linea celular MDCK

corresponda a la proteasa secretada por la misma MDCK.

Considerando los resultados obtenidos en este analisis es evidente que
la interaccion de la cepa WB con la linea celular IEC-6 estimula la secrecion de
al menos dos proteasas la de 139 y 160 kD, las cuales no se detectaron cuando
la cepa WB se cultivd en presencia de la linea celufar MDCK, aunado a la
desaparicién de la molécula de 19 kDa. Resulta de gran interés determinar ia
participacion de las proteasas de 139 y 160 kDa en fa adhesién del parasito a
las células epiteliales IEC-6 y en especial la de 160 kDa ya que en (os
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sobrenadantes de la clona C7 no se detectd esta banda de actividad

proteolitica.

Las diferencias encontradas en ia actividad proteolitica en la cepa WB y
la clona C7 tanto en los ensayos colorimétricos como en el analisis
electroforético, ademas de l|la secrecién de proteasas, sugieren que
posiblemente la menor actividad proteolitica observada en la clona C7 pueda

afectar su capacidad de adhesion a las células epiteliales.

Ademas, a pesar de que se observd que la secrecidn de proteasas de los
trofozoitos de |la cepa WB se estimula durante su interaccién con la linea IEC-6,
se desconoce si las proteasas participan de manera directa o indirecta en la
adhesion del parasito a las células epiteliales, es decir, si para la adhesicn se

requiere la secrecion de proteasas o ésta es resultado de la adhesion.

Para continuar con ia caracterizacion de las proteasas secretadas por la
cepa WB en interaccidn con la iinea celular IEC-6 seria conveniente continuar
realizando experimentos que incluyan inhibidores de proteasas que permitan
determinar el tipo de proteasas secretadas. Ademas, el emplec de anticuerpos
monoclonales que reconozcan antigenos de superficie de G. famblia que
inhiban la adhesion del parasito a células epiteliales permitiria determinar si en
el caso de [a interaccién de la cepa WB con la linea celular IEC-6 se requiere el
contacto directo para la secrecion de proteasas o la estimulacion se realiza
mediante factores solubles. A este respecto, Alvarado (1994) demostré que
fracciones subcelulares de la linea celular MDCK, especificamente citosol, asi
como medio en donde se cultivé la linea epitelial, son capaces de estimular la
secrecidn de proteasas por el parasito, sugiriendo que no se requiere el
contacto celular para la secrecion. Sin embargo, el empleo de anticuerpos

proporcionara mayor informacion de este proceso.
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Por otro lado, es importante realizar la purificacién de las proteasas del
parasito mediante técnicas de cromatografia ya sea por afinidad o por columnas
de intercambio iénico, para posteriormente llevar a cabo la produccion de
anticuerpos monocionales contra alguna de [as proteasas purificadas. Una vez
obtenidos fos anticuerpos monoclonales, se podrian realizar ensayos de
inhibicion de la adhesién a la linea celular IEC-6 y evaluar la participacion
directa de determinadas proteasas en el proceso de adhesion de G. /fambia.
Asimismo, con los anticuerpos producidos se podrian realizar ensayos de
inmunofluorescencia indirecta para determinar la localizacion de estas

proteasas.

Ademas, a partir de |a identificacion de la(s) proteasa(s) que participan en
la adhesion, se podria determinar su secuencia de aminoacidos y en base a
ésta, se procederia a la sintesis de oligonuciettidos y mediante PCR realizar su
amplificacién para realizar estudios moleculares que permitan estudiar su
regulacion y su comparacion con secuencias conocidas de otras moleculas que

permitan inferir su funcion.

Dado que las proteasas de tipo cisteina fueron las que principalmente se
detectaron en los extractos solubles de |la cepa WB y las clonas C5 y C7 ¥
aunque falta determinar si son mayoritarias en los sobrenadantes, resulta de
interés determinar si las proteasas secretadas que fueron determinadas en este
estudio, tienen homolagia con las proteinas variantes de superficie del parasito,
ya que se sabe que las VSP's tienen un aito contenido de cisteina, ademas de
que son secretadas al medio (Papanastasiou y cols., 1996), sin embargo, no se
tiene conocimiento acerca de si tienen actividad proteclitica o no. Para lo
anterior, seria necesario purificar las proteasas secretadas, determinar su
secuencia de aminodacidos y comparar ésta con moléculas de superficie

conocidas.
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Todos los estudios antes mencionados contribuirdn de manera importante
a determinar con mayor certeza la participacion de las proteasas de G. famblia

en el proceso de adhesion a célufas epiteliales, asi como su caracterizacién.
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VI. CONCLUSIONES

Mediante el ensayo colorimétrico con azocaseina coma sustrato y empleando
inhibidores especificos de proteasas, se determind que la actividad proteolitica
presente en la cepa WB v las clonas C5 y C7 de G. lamblia fue principalmente

de tipo cisteina, serina y metalo.

El andlisis electroforético de los extractos solubles de la cepa WB y la clona C5
de G. fambfia reveld la presencia de siete bandas con pesos molecutares de 19
a 160 kDa y de 19 a 180 kDa, respectivamente. En relacién con la clona C7 se

observaron cuatro proteasas con pesos moleculares de 80 a 126 kDa.

El anélisis densitométrico demostré la presencia de proteasas de tipo cisteina y
serina y posiblemente de tipo metalo en extractas solubles de la cepa WB. Sin
embargo en las clonas C5 y C7 se determind la presencia de proteasas

principaimente de tipo cisteina.

L.a viabilidad y actividad metabdlica de la clona C7 fue menos afectada por
inhibidores para proteasas de tipo cisteina y serina que la cepa WB y la clona
C5. La cepa WB mostré una susceptibilidad mayor que las clonas C5 y C7 a

inhibidores para proteasas de tipo serina.

La adhesion de los trofozoitos de la cepa WB y la clona C5 a las lineas
celulares IEC-6 y MDCK disminuyd con los inhibidores E-64, 1,10-fenantrolina,
PMSF y TPCK entre 30-46%. La adhesioén de la clona C7 se inhibi6 entre 4-

12% en presencia de los mismos inhibidores.
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s Los resultados obtenidos en los ensayos de adhesién de la cepa WB y de las

clonas C5y C7 a las lineas celulares IEC-6 y MDCK empleando los inhibidores
de proteasas: E-64, PMSF, TPCK y 1,10-fenantrolina, sugieren la participacion
de las proteasas de G. /ambiia en el proceso de adhesidn a las céfulas

epiteliales.

La interaccion de trofozoitos de la cepa WB con células IEC-6, estimuld la
secrecién de nueve bandas con actividad proteolitica y pesos moieculares
entre 19 y 160 kDa. La interaccion de trofozoitos de la cepa WB con células
MDCK, estimuld la secrecién de siete bandas con actividad proteolitica y pesos
moleculares entre 22 y 172 kDa. Con respecto al sobrenadante de interaccion
de la clona C7 reveld la actividad de 2 proteasas con pesos moleculares de 90
y 137 kDa, asi como también en el casc del sobrenadante de cultivo de

trofozoitos de la clona C7.
La interaccion de trofozoitos de la cepa WB con Ia linea celular IEC-6, estimula

la secrecion de proteasas. Sin embargo, la interaccion de la clona C7 con la

linea IEC-6 no estimula la secrecion de proteasas.
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APENDICE A

MEDIO TYI-S-33 SUPLEMENTADO CON BILIS

Biosate-peptona BBL 30.0

g
Glucosa 100 g
Cloruro de sodio 20 g
Cisteina-monoclorhidrato 20 g
Acido ascérbico 02 g
Fosfato de potasio monobasico 06 g
Fosfato de potasio dibasico 10 g
Citrato férrico de amonio 0.23 g

Disolver en 800 mL de agua bidestilada con agitacién constante.

Ajustar el pH a 6.8-7.0 y aforar a 900 mL.

Completar con 100 mL de suero bovino descomplementado y 1 mL de

stock de penicilina (250 Ul/mL}-estreptomicina (250 ug/mL).

Almacenar a -20°C hasta su uso.
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APENDICE B

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO

CONDICIONES REDUCTORAS

Para la elaboraciéon de geles de poiiacrilamida en presencia de dodecil

sulfato de sodio en condiciones reductoras es necesario preparar las

siguientes soluciones:
*Amortiguador para el gel concentrador (BGC 8X)

50 mL de Trisma base 2M pH 6.8
4 mL de SDS al 20%

Aforar a 100 mL con agua bidestitada estéril.
*Amortiguador para el gel espaciador (BGE 5X)
187.5 mL de Trisma base 2M pH 8.8

5.0 mL de SDS al 20%
Aforar a 200 mL con agua bidestilada estéril.

*Acrilamida 30% / Bisacrilamida 0.8%

60.0 g de acrilamida
1.6 g de N’N’-metilen-bis-acrilamida

60.0 mL de glicerol

Aforar a 200 mL con agua bidestilada y posteriormente filtrar varias

veces con membrana 0.22 um.
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*Amortiguador de muestra 5X

1.56 mL de Trisma base 2M pH 6.8

5.0 mL de SDS al 20%

1.94 mL de glicerol

500 pL de pironina al 2% en glicerol al 60%

Aforar a 10.0 mL con agua bidestitada.

PREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS AL
10%

*ESPACIADOR AL 10%

3.76 mL de BGE 5X

8.88 mL de agua bidestilada estéril

6.32 mL de acrilamida/bisacrilamida 30:0.8%
12 ul. de TEMED

44 uL. de persulfato de amonio al 10%

*CONCENTRADOR AL 5%
2.5 mL de BGC 8X
14.16 mL de agua bidestilada estéril
3.32 mL de acrilamida/bisacrilamida 30:0.8%
12 ulL de TEMED
110 pnL de persulfato de amonio al 10%

En el caso de los geles copolimerizados con gelatina, se adiciona la gelatina
al 0.2% (p/v) en el volumen correspondiente a agua, sélo en el caso del gel
espaciador.
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APENDICE C

*SOLUCION PARA TENIR LOS GELES DE POLIACRILAMIDA
COPOLIMERIZADOS CON GELATINA

500 mL de metanol al 50%
100 mL de acido acético al 10%
1g de azul de Coomassie al 0.1%

Aforar a 1. con agua bidestilada estéril.
*SOLUCION PARA DESTENIR

100 mL de acido acético al 10%

Aforar 2 1L con agua bidestilada estéril.

*MARCADORES DE PESO MOLECULAR (Pharmacia)

-Alto peso molecular- -Bajo peso molecular-
tiroglobulina 669 kDa fosforilasab 94 kDa
ferritina 440 kDa ASB 67 kDa
catalasa 232 kDa ovoalbimina 43 kDa
lactato-ligasa 140 kDa anhidrasa
albumina 67 kDa carbonica 30 kDa

inh.tripsina 20 kDa

a-lactoalbimina 14.4 kDa



APENDICE D

CUANTIFICACION DE LAS PROTEINAS TOTALES DE LOS
{ ISADOS CELULARES DE TROFOZOITOS DE LA CEPAWB Y DE
LAS CLONAS C5Y C7

La concentracion de proteinas se determiné mediante el método de Lowry y
cols., (1951) modificado. Para la realizacion de fa curva patrén, se emplearon
diferentes concentraciones de albumina sérica bovina (ASB) (Fraccién V,
Sigma ST. Louis Missouri, E.U.A). La determinacién se realizé de la siguiente

manera.

* Volumenes tomados a partir del stock de ASB (1 mg/mL)

** Solucién de Tritén X-100 al 10%

** Solucién preparada (sol.E) a partir de la mezcla de 1 volumen de sulfato
de cobre pentahidratado al 0.5% y 1 volumen de tartrato de sodio y potasio
al 2%, mas 50 volamenes de carbonato de sodio al 2% en hidréxido de sodio

al 0.1N.

TUBO 1 1 2 17 31 41 5 [ 86 71| 8

*ASB (ulL) - 10 20 40 60 80 100 -

H,O (ul) 500 490 480 460 440 420 400 490

Muestra (ub) 10

“*Triton (uL) | 12.5 | 125 | 125 | 125 | 12.5 125 | 125 -

*Sol. E(mL)| 2.5 2.5 2.5 25 | 25 2.5 25 25

Se mezclé el contenido de cada tubo y se dejé reposar 10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente a cada tubo se le adicionaron 250 uL de reactivo
de Folin-Ciocalteus (Merck, Darmstadt, Alemania) diluido 1:2 y 500 uL de
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 5%. Los tubos se agitaron en vortex y se
incubaron por 30 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacién, se leyeron las muestras a 750 nm contra el blanco de
reaccién (espectrofotémetro DU-65, Beckman). La concentracion de
proteinas de los extractos totales se calculé por interpolacion con la curva
patrén de albimina
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