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RESUMEN.

Se sabe que las proteasas de los microorganismos juegan un papel importante durante la
patogénesis de enfermedades parasitarias, especialmente las que estan involucradas cn ¢l

proceso de invasion a la celula huésped. ademas pueden ayvudar al parasito para evadir la

respucsta inmunc  En cste trabajo se presenta una caracterizacion de protecasas de dos

estadios de Irmypxarrosoma cruzi:  tripomastigote y epimastigote y se compara In actividad
proteolitica presente en sobrenadantes v extractos de ambos estadios por medio de dos
métodos de analisis, uno colorimétrico v otro electrotoretico  tn cuanto al método
colorimétrico, en <l que sc utiliza azocaseina como sustrato,  se observa  que  {ue  poco
sensible para detectar actividad  proteolitica en periodos menores a 243 h de incubacion del
sustrato con el exuncto de epimastigotes o tipomastigotes, pero aun asi se pudo determinar

que fa actividad proteolitica en extractos de epimastigotes era mavor  que en los exiractos
de tripomastigotes  Este metodo tambien fue empleado en determinaciones con parasitos

vivos y con ¢l sobrenadante de los mismos  Se observo que la actividad proteohitica s

incrementa con el licmpo de incubacion de los parasitos, al menos hasta las 2h de

incubacion La actividad proteolitica fuc mayor cuando se anahzaron los parasitos
completos que cuando se hizo la determinacion de actividad proteolitica en ¢l sobrenadante
unicamente, indicando que podrian existir proteasas asociadas a membrana Cuatro bandas
de actividad proteolitica fueron detectadas en geles de poliacrilamida  co-polimerizados con
gelatina como sustrato. de 60/45 kDa (en extractos y sobrenndantes de epimastigotes y
tripomastigotes), 75/70 kDa (en los sobrenadantes de las dos fases y en extracto de
epimastigotes), 112 kDa (sobrenadante y extracto de tripomastigotes) y una mayor a 112

kDa (extracto de tripomastigotes)  La actividad de la mayoria de estas fue inhibida con G-

64, feupcptina y fluoruro de metilfenil sulfonilo, indicando Que pueden tratarse de proteasas

de cisteina, otras fueron inhibidas parcialmente  por  1.10-fenantrolina y  acido



etilendiamintetracetico, por lo que éstas podrian ser metaloproteasas Por otro lado, las

proteasas de extracto de ambaos estadios, resultaron mas activas a pH's acidos, mientras que

las pr de sobr dante tuvieron mas actividad a pH neutro, de nuevo se observd que
la actividad proteolitica en extracto de epimastigotes cs superior a8 la de extracto de
tripomastigotes. en tanto que para los sobrenadantes sucede al contrario Al separar las
proteasas de extracto de epimastigotes por enfoque isocléctrico se¢ logra observar que
existen proteasas que precipitan a lo targo de un amplio espectro de pl. lo cual sugicre la

existencia de isoformas de varias de las proteatas presentes on cste extracto o bien la

pr ia de dos <l s de pro con ¢l mismo commimiento clectroforético.  Algunas de
las proteasas halladas podrian estar siendo empleadas por ¢l parasito para facilitar el proceso
de invasion al huésped, por lo que caracterizarias resuliarin una herramicnia Gtil para trawar

de inhibir la infeccidn por 77 cruzs.




L INTRODUCCION.

I.a enfermedad de Chagas o Tripanosomosis Americana, cs una enfermedad cuyo
agente causal cs cl parasito protozoario 7rapanosonxe cruzi,  fue descubiena en et aio de
1909 por el Dr. Carlos Chagas (Chagas. 1909) en Minas Gerais (Brasil), en dondce dirigia
un programa de profilaxis contra paludismo. El hallazgo de la enfenmedad se inicio con el
de su transmisor. un antropodo hematofago pertencdiente al género KReduvitdae que Hamo
1a atencion de Chagas porque se alimentaba de sangre humana y porque infestaba las paredes
de barro de las viviendas de aquella poblacion Al examinar el contenido intestinal de
dichos artropodos cncontrd una gran cantidad de flagelados moviles, que supuso  fases
intermedias de un parasito sanguinco humano o de animales domeésticos Chagas envia los
artrépodos encontrados al D Oswaldo Cruz . Quien los hizo picar a un mono, que ¢n un
lapso de 20 a 30 dias, mostro grandes cantidades de tripanosomas en sangre peniferica, de
morfologia distinta a la de cualquier otra especie  del genero Trmpanosaoma conocida hasia
esa ¢epoca El flagelado asi obsernvado fue nombrado por Chagas como Schuzotragsxarim
cruzi, en honor de su maestro QOswaldo Cruz (Chagas, 1909)

La cnfermedad de Chagas, constituye una amenaza permanenic para aproximadamente
la cuarta parte de la poblaciéon de América Latina  Si bien la enfermedad se encuentra
presente e¢n casi toda América Central y del Sur (figura 1), sus manifestaciones y
caracteristicas epidemiolOgicas son altamente varniables entre una y otra zona cndémica.
Existe una gran variabilidad cn las tasas dc prevalencia. formas de transmision,
caracteristicas parasitarias, patologia clinica, vectores y reservorios I.a enfermedad de
Chagas representa un problema de satud grave en 17 paises latinoamericanos, con un total
estimado de 100 millones de personas expucstas a la enfermedad y de 16 a 18 millones de
personas infectadas (OMS. 1991)

En México. la Tripanosomosis Americana sc conoce desde 1940 (Mazzotti, 1940), pero

solo cn los tltimos 20 afos ha crecido cl interés  en el estudio de la  enfermedad



(Reyes, 1993). La enfermedad de Chagas se distribuye on focos dispersos en todas las
entidades federativas det pais (Tay y col., 1992) y afect

a en particular a individuos que habitan cn zonas rurales y suburbanas, cuyas viviendas estan
hechas de adobe con techos de material vegetal y frecuentemente con piso de tierra;
pucs estas condiciones son adecuadas para que las chinches se reproduzean (Mott y col,
1978). Como la mayoria de Ias enfermedades parasitarias, la enfermedad de Chagas, es una
enfermedad ligada al subdesarrollo economico  y social, por lo cual este padecimicnto
seguira existiendo mientras la vivienda sea inadecuada, micentras continie la migracion det
campo a las ciudades y la rapida urbanizacion (OMS, 1991), falien los servicios organizados
de salud y no sc cuente con métodos de diagnostico accesibles para el trabajo de campo
(Reyes, 1984).

Faiaoy Urmbon 3o Arena
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Cosaymra bramant

FIGURA 1. Distribucion geogrifica de la infoccidn humana con 77 cruzr en América.
(Las zonas puonteadas representin los lugares donde oxaste 1a infoccion). Tomada de OMS, 1991,




I.1. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN MEXICO

Los primeros antecedentes sobre la enfermedad de Chagas en nuestro pais se refieren a
los vectores, los cuales fueron conocidos desde época de la colonia. Sahagan en su “Historia
pana” les lamo “chinches de Compostela™ y compara

General de 1as Colonias de la Nueva |
su picadura con la de las arafias Sin ¢mbargo, fue hasta este siglo en la década de los 20°s

cuando Hoffmann inicio estudios sabre triatominos y su relacién con la enfermedad de

de 1940 cuando se presentaron los dos primeros casos

Chagas Fue hasta el afio
1940) £n 1949,

parasitologicamente comprobados de infeccion por 70 cruzi (Mazzotti,
Mazzoti y Dias dieron un informe sobre diferentes especies de resenvorios infectados con /0
cruzi y el de otros dos casos de infeccion en humanos en el estado de Yucatan  En 1958
Biagi y col ., reportaron otro caso  de esta enfermedad en el humano en el estado de
Mexico (citado en Tay y col . 1969) Entre 1961 y 1969 diferentes grupos encontraron
localidades en las que se hallaron vertebrados no humanos como reservorios de /0 cruze v
también casos de humanos infectados en los estados de Sonora, Guerrero, AMichoacan,
Jalisco y Zacatecas, los cuales para 1969 sumarson un total de 72 casos de humanos con
enfermedad de Chagas reportados. En este afto la existencia de la enfermedad de Chagas en
NMéxico ya era cvidente v se reportaron casos de  enfermedad severa en el hombee e incluso

muertes por esta causa (Tay v col 1909) A pesar de todo lo antenior y conociendo gue la

fase cronica del padecimiento produce con frecuencia miocardiopatia, entre los afios de 1944

a 1976 solo  se habian descrito tres casos de cardiopatia chagasica cn la revista del Instituto

Nacional de Cardiologia ( I N.C.. citado en Reyes y Marcuschamer, 1978) A parntir de junio

de 1977 se logrd establecer, en el Depantamento de Inmunclogia del T N (T, un examen
serologico muy sensible y, en los meses siguientes, cinco pacientes con miocardiopatia
congestiva fueron identificados como casos probables de enfermedad de Chagas (Reyes y
1978) En ol ailo de 1988 Salazar v col , en una revision del tema reficrieron

1985, sobre casos cronicos detectados

Marcuschamer,
los reportes  hechos entre los afios de 1949 y
serologicamente (inmunoflucrescencia indirecta, fijacion de complemento y hemaglutinacion

7



indirecta), llcvados a cabo en los estados de Zacatecas, Jalisco. Michoacan, Guerrero y

Oaxaca, cn 10s cuanles se describen 398 casos cronicos de esta enfermedad, 10 que sugeria
una prevalencia del 6%% en la poblacion de estos estados. En la actualidad, ¢l conocimiento
de los vectores de 7. crusi es uno de los aspectos sobre los que mas se ha trabajado,
estas investigaciones han cubierto todo el termtorio nacional en busqueda de 1a presencia de

triatominos intectados por 7. cruzi (Tay y col , 1992).

En los ultimos ailos s¢ han descrito alrededor de 300 casos humanos de infeccidn por 77
cruzi en nuestro pais La mayoria de los casos han ocurrido en regiones que se encuentran
localizadas en 1a vertiente del Océano Pacifico, desde el Estado de Sonora hasta ¢l de
Chiapas Los estados de 1la Republica Mexicana en los que se han encontrado mas casos
humanos de la Enfermedad de Chagas diagnosticados etiologicamente o por el estudio de
biopsias son los de Chiapas, Jalisco, Yucatan y Zacatecas entre otros (Reyes y col |
1983, Salazar y col 1983, Velasco v Guzman, 1986, Trujillo v Velasco, 1990, Tryjillo y col
1993, Lozano ¥y col 1993 y 1995) Ekin algunas regiones del pais como Qaxaca, Jalisco,
Yucatan, Chiapas y Guertero, se han reportado indices muy elevados de seropaositivos, 1o

que sciala la activa transmision de la Tripanosomosis en dichas regiones tTabla 1) Es
importante sefalar que los individuos infectados, que no picsentan sintomatologia de la
enfermedad. son tuente de discrminacion por mecanismos distintos a los naturales, como la
donacion de sangre (Goldsmith y col, 1978). Sin embargo, sc continia sin datos con
respecto al conocimiento de transmision por hemodonadores y reservorios de 72 cruzt enla

mayor pane del territorio nacional, debido a que no se han realizado estudios que permitan
conocer la situacion de este problema (Tay y col, 1992)




TABLA 1. Relacion por estados de casos t dei cion por 1y cuct
NO. DE CASOS ESTADO INVESTIGADORES PERIODO
Satazar v col. +, CNEP+_ 30
74, 95, B0, 47, 90, Accves y col.®,
52 Oaxaca Biagr y» Arce *. Goldsnuth *, 73 1940-1988
CNEP?, Cuarnicro ¥ col ~, CNEP v Tallachce™,
Velasco y col ., +, CNEP v Tallacche®, 92, 93,
47 Jalisco CNEP y Velasco ©. Deparamente de Salud [965-1995
Publica®, 103, ©9, 34
13 Yucatdn Palomo®, Zavala®, 107, Quimal v col *. Barrera »
cot ¢ 1946- 1988
2 Chiapas Otcgaycol ® . 73 1976-1978
L) Gucerrecro Rodrigucsz y col *. 7. 74, Matadanmas v cot * 1961-1990
6 Zacatocas Cuartcto y col ~. 91, Marntincz » col *. 103
s Michoacan Q0, 73, 74, 103, Guti¢rrez vy Tay * [966-19%7
s Tabasco 73,74, 103 IO7R-10R6
5 Veracruz 74 1989
3 Edo dc Mdxico Biag v col = 74 1958 y 1983
2 Morclos Gonzalez v col *.74 1962 v 19R3
2 Nayant Pércz v Reyes *. 74 1963 v 19K3
2 Sn Luis Potosi 103, 74 19K3 v [URG
1 Sonora 64 1959
] Campoche 73 1983
[} Tamauhpas RO 19RR
P C de K el Pulud

+ Refendo oo Salasar v col . 1984
~ Referido en Truyilo y col , 1949
* Referido en Tay y col | 1942




1.2. BIOLOGIA DE 7. cruzi.

L.2.1. Clasificacién taxondmica (tomado de OMS, 1986).

Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinctoplastida
Suborden: Trypanosomatida
Familia: Trypanosomatidae
Géncero® Inpanasoma
Subgénero: Schizorryparnum
Especic: Trypunosoma (N.) crusi

1.2.2. Morfologia de 7npanosoma cruci.

7. cruzi, penenece a la orden kinetoplastida, cuyos miembros sc caracterizan por poscer
un cinetoplasto. El cinctoplasto es un organclo localizado en la mitocondria de la célula
que conticne una red fibrosa de DNA (Noble y col., 1989). La identificacidn de los cstadios
de desarvolio del parasito se basan en el cnterio morfologico referente a la forma general de
la célula, la posicion que guarda cl cinctoplasto con respecto al nacleo y la region de donde

emerge ef flagelo. De acuerdo a estos criterios se distinguen tres diferentes estadios:



Tripomastigote: tienc ¢l cinctoplasto localizado en |a pante posterior al nicleo, un flagelo y
una membrana ondulante que se extiende a 1o largo del organismo. Mide aproximadamente
20 pum de largo y 2 jyum de ancho En los hospederos mamiferos se encuentra en los tejidos
localizado intracclularmente v en circulacion  se encuentran alojado de manera extracelular
En los hospederos inverntebrados (chinche de la familia Keduvitdae) siempre se encuentra
extrucclularmente y localizado en la pante postenior del intestino Debido a que los
investigadores asumen que la infeccion comienza en mamiferos v termina en los insectos, se
nombra a los tripomastigotes hallados on los invertebrados tripomastigotes metaciclicos
Amasrgote: cs la forma de replicacion intracelular de 7. cruze cn las celulas de mamiferos
Esta forma es circular, posce un flagelo corto v se multiplica por tision binana en un tiempo
quec oscils entre 7y 13 horas

tusiforme, su

Fpimastigote: tiene el cinetoplasto localizado en la parte anterior al nacleo,
flagelo es libre y mide aproximadamente de 20 a 30 pm de longitud  Se encuentra localizado
en el intestino medio de los hospederos investebrados, donde se multiphca v manticne la

infeccion por un tiempo tan largo como el de la vida de los insectos (Pereira, 1900)

1.2.3. Ciclo biologico.

Una vez que los tripomastigotes metaciclicos (liberados con las deyecciones del
triatoma al momento de alimentarse) penetran en la piel del vertebrado hospedero a traves
de punciones o abrasiones cutaneas, s¢ introducen en las células de tejido laxo vecino al sitio
dc la penctracion y adquieren la forma de amastigote  Los amastigotes sc multiplican por
fision binaria, repletan la célula. que termina por romperse, y los parasitos salen a circulacion
como tripomastigotes y se diseminan por todo ¢l organismo, estos tripomastigotes penetran
a nuevas células y se transforman a amastigotes, continuando €sle proceso, que otra vez
finalizara con la liberacion de nuevos tripomastigotes que repetiran ol ciclo de infeccion  El
ciclo biologico se¢ completa cuando los tripomastigotes son ingeridos por los triatomas

hematofagos (Athias y Neghme, 1984, figura 2
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FIGURA 2. Ciclo de vida de 7. cruzi. (Tomado de Katz, 1988).




1.3. ALGUNAS MOLECULAS INVOLUCRADAS EN LA INTERACCION CELULA
HUESPED-Inpanosoma cruzi

Se sabe que existen moléeulas de superficic en muchos Microorganismos patdgenos que
jucgan un papcl importante en fa interaccion célula huésped-parasito  Si bien es cierto que
estas moléculas se comporian como potentes inmundgenos durante la infeccion a mamiferos
vy que pucden ser empleadas en ensayos inmunologicos como herramientas para pruchas de
diagnostica, no todas las moléculas presentes en forma mayoritaria gencran una fuerte
respucsta inmune humoral y celular, y por ello, su uso para proteccion (vacunas) 1o resulta
adecuad.  En estos casos se dirige ol interds de tratamiento y/o profilaus de estas
enfermedades hacia moléeulas que no se encuentren tan ampliamente expresadas como las
anteriores, ¥ que, ya sca por su importancia en el metabaolismo del parasito o bien por
desempefar funciones imponantes en la interaccion buesped-parasito, ¢l bloqueo de su
actividad podria detener ¢l progreso de la enfermedad o prevenirla (Percira, 1990)

Algunas moléculas de superficic y de secrecion han sido descnitas en 70 cruzi, como la
8P 72, quc esta prescnte en la superficie de cpimastigotes v topomastigotes provenientes de

medio de cultive FEsta molécula fue identificada y pun

monocional WIC29.26, y

ada por medio del anticuerpo
sc encontré que éste cra util para ¢l estudio de vanaciones
genéticas en la bioquimica, fisiologia y patogenicidad de 7. cruzs debidas a las diferencias en
1a supesticic de una ccpa a otra

También, se sabe quc la gp 71 esta involucrada en la
diferenciacion de epi

igotes a tripomastigotes en ¢l vector Ademas, se sabe  que,
durante la activacién del complemento en el huésped. la gp 72 actha como ¢l principal
aceptor de C3 (Joiner y col, 1985)

Otra molécula bien estudiada es la gp 85 presente en la superficie de tripomastigotes
pero no de amastigotes ni cpimastigotes. El papel de esta glicoproteina no es bien conocido
pero, algunos estudios suygieren que €3 necesaria durante ¢l proceso de invasion para que

Ia interaccion  huésped-parasito sea eficiente Por coincidencia, se ha cncontrado que

existe un supucsto receptor para gp85 en la membrana de tripomastigotes, ¢l cual actaa
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como receptor para fibronectina, mediando de csta mancra la asociacion de 7. crizi a las
células huésped, ya que si se bloquea este recepior, se inhibe la infeccion por 7. cruzi
vitra ™ (Villarta y col  1990)

Al respecto del contacto mediado por receptores en la superficie de la celula hudsped
para 7. cruzi, es posible Qque enzimas tales como las proteasas (Takle y Snary, 1993) y

glicosidasas (Pereira, 1983 y Harth y col 1987) puedan jugar un papel importante, ya que

pucden facilitar la entrada dei parasito al huésped Muchas proteasas (algunas estadio
especificas) con afinidad para una mmnplia gama de sustratos ya han sido identificadas.  Sin

embargo, no hay ovidencia de que tas proteinas del huésped sean digendas durante of
proceso de penetracion  parasitarnia v, por lo tanto, es posible que. st estas enzimas se

encucntran cn la superticie dol parasito, usen su sitio activo  para enlazarse a la superficie de

{a célula huésped (Takle y Snary, 1993)

I4 PROTEASAS
Las protcasas son cnzimas que catalizan la hidrolisis de cnlaces peptidicos Las

proteasas que degradan e extremo terminal de un polipéptido son llamadas peptidasas o

exopeptidasas, nientras que, aquéllas quc rompen un enlace peptidico intermo son llamadas
d id o protei (McKerrow, 1989). Tales enzimas sc encucentran en muchas

pep
especies, que van desde los virus hasta el hombre.  Catalizan ademas un amplio espectro de
importantes rcacciones biolégicas, incluyendo ¢l procesamicnto de prohormonas, la
coagulacion sanguinea, la fibrindlisis, e metabolismo proteico, las reacciones inmunes v la

remodclacion tisular. Por otra parte, no es sorprendente quc las proteasas jucguen un papel

imponante en la patogénesis de las parasitosis Las protcasas de parasitos facilitan la

invasion a los tejidos del hospedero,  permiten al

del hospedero y  les ayudan a evadir la respuesta inmunc

parasito la digestion dc protcinas
Debido a lo anterior, las
proteasas provenientes de parasitos pucden ser usadas como blanco de la  inmunoterapia y

de agentes quinmioterapéuticos especificos. En algunos casos se han empleado como

16n de enfermedades parasitarias ¢n sucro de pacientes infectados.

indicadores cn la d
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Las prot pucd lasificarse con base a los grupos funcionales encontrados en su sitio

activo, en cuatro grupos principales: proteasas de serina, metaloproteasas, proteasas de tiol
(cistcina) y proteasas de acido aspanico (McKerrow, 1989).

La familia dc proteasas mojor caracterizada y con mayor versatilidad fisiolégica cs la
de las protcasas de serina prescntes en mamiferos, como cjemplos, tenemos a la tripsina
pancroética, la quimiotripsina, 1a clastasa y Ia kalicreina  Su sitio activo estd conformado por
Ia triada Asp 102, His 57, Ser 195 (csta numeracioncorresponde a la quimiotripsina). La

catalisis se lleva a cabo via un estado de transicion tetraédrico intermediario, tanto durante el
proceso de for ion del inter 4

i0 covalente de enzima acilada, como en ¢l proceso de

desacilacion (Referido en Beynon y Bond) A continuacion se muestra ¢l mecanismo

peneral de reaccion para las proteasas de serina
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Las proteasas dc cisteina incluyen a h. psi lisc lens de iferos,
protecasas activadas por calcio en ¢l citosol (calpainas) y proteasas de plantas como la

El principal residuo aminoacidico que interviene en la catalisis es Ia

papaina y actinidina.
cisteina, que actua de manera similar
procede via un intermediario tioester y es facilitado por las cadenas de la histidina 159
adyacente y por el  acido aspantico IS8 (Referido en Beynon y Bond, 1990). A

ion sc a el i » general de ion para las pr de ci

a la serina 195 cn la quimiotripsina. La catalisis
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Las protcasas de aspartico incluyen a la penicillopepsina bacteriana, 1a cual ha servido
como modelo. La caracteristica del sitio activo es que posce residuos de acido aspartico 33
y 213 (esta numeracion corresponde a la penicillopepsina), los cuales geométricamente s
encuentran muy proximos el uno del otro.  En ¢l rango de pH enzimaticamente 6ptimo 2-3,
uno de estos aminoacidos se ecncuentra ionizado y <l otro desionizado (Referido en Beynon
y Bond, 1990). A continuacién sc muestra ¢l mecanismo general de sreaccion para las

proteasas de Acido aspartico.
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Las metalo proteasas, como las carboxipeptidasas A y B son exopeptidasas homdélogas
de estructura y sito activo similares. La carboxipeptidasa A, tienec mayor afinidad por la
cadena aromitica C-terminal y las cadenas alifdticas de naturaleza hidrofébica, mientras que
la accién de la carboxipeptidasa B esta dirigida sobre los residuos de arginina y lisina.  El
sitio activo de Ias metalo protcasas incluye al zinc, con dos de sus Ires pasiciones de
coordinacién ocupados por dos restos de acido glutamico v uno de histidina. Otra cadena

de icido glutamico actoa como nucledfilo directamente o con la participacién de una

molécula de agua (Referido en Beynon y Bond. 1990). A continuacion se muestra el

mecanismo gencral de reaccidn para las metaloproteasas
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1.4.1 Inhibidores de Protcasas.

Cualquier compuesto que provoque una disminucion sobre la actividad catalitica de
una enzima cs, en principio, un inhibidor enzimatico Esta definicién puede extenderse a
aqucllos sustratos que compiten por un Mismo sitio activo, ¢s decir, si dos sustratos son
incubados con una proteasa cada uno disminuye la velocidad efectiva de hidrolisis del otro
sustrato y catonces parece (ue inhibe la enzima I.os inhibidores de protcasas son
frecuentemente agrupados con basc en su mecanismo de acciOn, su origen 0 su cstructura
Se han designado tres clases de inhibidores. aquéllos que actaan sobre mas de una clase de
proteasa, los que xon especificos para una sola clase v los que son selectivos de una sola

proteasa (Salvensen y Nagase, 1989)

I.a mayoria de los inhibidores de proteasas actaan directamente sobre el sitio activo,
los inhibidores sintéticos o naturales mimetizan al sustrato, por lo tanto, compiten con ol
sustrato  y su union es muy estrecha Muchos inhibidores de proteasas torman complcjos
irreversibles con cllas, por lo cual provocan que el namero de sitios activos disponibles para

el sustrato disminuyan

El! mecanismo mas gencral de inhibicion para las protcasas puede describirse
mediantc una reaccion bimolecular entre la proteasa (E) y el inhibidor (1) que resulta en la
formacion de una forma de la cnzima unida al inhibidor (E1, esquema I).  Si el inhibidor es
irreversible este complejo dara lugar a una enzima modificada tnactiva E-1 que presenta un
enlace covalente con ¢l inhibidor. mismo que permanece con frecuencia aun despuds de
desnaturalizar a la enzima. St el altimo paso no ocurre el inhibidor se clasifica como

reversible (Salvensen y Nagase 1989)

ks
E + | > g —> E-I
k-I



Las velocidades de reaccion son descritas por las constantes de  velocidad kg

(bimolecular, scgundo orden) y k1 y k:(unimolecular, primer orden).

1.4.1.1 Inhibidores No-Espevificos

a-Macroglobulirkas. Esta clase de inhibidores se refiere n los  qQue no discriminan entre las

diferentes clases de proteasas y el cjemplo mas ¢lasico, que ilustra este tipo de inhibidores,
es la ar-macroglobulina (a:M). Que ¢s una proteina de alto peso molecular presente en ¢l
plasma humano que inhibe a la mavona de las proteasas f.a manera en que actha cs
alterando la conformacion de la enzima  disminuyendo, de esta manera, la actividad
proteolitica La union de la «:N o la proteasa es irfeversible aunque la inhibicion no se
manifiesta cuando la proteasa actua sobre sustratos pequeios (peptidos), se observa una
inhibicién total cuando se trata de sustratos grandes (proteinas de mas de 30kDa)

Aldehicdos peptidicos. Estos inhibidores, furmados por di-, tri- o tetrapeptidos, contiencn un

grupo aldechido en vez del carboxilo en ia posicion a. Este tipo de inhibidores son

reversibles y se les refiere frecuentemente como *‘anilogos del estado de transicion”™, pues
actian mimetizando el intermediario tetraédrico formado durante la hidrélisis del enlace
peptidico

Peptidilclorometilcetonas.  Fstos inhibidores actuan de manera irreversible uniéndose

primero en la musma forma que ¢f sustrato a la proteasa y dando lugar a la alquilacion de la
histidina prescnte en el si

o activo  de las proteasas de serina, gracias al grupo  clorometil

presente on el inhibidor. Las clorometilcetonas pueden inactivar a las protcasas de cisteina

plecando un r is

similar al emplcado para inhibir a las proteasas de serina, por lo
cual su uso no es recomendado para cl analisis de mecanismos de catalisis



Quelanies de metales. Estos inhibidores pueden actuar de dos mancras, por una parte estan
actuan inactivando a las proteasas dependientes de metales desestabilizando a aqucllas
proteasas que  son estabilizadas en presencia de calcio. Por otro lado, hay protcasas
dependientes de zinc, que son inhibidas por cste catién en altas concentraciones, por lo que

el uso de quelantes restablece 1a actividad proteolitica.

1.-4.1.2 Inhibidores Especiticos

Inhibudores que actuan sobre proteasas de serina.

Oryanaofosfatos.  Uno de los compuestos organofosforados mas ampliamente usado es ¢l
diisopropitfosfofluoridato (DFP), que es un compuesto tOxico, ya que inactiva la
acetilesterasa lo que provoca la perdida de su cariacter inhibitorio sobre proteasas de serina.
En gencral, DFP actGa mejor sobre las proteasas con homoloyia a la tripsina que con las de
quimiotripsina

Sulfonilfluoruros. Un inhibidor irrevesible de protcasas de serina ampliamente conocido es
el fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), que actua de manera relativamente débil. sobre tales

protecasas . Este inhibidor puede ademas actuar sobre algunas protestas de cistcina

2]



Inhibidores que actuan sobre pr e cisteina.

Peptidildiazometanos.  Este es un grupo de oligopéptidos ¢n los que ¢l OH  del carboxilo
terminal es reemplazado por un grupo diazometil CH-N-N  La inhibicion ¢s de  tipo
irreversible y procede via un intermediano tiohemiacetal, dando lugar a un sitio activo
alquilado Estos compucstos son totalmentc cspecificos para protcasas de cisteina, a

excepeidn de Z-Phe-Arg-CHN,, que puede inhibir kalicreina

Peptidilepoxicdos. Este es un grupo de inhibidores que actuan de manera irreversible sobre
el sitio activo de proteasas de cisteina, alquilando ¢l sitio activo via el grupo frans

epoxido El mas representativo de  estos compuestos es e E-6d IN-(L-3-trurn-

carboxioxiran-2-carbaonil)-L-lcucil | -amido(4-guanidino)butano ! te compuesto cs

completamente especifico para proteasas de cisteina y ¢s relativamente no-toxico

Inhhidores que acttian sobre metalo-proteasas 1.a mayona de  los inhibidores especificos
para cste 1ipo de enzimas, se designan basandose en la capacidad para enfazarse a atomos de
zinc, por lo tanto los inhibidores sinteticos de esta clase, estan cargados negativamente y
poseen otros grupos diselados especificamente para interaccionar con un grupo de

protcasas pasticular.

Inhibidores que actuan sabre proteasas de dcido aspartico. Las proteasas de esta clase,
mejor caracierizadas son la pepsina, quimiotripsina, catepsina D y la renina, v todas son

inhibidas por pecpstatinaa A, un compuesto parecido a un pentapéptido que es secretado por

las especies de Streprompces, el cual posce  dos residuos de aminoacidos 3 (Salvensen y
Nagase, 1989). En la wabla Il sc mucstran los inhibidores de bajo peso moleculur y su modo

de accion.



TABLA 1l.Inhibidores de proteasas de bajo peso molecular. Tomado de Bevnon-Bond

(1959).
NOWLRE CLASE MODO DI COMENTARKOR
ACCTION
Amasiatina Mctalo Rev Inhibilin de amunopeptidasas
As Schna/cisteing Rev Protensas sumilarcs a tnpwina v de cidetna
APNS Senna irr Incytable-prepeuay on frewe
Destatina Metalo Rev Amnopepadasa
Quimcstatin Scrina/citeina Rev Protensas de cisteinn v unulares 8 quimictnpana
M4-DCt Netina trr Intutnder rapuko de profeasas do serina
DEP Senins irr NMuy 108300, rauiere ¢ mancio egeia
Dywotin A Mcalo Rev Inhitwdor e arminopeptidasas
Drpeotin B Metalo, Rev Inhubiudor de anunopeytdavy
(] Crstema LT Muny e~xpecatics
FDITA Mcialo Rev rclanie
Flastinal Scrina Rev Pritea s de senns amibucs a cbidany
Ac_rodons Sacoy Cistcina Ter No ey pracd o ooy
Lcupeptin Senna/vistoing Rev Muchas priteasas de aistetna v umilarcs o tpeins
Poptnina Asputico Rev D union detnl revonsendubs
1.10-Fenantrolina Metalo Rev Oniclanterecomerniio
Foaforamdon Metnlo Rev No whshe touas 1a ictalo-condopegdicasas
g Scrine [ N tonto que o 1K)
Scnos Ter Troteasas de sana v mrmilates a tnpsmnn
TICK Serina trr Proteasas de scting v sumilares a quimotrpsins
Z-The-AlaCHN;y Crsteina iy Catepaang 13.4.. v papaina

1.5 PROTEASAS EN PARASITOS

Muchas protcasas han sido estudiadas en una gran variedad de parasitos. Se han

llevado a cabo estudios que van. desde aquellos que reportan si los diferentes estadios de

los parasitos presentan o no cste tipo de enzimas, de que 1ipo s0n estas proteasas, donde  se

localizan celularmente y en que eventos proteoliticos podrian estar interviniendo. hasta

aquellos en 10s que se investiga si estan involucradas en la interaccion huésped-parasito
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A la fecha, sc tiene conocimiento del  papel que jucgan algunas protecasas cn muchos
parasitos; por cjemplo. se ha encontrado que el principal antigeno de superficie de /. major
es la gp63, una proteasa activa que se encuentra anclada a la superficie de la membrana dell
parasito a través de un complejo glicolipidico (Bordier, 1987, Chang, 1986) Se ba
sugerido que un posible papel de esta proteasa podria ser el de romper factores del
complemento como C3b a C3bi parmitiendo ademais, que el parasito se una a la superticie
dei macrofago via Cabi (Bordier, 1987) Par su parte el trofosoito de 22 fulcysirum
posee una protcasa similar a [a catepsing 1. que hidrolizg la molécula de hemoglobina v Ia usa
como fuente de nutricion cuando se encucentra dentro del entrocito, si se usa un inhibidor
irreversible de esta proteasa se orngina la muerte del parasito (Roscnthal y col . 1988)
Keene y col (1986) han demostrado que  una protecasa. purificada de troforoitos de /2
histolyited v que presenta homologia con la catepsina 1. puede producir ¢f efecto citopatico
asociado a Ia virulencia de fo fudtolynica. [ etshmarnia mexicars posee una proteinasa de
cisteina, provemente del estadio de amastigote, que ©s responsable de la activacion de
ésteres aminoacidicos en ¢l parasitos,  ademas, probablemente ¢l parasito requicra esta
proteasa para sobrevivir en el macrofago  En 7richomonas vaginalts se ha descrito otra
proteinasa de cisteina que estd involucrada en el proceso de citoadherencia y citotoxicidad al
huésped. Por su parte (Grardua lamblia posee una proteasa de origen lisosomal que

hidroliza inmmunoglobulina humana (North y col., 1990)

En cuanto a la relacion que guardan las proteasas con  la respuesta inmune, se conoce
que la schistosomula de N, smansory libera una proteasa que puede incrementar la actividad
dc cosindfilos y la sintesis de IgE y, por otra parie, rompe el enlace parasito-l1gG
{(Verwaerde y col , 1988)  Otro aspecto importante de  las proteasas y la respuesta inmune
es que la proteasa de  schistosoma, la proteasa de cisteina de /L stolinca vy la
mectaloproteasa de A. carunum pucden ser crpleadas para diferenciar huéspedes infectados

de aquellos que no lo estan (Toy y col,, 1987)



1.6 PROTEASAS EN Tnpanosoma cruzi.

Actualmente el estudio de protcasas en 7. cruzi es llevada a cabo por varios grupos
en ¢l mundo. Tales estudios incluyen aquellos que han reportado la presencia de estas
enzimas en los diferentes estadios de parasito con ¢l fin de encantrar similitudes y diferencia
entre cada uno Otros grupos las han estudiado como antigenos para diagndstico, y otros
mas, han llegado a caracterizar perfectamente a la proteasa que presenta fa mayor actividad
proteolitica en /] cruzi, la 'cruzaina o cruzipaina” (anterionmente gpS$7/51) Algunos
estudios estan principalmente dirigidos hacia la busqueda de un inhibidor especitico de tal
enzima, que pucda ser utilizado en el tratamicento y/o profilaxis de la enfermedad de Chagas

La actividad proteolitica en extractos crudos de 70 cruze fue determinada imcalmente
en 1958 (referido en Bongertz y Hiungerer, 1978), pero por mucho tiempo no s¢ llevaron a
cabo mas estudios al respecto Debido a4 que 77 cruzr se multiplica intracelularmente v
penetra activamente al hudsped (Mever v col 1958, Dvorak v Hyde 1973) se pensod que una
enzima proteolitica podria ayudar al parasito a penctrar a la célula y a nugrar de un tejido a
otro en el huesped (Brand 1973) ln 1978, tomando en cuanta lo anterior, Bongerte y
Hungerer encontraron una enzima de aproximadamente 200 kDa provemente de extractos

de 7. cruzi que cra especifica para cnlaces peptidicos y que poscia grupos tiol activos

Por otra parte, la invasion de [ cruzt a células de mamifero puede ser facilitada por ¢l
mecanismo de protedlisis implicado en este proceso (Piras y col 1985) Ademas se
encontré que la adicion de a-2-macroglobulina al medio actuaba como inhibidor de
protcinasas ¢ inhibia marcadamente la infeccion a macrofagos v fibroblastos ( Aragjo-Jorge y
col. 1986). Asi mismo en 1990 Souto-Padron y col. dan a8 conocer que la proteasa de
cisteina que se localiza en los lisosomas de epimastigotes y que ademas s¢  encuentra
expresada en la superficic de los misimos y en la forma transicional de amastigote
tripomastigotc vy quec ta adicion de anticuerpos anti-proteinasa  al medio. inhibia

significativamente la ingestion del parasito por el macrofago
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En 1985 Scharfstein y col. emplean un antigeno, denominado gp2S, para el diagnostico

de la enfermedad de Chagas ol cual, mas tarde, resultéd ser un producto de degradacion del
antigeno  gpS57/51, que s una glicoproteina cxpresada por los  epimastigotes y
tripomastigotes sanguincos y que fue purificada y caracterizada por ¢ mismo grupo
(Scharfstein y col., 1986) Esta dltima resulto ser una molécula altamente inmunogénica que
podia también ser empleada en las prucbas serologicas de la enfermoedad de Chagas Bl

hallazgo de la degradacion de gp57/51 fue apoyado mas tarde por Hellman y col. en 1991,
quienes cncontraron que la principal  protcinasa de eptmastigotes catalizaba su propia lisis
demostraron gue se trataba de una proteasa de cisteina debido a que su
1990) Adenuas se halha encontrado que esta
col . 1v90a), ademas de

Otros estudios
actividad era inhibida por [:-04 (Murta y col

proteasa de cistcina, ahora Hamada cruzipaina (Cazzulo v

autodewsadarse, degrada Ig(G humana por medio de la hidrolisis

pequeitos peptidos (Bonternpt y Cazzuio, 1990) También se sabia va que osta proteasa es
1984,1989) v e blanco de la

del Fe y dando fugar a

clave en el metabolismo del parasito (Bontempr y col,
respuesta inmune del huesped (Murta v col., 1990) Lstudios llevados a cabo en la ddécada

de los 80's demuestran que 1a proteasa de cisteina purificada de epimastigotes  se encuentra
localizada lisosomalmente (Bontempi v col | 1989) que es una ghicoproteina mouomeérica de
aproximadamente 60 kDa (Scharfstein y col., 1986) v que mostraba homologia en su

extremo amino terminal con la papaina y catepsina L (Cazzulo v col | 1989)

En 1990 Campetcella y col  encontraron que los niveles de actividad proteolitica en

amastigotes y tripomastigotes son 10 veces menores que los hallados en epimastigotes, y de
nuevo comprobaron que la mayor actividad proteolitica . ahora en 1os tres estadios, esta
dada por una proteinasa de aproximadamente 60kDa

También en el ado de 1990 Greig y Ashall detectaron al menos cinco peptidasas, en

extractos de cpimastigotes cepa Y, cuatro de las cuales eran proteasas de cCisteina con un pH
specificos de

demostraron que los inhibidores

inhiben of desarrollo intacelular de 70 cruze o vitro En el ado de

aptimo acido. Para 1992 Mcirelles y col

proteinasas de cisteina,
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1993 Harth y col. probaron inhibidores de proteasas pegados a péptidos que le permiten al
inhibidor penctrar a las células infectadas y encontraron que estos péptidos inhiben la
replicacion intracclular de 70 cruzi y con cllo sc inhibe también la transmisiéon del parasito

En los ultimos anos el equipo de Schasfstein ( Lima y col ,1994) ha identificado nucvas
isoformas de la proteasa de cisteina de 7. ¢rwzi y en colaboracion con otros grupos se
continua investigando inhibidores especificos de esta importante enzima (McKerrow y col |
1995). En 1996, L.owndcs y col. estudiaron las metaloproteasas de diferentes cepas de 70
cruzi 'y hallaron que la expresion de estas enzimas se presenta de manera heterogenca entre
las cepas que cllos analizaron, en contraste con las expresion de proteasas de cisteina que se
encuentra muy conservada Ademads, se caracterizd a todas estas metaloproteasas como
proteasas asociadas a8 membrana A la fecha, se ha purificado una de las metsloproteasas
que se expresa constitutivamente en los tres estadios de 7. oruzs (Sales v col 1990) Por
su parte, Serveau y col en 1996 probaron sustratos especificos para la ¢ruzipaina y
encontraron  que ciertos derivados  de cistatina son efectivos, va que fueron capaces de
discnminar entre  las  proteasas del huésped y  aquellas especiticas  del pasasito
Interesantemente, Monteiro y col (1990) han logrado clonar un inhibidor endogeno de /7
cruzi que regula la actividad proteolitica intracelular, dando usi una nueva berramienta mas
para el diseflo  de inhibidores contra 1a  cruzipaina En  cuanto al papel putative de las
proteasas de 7. cruzi durante la interaccion con el tejido blanco, Andrade y col (1996)
encontraron que ¢l tratamiento a células de tejido cardiaco con 1.10-fenantrolina  inhibe la
infeccion por 7. crusi hasta enun 60 %  Otra proteasa estudiada en 70 cruzi es la protcasa
alcalina de 120 kDa ( proteinasa Tc 120), quc ya se sabia que s¢ expresaba en todos los
cstadios del parasito y que muestra un amplio espectro de actividad proteolitica (Santana v
col. 1992) Esta enzima parece estar involucrada en la liberacion de Ca™ como factor
importante cn la invasion a la célula hucsped (Burfeigh vy Andrews, 1995) Al analizar la
respucsta inmunc humoral gencrada por esta proteasa y otra de 30 kDa cuya activacion es

iento de ambas proteasas por el 95 %5 de los sucros

dependiente de ATP, hubo reconoci
provenicntes de pacientes con entermedad de Chagas cronica, en tanto que los sueros de

es leishir iacicos viscerales y de individuos sanos no las reconocieron, por lo que,
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la respuesta inmune generada contra cstas enzimas podria ser un mecanismo cficiente para
prevenir la invasion por 7. ¢ruzi al huésped (Fermandes y col. 1996). La proteasa de 30 kDa

dependiente de ATP ha sido clonada y secuenciada  indicando y se ha deducido que sc

trataba de una protcasa de cisteina homologa a la catepsina B (la primera descrita en 70
cruzi). Su posible papel en la diferenciacion del parasito y su participacion en el catabolismo
proteica de Ia forma intracelular del

parasito cstan siendo investigadas actualmente
(Nobrega y col.  1990)

Por altimo, Santana y col (1996) también  han encontrado una
protcasa de BO kDa quc ¢s secretada por 7. cruzs (protecinasa Tc 80) y cuyo sustrato
cspecifico es colagenasa, lo cual, sugicre que Te BO podria facilitar la invasion a la célula

huésped por 7. cruzi por medio de la degradacion de  colagenas presentes en la matriz

extracelular, por lo anterior, esta también podria ser un buen blanco para quimioterapia
(Santana y cot. 1996)
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I, OBJETIVOS.,

Objetivo General.

- Estudiar y caracterizar proteasas constitutivas y de secrecion de 7Trnypanosoma cruzi de la

cepa Querdétaro

Objetivos Particulures,

- Comparar dos métodos para el estudio de proteasas de 7. cruze,

otro clectroforético
- Caracterizar y comparar las proteasas en sobrenadantes y

epimastigutes como de tripomastigotes

uno colorimétnico y

extractos tanto de



111. MATERIAL ¥ METODOS.

I11. 1. Material Bioldgico.

Sc trabajd con tripomastigotes y epimastigotes del aislado mexicano de 7. cruzi

Querdtaro, obtenido a paitir de  friafoma barber: mucestreado ea el estado de Querétaro

La cepa ¢s mantenida en ratones

i11.2. Cultivo de Parasitos.
- Cultivo de epimastigotes Los parasitos se cultivaron a 28°C en medio LIT (Liver
Infusion Triptose), suplementado con 1B de Suero Fetal Bovino (SFB) (GIBCO)

inactivado a So0°C durante 30 nunutos y 25 juy/ml de hemina (SIGMA) a pHl 7 2 Los

parasitos se incubaron en trascos Erlenmeyer de 250 mi o en botellas de plastico de 25 cm® y

volumen de SO mi, conteniendo S mi de medio 1.17T ¥ un total aproximado de SXi0°

parasitos por ml Se siguicron subcultivando cada semana tomandose 1ml del cultivo
original mas Sml de LIT fresco

- Cultivo de tripomastigotes  Se siguio el método citado en Andrews y Colli, 1982 con las

siguientes moditicaciones
Se utitizaron monocapas de células Vero cultivadas en D-MEN ( Dulbecco’'s Modified

Eagle Medium. GIBCO), suplementado con 1026 de SFB (GIBCO) inactivado, 126 de

vitaminas 100x (GIBCO), 1% de aminoacidos no-csenciales 10mM  (GIBCO), 1% de

piruvato de sodio 100 mM (SIGMA), 1% de L-glutamina 2mA (GIBCO) y % de
penicilina-estreptomicina (10,000 unidades- 10,000 unidadces) Al momento de infectar las

cétulas con los tripomastigotes sanguinecos se cambid el mmedin al 10 26 por medio al 525 de

SFB y sc agrego medio medio nuevo aproximadamente cada tercer dia

La sangre de ratones BALB/c infectados se diluydo 12 en solucion de fosfatos

glucosada (PSG) y se llevo a cabo la separacion de los tripomastigotes en un gradiente de

Ficoll-Paque (Pharmacia) centrifugando a 400g  durante 45 minutos a 4°C La capa de
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mononucleares que contenia a los parasitos sc separd y sc agregd al cultivo de células Vero
en botellas de 25 cm” de plastico (COSTAR) que estaban en D-MEM al 5% y se dejaron
48horas a 37°C (5% de CO: y 95% de humedad) como tiempo de infeccion y entonces sc

cambié ¢l medio de cultivo al mismo porcentaje cada vez que fuera necesario

Para expandir los cultivos infectados se retird el sobrenadante de los cultivos celulares
infectados con 7. ¢ruzz y Ins células se despegaron usando 1 5 ml de EDTA S mM (para
cajas d¢ 25 ¢m® y 3 ml para tas de 75 cm’) por § minutos a temperatura ambicnte y
posteriormente  se adiciond 500 il de tripsina que temua una concentracion de Imp/mi
(SIGMA) para las cajas de 25 em” () m! para las de 75 ¢m’) durante aproximadamente en 1
minuto  Las células se colocaron en 2 o 3 cajas aparte v s¢ puso madio al 528 de SFB La
maxima cantidad de parasitos se obtuvo aproximadamente a los 15 dias postintfeccion
(aproximadamente 2X10° parasitos’/ml)  Los parasitos se retiraron cada tercer dia v ose

agrego medio nuevo

L.os parasitos fueron puriticados de 1os cultivos infectados separando el sobrenadante y
centrifugando primero a 00y durante 10 min a 4°C de donde se separaron las celulas Vero
y ¢!l sobrenadante se volvio a centrifugar a  2.000g durante 20 min a 4°C  de donde sc
obtuvo un botdon de parasitos gque se usO para obtener extracto o bien para cultivarios y

obtener sobrenadante

1I1.3. Obrencion de Extractos y Sobrenadantes de 77 cruzi,

1I1.3.1. Obtencion de extractos de tripomastigotes v epimastigotes

El boton de tripomastigotes se obtuvo como se indico en la seccion anterior y el de
epimastigotes se obtuvo centrifugando el cultivo a 1,500g durante 10 min a 4°C. en ambos
casos se lavo dos veces con PBS  y s¢e resuspendio en una solucion de Tris-HCE 1OmM

pH 8 2 en una relacion de aproximadamente 1 X 10 parasitos por cada 0.5 ml de solucion.
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La suspencidon anterior s sonicé con una intensidad de 60 W por S veces en periodos de 2
minutos. Postcriormente sc centrifugd a  10,000g durantc 30 min a 4°C  Finalmente, el
sobrenadante se separd y se hizo la determinacién de proteinas totales por ¢l método de
Bradford (ver 111.4)

El extracto también se obtuvo en algunas ocasiones a partir de parasitos que s¢ habian

T prev e en co

lacion

111.3.2. Obtencion de Sobrenadantes de tripomastigotes y epimastigotes

El boton de parasitos obtenido como se¢ indicod anteriormente, se lavo dos veces con D-
MEM (para ¢! caso de tripomastigotes) 6 bien con LLIT (para epimastigotes) complementado
con todo excepto el SFB. Despucs sc resuspendio en ¢l mismo medio empleado en los
tavados, en una relacion de 4 X 107 puarasitos por ml de medio ¥y se incubo durante dos horas
a 37°C. Al termino de¢ 1a incubacion se centrifugo de nuevo a 2.000 g durante 3 minuntos,
y el sobrenandante se filtré a través de una membrana de 0 22 1t (MILLIPORE) y »e uso
inmediatamente

Es imponante sefalar gue en este trabajo no se analizaron las proteasas del estadio de
amastigote pucs es dificil obtenerfos de manera pura y en una cantidad suficiente para la

obtencion de extractos y sobrenadantes

I11.4. Cuantificacién de Proteinas

La determinacidn de la concentracion de proteinas del extracto se llevé a cabo por
el método de Bradford (BIO-RAD) Se prepard una curva patrén con  una solucién
estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA) con concentraciones de 5,10,15,20 y 25 pg/ml
en PBS La lectura se realizo a 595 nm empleando como blanco PBS.  Los extractos se
leyeron a la misma longitud de onda habiendo sido previamente diluidos 1 100y | 50, el
resultado se interpolo en la curva patron y la concentracion tinal de  proteinas se obtuvo

tomando en cucnta ¢l factor de dilucion
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HI.5. Determinaciéon de  Actividad  Proteolitica por ¢l Método de Azocascina

{ Método Colorimétrico).

Con este método s¢ midio {a actividad proteolitica en extractos, parasitos completos y

ges y col 1986) Para el
a—timanen

sobrenadantes de 7. cruzi empleando comao sustrato azocaseina (B
estudio en extractos s¢ prepararon tubos de reaccion que contenian de acectatos con
O sin L-cisteina y EDTAL el sustrato (arocaseina al 2% pivy v 25, 50, 75, 100 v 200 pg de
proteina total de extracto  Para cllo se necesitd preparar

-Una solucion de amortiguador de acetatos pli S S, a esta solucion la nombramos
amortiguador sin estabilizador A otra solucion igual que la anterior se le agrego 0 38mg/ml
de EDTA (SIGMA) y 4834 mwml de l.<isteina (SIGMA), a esta solucion se le llamo
amortiguador con estabilizador
- Solucion de azocaseina (SIGNMA) 4l 226 (p/v) disohviendo en 273 del volumien en regulador
sin activar ¥ /3 parte del volumen en agua bidestilada esténl Sc prosiguio de la siguiente
manera’

Se¢ colocd en cada tubo de reaccion un volumen de 0 75 ml del amortiguador respectivo
que ya llevaba la cantidad de proteina del extracto correspondiente 1.os tubos fucron pre-
incubados durante 10 min a 37°C y cntonces se adicionO a cada tubo 0 250 ml de ia
solucion de azocaseina al 295, tras lo cual se incubo a 37°C durante el intervalo de tiempo
descado (12, 24 o 48 horas) Al final de este tiempo se detuvo la reaccion con acido
tricloroacético al 326 (V/v), sc centnfugd durante 20 min a 2,000)g a 4°C y s¢ retird ¢l
sobrenadante para la deteccion de los productos de la degradacion del sustrato por medio de
[a aparicion de solutos que absorben a 366 nm

La comparacion entre actividad proteolitca entre  extractos de  epimastigotes  y
tripomastigotes  s¢ hizo de la maners anterior, solo gue se Oocupd una concentracion
constante de proteina total de cada extracto v se midio la actividad enzimatica a las 3, 23 y

48 horas de incubacion
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La deteccion de actividad proteolitica en cultivos de 7. cruzi se realizd de a siguiente

manera: se¢ purificaron  1os parasitos como se indicd anteriormente y

los epimastigotes se
incubaron a 37°C en solucion de tanks pil 7 1.73 o

los tripomastigotes en D-MEM sin
SFB (a ambos medios sc les agrego solucion de azocaseina al 2%) durante 15, 30, 60 y 120

minutos, al término de cada pericdo de incubacion el cultivo se centrifugd durante 3

minutos { los cpimastigotes a 1,500 y los  tripomastigotes a 2,000y), entonces se tomo 1a

alicuota correspondicnte a 1a que se agrego TCA al 325 para detenier 1a reaccion, al final, se

centrifugaron 1os tubos a 2,000g durante 20 min. a2 4°C y se leyo el sabrenndante a 366 nm

En ¢l caso de la deteccion de uenhividad proteotitica en sobrenadantes se incubo de la

mancra descrita en cl parrato  antenior, <olo que esta vez los epimastipotes se incubaron en

LIT sin SFB o los tnpomastigotes se incubaron con D-MENM sin SFB, esta vez no se

adiciond azocaseina a los cultivos que se incubaron a 37°C A los 15, 30, 60 y 120 min sc

centrifugd ei cultivo v se retiraron alicuotas del «obrenadante que se filtraron a través de

flitros de 13 mm con membrana de 0 22 11 v este sobrenadante se puso a incubar con
azocascina al 2%e a 37°C durante ¢l mismo tiempo transcurndo hasta el momento en el que

se retiro la alicuota del cultive Al termino de este tiempo, 1a reaccion se detuvo con TCA al

3% y sc centrifugo a 2,000g durante 20 minutos a 3°C y ¢l sobrenadante se leyo a 366 nm

HL6 Determinacion de Actividad Protweolitica por ¢l Método de SDS/PAGE con

Gelatina como Sustrato. (Mdétodo Electroforético).

Se  dcterming la actividad proteolitica en geles de  acritamida-bisacrilamida

copolimerizados con gelatina como sustrato enzimatico. 1a actividad proteolitica se visualizo

por la presencia de bandas claras en ¢l fondo azul del gel (Helssen y Dowdle, 1980)

La
técnica se

Heva cabo de la siguiente manera

s¢ prepard un mini-gel  de acrilamida-
bisacrilamida al 11%

con 2% (p/v) de gelatina como sustrato

Las muestras que se
obtuvieron el mismo dia, se diluyeron en *™

i

de muestra 2X sin mercaptoetanol y se
corrieron en el gel a 130 volts a 4°C Al final de la clectrotoresis se incubo el gel en solucion
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de Tritdn 100X al 2.5 % (v/v), durante | hora a temperatura ambiente en agitacion. lLa

solucién anterior fue retirnda y se incubé en una solucién de amortiguador de acetatos-

DTT t mA  al pi{ descado durante 18 horas para muestras de tripomastigotes y

stes y 3 horas para extracto de epimastigotes.

sob dante de epi

ion de Ia actividad protcolitica, se cortan las tiras de gel donde
semcueet” de acetatos pH

Para ¢l estudio de la inhibi
se corrieron las muestras y se incubaron en tubos individusles en
5.5- 5.6 para cxtractos 6 bien pH 7.1-7 3 para sobrenadantes, adicionando los respectivos

inhibidores de proteasas a las siguicntes concentraciones

INTURIDOR CONCINTRACION DEL STOCK CONCFNTRACION FINAL
(mM) {anplesda)

Bestatn 1 10N
=] 1 103
Lecupeptine 10 TOpAt
Teprstatina 1 1At
t. 1 Fenantsolina 200 16 mM
PAISE 200 I mAg
T.CK 10 OOy
LDTA 00 10 mM

111.7 Enfoque lsocléctrivo de Proteasas de Extracto de Epimastigotes.

Sc puso a cxpandir un cullivo de aproximadamente SOX 10" epimastigotes en LIT
complementado al 1026 dentro de una botella en un volumen final aproximado de 150 ml y
se incub6 cn agitacion por rotacion radial a 27°C. A los 8 dias de crecimicnto sc agregaron
150 m! mas de medio y se¢ contintio con la incubacion durante otros 8 dias  De este cultivo
sc prepurd el extracto de cpimastigotes d« In mancra que anteriormente se explico y se
empicaron 33 mg de protcina total para cl enfoque esocléctrico. El mismo dia se realizé un
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enfoque esocléctrico en un aparato ROTOFOR, con una celda de 60 ml, a 12W durante 6
horas a 4°C, usando anfolitos de 3/9 (BIO-RAD) Después de esta primera corrida se
repitié la separacion empleando las fracciones con pl alrededor de 7 y usando antolitos de
rango entre 5 v 7 (BIO-RAD) bajo las mismas condiciones. A las 20 fracciones obtenidas en
cada caso sc¢ les midio el pH con tiras de papel indicadoras y se corricron en geles de

acrilamida-bisacrilamida copolimerizados con gelatina, como se¢ indico en el punto U1 6.

{11.B Analisis Estadistico

Se utilizo 1a prucba de ANOVA por medio del programa JUMP con un a = 005, para
comparar las posibles diferencias significativas entre los datos de actividad protceolitica en
extractos y sobrenadantes sometidos a diferentes condiciones de incubacion (activadores,
tiempos de incubacion. temperaturas) y entre ol estadio de tripomastigote y epimastigote de

7. cruzi.
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V. RESULTADOS.

1V.1 Determinacién de Actividad Proteolitica en Trypariosoma cruzi por un Método
Colonmétnico.
1V.1.1. Actividad Proteolitica en Extractos de 7 cruzi.

En este cnsayo se midié la actividad proteolitica en  extractos de tripomastigotes y de
cpimastigotes. Sc emplearon en ambos casos, extractos frescos preparados sin inhibidores
de proteasas. También se determind la  actividad cnzimatica con  epimastigotes vy
tripomastigotes vivos, asi como en sobrenadante de ambos estadios

Para dcterminar la actividad proteolitica en extractos de 7. cruz por el método
colorimétrico se utilizd azocascina como sustrato, la cual fue incubada con diferentes
concentraciones de proteina total de los extractos de epimastigotes y  tripomastigotes
durante dos tiecmpos de incubacion (241 y 48 horas), ademas, se¢ compararon dos condiciones
de reaccion (ausencia y presencia de EDTA y L-cisteina) con el fin de ver si se comportaban
de la misma mancra las protcasas de los extractos y ver bajo que condiciones se¢ veia
favorecida la degradacion del sustrato empleado  En la figura 1 se observa la grafica que
representa la actividad proteolitica en extracto de tnipomastigotes fresco preparado sin
inhibidores de protcasas Se midid el incremento en la degradacion de azocaseina al ir
aumentando la cantidad de proteina total para lo cual se utilizaron 15, 25, SO, 75, 100 y 200
ng de proteina total del extracto y sc¢ mnalizo la actividad enzimatica tanto en presencia
como en auscncia de EDTA y L-cisteina Ademas,  se compararon dos tiempos de
incubacioén con ol sustrato a 37°C, 24y 48 h Lo que se observo fue que la degradacion de
azocaseina aumenta proporcionalmente al incrementar la concentracion de proteina total dei
extracto a ambos tiempos de incubacion, siendo mayor a las 48 horas, tanto en ausencia
como en presencia de EDTA y L-cisteina  Debido a que este experimento no fue hecho por
triplicado, no sec pueden comparar los resultados obtenidos bajo las diferentes condiciones de
incubacion.
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FIGURA 1. Actividiad proteoliticis on extracto de inpomastigoics n la grafica se representa la dependencia
de degradacidn de asocascina con respecto 3 la concentrcidn de proteina 1otal ot el extricio de
tripomasugoics cmpleada cn el ensayo  Sc incubd a 37°C on amortiguador de acetatos pH $.3-5 6 durpmc 24
y 48 homs, en auserwia ¥ presencia dc EDTA y Lcistcina. -e-e-  reprosenta el extracto uncubado con el

4% h cn pres (1a de EDTA y L-cisteina y === represeata 10 mismo solo que en auscncia
de éstos. a8 representa ol extracto incubndo con cf t 24 h en p de EDTA » L-
cisteina y 0 representa lo mismo solo que en ausencta de EDTA » L ! 1o on de

azocascina s€ midid a 366 nm  La grafica anterior representa un solo expenmento

Se analizo también el extracto de epimastigotes en fase estacionaria que aparece cn la
figura 2, ahi se representa la degradacion de azocascina generada por proteasas presentes on
extracto de epimastigotes fresco preparado sin inhibidores de protcasas; se graficod el
producto de la degradacion de azocascina para diferentes concentraciones de proteina tozal
del extracto incubado con el sustrato durante 24 y 48 horas a 37°C, usando dos condiciones
de incubacién presencia y auscencia de EDTA y L-cisteina. Aqui. al igual que cn ¢l extracto

de tripomastigotes, sc observa que la actividad proteolitica se incrementa al ir



aumentando fa concentracion de proteina total del extracto y s de aproximadamente 0.2 a
1.5 veces mayor cuando se incubd durante 48h que durante 24 h. Por otra parte, al

agregar EDTA y L-cisteina al sistema se inhibe Ia actividad proteolitica en el extracto de
mancra significativa, tanto a las 24 como a las 48 horas de incubacion a 37°C.

ABSORBANCIA

0 75
PROTEINA TOTAL { g}

do 15,25.50.75, 100 y 200 ug de

FIGURA 2. D dacién de ina cn de
proteina total cn cl ensayo a 37°C duranic 24 y 48 horas en amortiguador de acctatos pHS. 5-5 6. cn auscncia
B cl incubado con el susitato durante 48 h cn

¥ pfescncia de EDTA y L.
presencia de EDTA y L<cisteina y -0-0~ reprosenta Jo mismo solo que on ausencia de éstos Gltimos. »e
P el i bada con ¢l 24 h en de EDTA y L-cisteina y <>
£ Lad de as ina sc midio a

represcenta lo mismo solo que cn ausencia de EDTA y L-
366 nm. En la griafica sc representa cf expefimento muts representative hecho por inplicsdo
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El siguiente experimento se diseflé para comparar la actividad proteolitica en extractos de
uno y otro estadio, con el fin de conocer si en uno habia mayor actividad proteolitica que en
¢l otro o bicn si la actividad era igual en ambos. Previamente se habia observado que
miecntras mayor fuera la cantidad de proteina total del extracto, mas cvidente cra la
degradacion del sustrato, para llevar a cabo Ila comparacidn de actividad proteolitica de los
dos estadios s¢ necesitaha haber empleado entre 75 y 200 ug de proteina total para cada
extracto (puecs tue aqui donde se observo la diferencia mas cvidentemente) y  debido a que
es muy dificil obtener cantidades muy grandes de proteina total de extracto de
tnpomastigotes, para realizar el experimento se decidio emplear 75 ug de proteina total para
los dos extractos En la figura 3, se representa la cinética de degradacion de  azocaseina
cuando se utilizo una cantidad constante de 75 ug de proteina total de extractos frescos de
cpimastigotes y de tripomastigotes  En cada caso los extractos fueron incubados bajo las
mismas condiciones anteriormente empleadas, solo que ahora los tiempos de incubacion
fucron 3, 24 y 4B horas en ausencia y presencia de EDTA y L-cisteina Como se puede
notar al incrementar ¢l tiempo de incubacion del extracto con la azocaseina hubo mayor
degradacion de esta  Por otra parte, al comparar la reaccion en presencia de [-cisteina y
EDTA, s¢ vio que habia una mnhibicion sobre la actividad proteolitica con ¢l extracto de
cpimastigotes con respecto a la reaccion llevada a cabo en ausencia de aquellos, lo mismo
sucediod en el extracto de tripomastigotes, en ambos casos hubo diferencia significativa desde
1as 3 h de incubacion Por otro lado. si s¢ compara Ia actividad proteolitica entre el
extracto de epimastigotes y tripomastigotes en ausencia de EDTA vy L-cisteina, se observa
que la actividad proteolitica presente en el extracto de tripomastigotes es siempre menor
a la del extracto de cpimastigotes y que hay una diferencia  significativa de
aproximadamente 10 veces Ahora bien, comparando la actividad protcolitica de ambos
extractos en presencia de EDTA vy L-cisteina, se ve que  de nuevo existen diferencias

sotes a las 24 y 48 horas presenta mayor actividad

significativa, pucs el cxtracto de epimast

(aproximadamente 8 veces) con respecto al extracto de tripomastigotes
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FIGURA 3. Acinidad proteolitica ca extractos de y np ROt En la grifica sc
P la de degr idn de a alas 3. 24 y 4%h de b, . s¢ en

cada caso 73 ug dc proteina total de cada extracia  -e-e- represerniia ol extracto de cpimastigotes incubudo on

presencia de EDTA v Lcisteina v 00— ausencia de activadores, wee  roprosenta ¢l ewxiracto de

tr 1hado en pr de EDTA y 1. inay <~ cn cia de estos. El producto de
d dacion de la a sc¢ midié cspectrofolométneamente a 166 nm En la grafica <c represcnta cf
experimento mas rep hecho por tnpl

1V.1.2. Estudio de Actividad Protcolitica en Cultivos y Sobrenadantes de 7. cruzi.

Enscguida se estudio lo que sucedia con 1a actividad proteolitica con los parasitos vivos,
pues se queria saber si los parasitos vivos secretaban protcasas al medio que tal vez fueran
mas o menos activas que las de extractos, lo cual, aportaria evidencias que nos penmitieran
proponer funciones diferentes para estas enzimas. Para cllo. lo primero que se hizo fue
analizar la degradacion de azocaseina al incubar epimastigotes vivos con el sustrato. Debido
a quc los cpimastigotes se cultivan en el laboratorio a 28°C, sc probo la degradacion a 28 y
37°C, con el tin de saber si las protcasas se activaban o sc secretan mas a una u otra

temperatura.
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En la figura 4 se obscrva la cinética de degradacién de arocascina cuando sc incuban
cpimastigotes (fase estacionaria) 2 28 y 37°C en presencia del sustrato y también sc scitala
Ia viabilidad a lo largo del experimento.  La acitvidad proteolitica fuc practicamente la
misma a las dos temperaturas y cstadisticamente no hubo diferencia estadisticamente
significativa hasta los 60 minutos de incubacion.  De nuevo, al igual que con los extractos
de cpimastigotes y tripomastigotes, sc favorece {a degradacion del sustrato cuando el tiempo

de incubacion del extracto con cf sustrato es mayor

Debido a que el parasito en su fase de cpimastigotes presenta dos fase de crecimiento, sc
pensd en la posibilidad de diferencias en la actividad proteolitica ea el cultivo enire las dos
fascs, por lo que, se¢ analizo lo anterior comparando {a actividad proteolitica en las dos fases
de crecimiento e incubando a 37°C, los resultados se observan en la figura 5 en donde se
representa la degradacion de azocaseina con respecto al iempo y  a la viabilidad a lo largo
del experimento  No hay diferencia estadisticamente significativa en la actividad proteolitica
entre las dos fases de crecimicnto del parasito  La viabilidad en este ultimo como en ol
anterior experimento se mantiene arriba del 80% ., por lo cual, podemos decir que la
actividad proteolitica observada ¢n estos dos experimentos corresponde a proteasas de

secrecion y/o proteasas de superficie de los epimastigotes.
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FIGURA 4. Depradacion dc arzocascina en cultivo de cpimastigotes 4 28°C y 2 37°C. Sc sncubaron 1.5 X

10* pardsitc< en un volumen total de § 5 ml de solucidn de Hanks con cl sustrato. ¥ sc fucron lomando

alicuotas a los 15, 30,60y 120 de 1incubacibn ~e-e- rep alos en fase cutacionana y

~«0o— cn logaritmica. De igual -4 A-rCT 13 viabtlidad de 1os pardsitos en fase estacionany v

~A-A- €01 fase logaritmica El producto de degradacidon de la azocascing fuc dotectado a 366nm

Sabiendo que no habia diferencias en la actividad de proteasas a 28 i a 37°C, ni tampoco
en ninguna de las dos fases de crecimiento, se procedidé a analizar si esta actividad
enziméatica correspondia a protecasas de secrecion o de membrana, para lo cual se analizd
exclusivamente la actividad proteolitica presente en sobrenadante de parasitos incubados a
37°C durante diferentes intervalos de tiempo. En la figura 6, se observa la cinética de
degradacion de azocascina generada por proteasas de secrecion de epimastigotes cuando
éstos fueron incubados en medio LIT sin SFB  Sc retiraron alicuotas del sobrenadante a los
15, 30, 60 y 120 minutos de incubacion del cultivo de parasitos A estas alicuotas se les
agregd ¢l sustrato y sec incubaron a 37°C durante 15, 30, 60 o 120 minutos, segun sc¢ habia
tomado ¢l sobrenadante del cultivo dc parasitos inicialmente. Lo que s¢ observo fue que
hasta los 30 minutos la actividad proteolitica fue 1an baja que no se¢ pudo detectar por este

método. A los 120 minutos la actividad proteolitica en ol sobrenadante fue alrededor de S
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veces menor a la actividad que habia cuando se incubd ¢l sustrato con fos parasitos, 1o cual
indica que la mayor actividad protcolitica en epimastigotcs esta probablemente dada por
proteasas que s¢ cncucntran formando parte de Ila membrana y que son activas aun  a
intervalos relativamente cortos de incubacién (ver fig. S). Si sc tabula la actividad
proteolitica de cultivo y sobrenadante de epimastigotes juntos se puede ver 1a diferencia
entre {a magnitud de actividad proteolitica entre uno y otro sistema, 1o cual sugiere que la
mayor actividad protcolitica presente en el cultivo de epimastigotes es debida a proteasas

que se encuentran ¢n la superficie del parasito (tabla 1)
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FIGURA S. Actividad p de en fasc y 13 sobrt & i Sc
incubaron 1.5 X 10" parasiios en un volumen total de 1.5 mi de solucién dc Hanks con azocascina a 37°C. y
sc fucron tomando alicuotas a los 15, 30, 60 v 120 dei b ~e-e- rey a los parasitos cn
fasc cstacionaria y - en logaritmica  De tgual mancra P 1a viabi d dc los cn
fase estacionana y -5-A- en fase togaritmica El p on de la fuc d: do a

366nm.
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FIGURA 6. Actividad pr en sob d: de opi en fasc ostas 12 sobre asocascina
Se incubaroa a 37°C 1 5 X 10" parasitos en un volumen total de 1.5 mi de LIT sin SFB, s¢ fucron tomando

de bacion y p postcniofincnte e presencta de arsocascind

alicuotas a los 15, 30, 60 » 120
durantc igual lcmpo. ~e-e- foprescnta la actividad proteolitica de los pariaios cn fase eSI3CIONANA Y -a 4~

o) fa v i de los E1 producio de & o de la & i fuc detectado a 366:nm
TABLAL
Comparacién de acuvidad proteolitica entre parisitos completos v sobrenad. dc los
TILEMPO DE INCUBACION ACTIVIDAD PROTEOIITICA EN | ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN
(minutos) PARASITOS COMPLETOS SOBRENADANTE
(Abssorbancis) Absorbancis)
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Para investigar si también cn os tripomastigotes existian diferencias entre la actividad
proteolitica de las células completas y de su sobrenadante sc llevaron a cabo los
experimentos siguientes. sc analizo la actividad proteolitica en ¢l cultivo de parasitos vivos
en presencia del sustrato y posteriormente la actividad de las proteasas de secrecion

En la figura 7, s¢ representa la actividad proteolitica del cultivo de tripomastigotes  que
fueron incubados a 37°C en D-MEM sin SFB colocando como sustrato azocaseing,  se¢
tomaron alicuotas a los 15, 30, 60 ¥ [20 minutos de incubacion, al mismo tiempo que se
verificaba la viabilidad  Comw se pucde notar, al igual que con Jos epimastigotes, la

degradacion de azocaseina aumenta en forma proporcional de acuerdo al tiempo  de

incubacion La viabilidad se mantuvo por encima del 80%, 1o que indica que la actividad
proteolitica en este ensayo corresponde a proteasas de sevrecion del parasito y/o proteasas
de superticie. para evidenciar si la actividad detectada correspondia solo a proteasas de
secrecion o de superficie se realizo el ensayo de la figura B, donde <e presenta la cinética de
degradacion de arsocascina provocada  dnicamente por  proteasas de seorecion de
tripomastigotes, para lo cual se incubaron tripomastigotes a 37°C en D-MEM sin SFB y se
retiraron alicuotas de sobrenadante a los 1S5, 30, 60 y 120 minutos, al mMismo tiempo que se
iba verificando la viabilidad. A estas alicuotas se les agrego azocascina y se incubaron a
37°C Como se aprecia en la figura, la degradacion de azocaseina provocada por las
proteasas de secrecion de tripomastigotes, es mayor al incrementarse ¢l tiermpo incubacion
de los parasitos en el cultivo, mientras que la viabilidad se manticne superior al 80%, por to
que sc¢ atfibuyo la actividad enzimatica solo a proteasas de secrecion del parasito Aqui, a
diferencia de las proteasas de secrecion de epimastigotes (fig 6), la actividad proteolitica es
detectada a partir de los 1S minutos y a los 120 minutos llega a representar casi la mitad de

la actividad proteolitica que existe con las proteasas de los parasitos completos (fig 7)., lo



cual nos indica que solo una parte de {a actividad enzimati

cn ecse yo corr de a

p
proteasas de sccrecidén, micntras que Ia actividad remancente observada en el cultivo de los

parasitos pletos corresponde & pro

de superficic. La diferencia entre la actividad
proteolitica de los tripomastigotes completos y del sobrenadantede los mismos, se puede
apreciar en la tabla 11
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FIGURA 7. Actividad i dc tr o como Sc i
2.2x107 parasitos cn un volumen total de .88 ml de D-NMEM con azocascina a 37°C, y sc fucron tomando
alicuotas a los 15, 30, 60 y 120 de bacid .- La actividad proteolitica de los
s De igual -a.a- 1a wi 4 de los a lo largo del experimento.
El prod; de & de ta 2] fue a 3G6nm.
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FIGURA 8. Actividad pi en d. de e {igoics usaANdo A/0CASCing oMo sustrato. Se
incubaron 2.2 X 10’ pardsitos ¢n un volumen totd de (8K ml de D-MEM sin SFB a 37°C. s¢ fucron

tomando alicuotas a 1os 15, 30, GOy 120 de bacion » as a incubar a 37°C posterioninentc
cn p dc a ; igual teinpo. —e-e- represents ja actividad proteolitica dc los pardsitos y
-a.a- represcenta la viabihidad de los parasitos  El producto de degradacion de ta as ] fuc a
366 nm.
TABLA 1L
Cosmparacién de actividad p litica entre tnip pl y sob d. dc los
TIEMPO DE INCUBACION ACTIVIDAD PROTEQLATICA EN ACTIVIDAD PROTROLITICA EN
(minatos) PARASITOS COMPLETOS SOBRENADANTE
(Absorbancia) (Absorbancia)
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1V.2. Determinacion de Actividad Proteolitica en 7nypanasoma cruzi por un Método
Electroforético.

IV.2.1. Actividad Protevlitica en extractos de 7. cruzi.

Dcbido a que el método colonmétrico resultd ser poco scnsible, ya que requeria de una
gman cantidad de material biologico y a que no s¢ proporcionaba infuonnacion sobre el tipo de
proteasas que se hallaban presentes en los extractos y sobrenadantes de 77 cruzi, se decidio
usar una segunda técnica (SDS/PAGE), con el fin de llevar a cabo una caractenzacion mas

fina de las proteasas de 7. cruz:

Se analizaron las proteasas de dos estadios del parasito, epimastigote v tripomastigote y
se compard la actividad  proteolitica en extractos y sobrenadantes de estos. ya que uno
representa la fase infectiva para ¢l humano y ¢l otro la del vector y se sospecha que debe
haber diferencias en la  actividad proteolitica, pués, el tripomastigotes se  replica
intracclularmente y ¢l epimastigote no Las condiciones de alojamiento en el humano v el
vector son diferentes (fisiologicamente hablando). o cual sugiere que también paor ello las
protcasas podrian ser diferentes. Por lo tanto se preparon extractos de ambos estadios y se
estudiaron las proteasas de uno y otro activando a ptl 5.6, pues fue a este pH al que ya se
habian estudiado las proteasas de extracto por ¢l método colonmetrico y ademas otras
protcasas de otros parastos sc activan mas o menos a este pil Sc¢ usaron iguales
concentraciones de proteina total de cada extracto en ¢l gel con el tin de verificar donde hay
mayor actividad protcolitica. En la figura 9 se pucde comparar cf patron de actividades
proteoliticas en extractos de epimastigotes y tripomastigotes cuando se colocaron en cl gel
dos concentraciones de proteina total para cada uno (27 0 5.4 pug de proteina por carril)
Lo que sc sc hizo evidente después de este experimento fue que con el extracto de

epimastigotes aparece una banda muy intensa de actividad proteolitica aproximadamente
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desdc 40 kDa hasta 75 kDa y otrs banda >~ 112 kiJa, cuando se utilizan 2.7 ug de proteina.
Cuando se duplicé la cantidad de proteina total sc incremento la actividad proteolitica  Por
otra parte, analizando la actividad quc s¢ presenta en e} extracto de tripomastigotes se ve
quc esta cs inferior & ia del extracto de epimastigotes, pucs solo aparece una banda de
actividad proteolitica  de aproximadamente 50 kida y otra en S2 kida con las dos

concentracianes de protecina usadas
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FIGURA 9. C ion de de p en ¢ de > K¢
de ¥ trip ¥ sc corricron 2.7 6 S 4 ug de protcina total  de

cada extracto por carnl en el gel que fue corndo 3 130 V e ancubado postcrionnente t h a temporatura
en en de nton 100X al 2 S %ay posicnormenic & 37°C dumate toda

Ia poche on solucion de accttas-DTT I mM, pHE S ¢, E representa  los camiles donde s¢ colocd extracto de
cpimastigotes y T cf de trpomastigotes, on la parie infenor del gel se indica la cantdisd de protcina

cemplemia en cada caso A la waguierds s andica ol poso molesular de Jos marcadores



En 1a figura 10, se mucstra la actividad de proteasas en cxtractos de cpimastigotes y
tripomastigotes a diferentes pH's, empleando los mismos extractos del experimento anterior,
que se mantuvieron a -20°C durante 6 dias, y con ¢l fin de lograr saber si en el extracto de
tripomastigotes se lograban apreciar mas proteasas, se incrementd  arbitrariamente a
concentracion de proteina total, utilizando 15 6 pg para cada extracto por carmil. Como se
pucde ver, a pH 4 5 para los epimastigotes, se observo una banda de actividad proteolitica

muy intensa desde 40-60 kIda, mientras que en los tnpomastigotes solo aparecieron dos

bandas, una de aproximadamente 50 kDa y otra de mas o menos 52 kDa A pll 56 para
cpimastigotes aparece la misma banda que a pH 4.5, pero aun mas intensa  a partir de los
60 kDa v hasta después de  los B4 kDa, micntras que para los tripomastigotes siguen
apareciendo las mismas dos zonas de actividad que a pH 4 5 Anatizando la actividad a pH
7.3  se observo que la actividad en el extracto de epimastigotes resufta notablemente
disminuida en comparacion de los pH’'s acidos, pues ahora solo aparccieron tres zonas
evidentes de actividad proteolitica, una de 30-50 kDa, otra de 52 kDDa v finalmente una de
aproximadamente 70 kDa  Alientras que en ¢l extracto de tripomastigotes a este pH solo se
vido una banda de aproximadamente 50 kDa  Por ultimo, a pH 83 cn ¢l extracto de
cpimastigotes se ve casi la misma actividad que a pH 7 3, a excepcion de la banda de 70
kDa que aparecio un poco mas intensa, mieniras que. cn cl extracto de¢ tripomastigotes la
banda de 52 kDa resultd casi completamente inactiva, mientras que la de S0 kDa aparecio
menos activa que a pH 73 Por lo cual, ¢l mejor pH de activacion para proteasas de
epimastigotcs y tripomastigotes fue a 5.6, En este  cxperimento ademas se constato el

hecho dec que las prot de epir igotes son méas activas que las de tripomastigotes aun

a diferentes valores de pi's  Es importante hacer notar que ia cantidad de protecina
cmpleada en este cnsayo para los extractos en el gel (15.6 ug por carnil) es mas de  tres
veces la empleada en el ensayo de a figura 13, a pesar de cllo la actividad proteolitica se ve
casi igual para cl extracto de epimastigotes y quiza so6lo resulta mas evidente la banda de SO

kDa. En el experimento anterior se esperaba que la actividad fuera al menos tres veces



mayor a la quc s¢ presentaba cuando se usaron 5.4 ug de proteina total del extracto (ver fig
9). Una pusible cxplicacion scria la posible degradacion de fas proteasas ocurrida al
mantener los extractos almacenados, por lo que, en lo sucesivo, «olo se emplearan en los

ensayos extractos y sobrenadanies frescos, con el fin de evitar esta degradacion
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FIGURA 10. C dc de en de you a

diferentes pH's,  Sc propararon eatracies de cRiMAslIfOICs ¥ MPOMASIIEOICS  y s¢ commcron 15 6 ug de
proteina 1ol de cada extracio por carnl en cl gel que fuc cormido a 130 V € incubado postenormacenic 1 ha

cn cn sot: de tntén 100X al 2.5 %oy cortado en Gras que
fucton incubadas  posicriormentie a 37°C durante 1oda L noche en solucion de amomiguador de acctalos-
DTT 1mM, pH 4.5, 56, 7.3 u 8.3, scgun fucr ¢l caso. E representa los curnles donde sc colocd extracto
de cprmastigotes ¥ T ) de tnpopustigoles, en 1 pane infenor del gel se uxhica ¢ pH empleado en cada
caso. A la izquicrdi se indica ©) poso molccular de los marcatores.
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I1V.2.2. Actividad proteolitica cn sobrenadantes de 72 cruzi.

Como el interés sobre ¢l estudio de proteasas de 7. crwzs no solo abarcaba a las de
extractos de tripomastigotes, nos intereso estudiar entonces las proteasas de sobrenadantes
de cpimastigotes y tripomastigotes. Para cllo, lo primero que se hizo fue detectar la
aparicion Je proteasas en sobrenadante de tripomastigotes, incubando a 37°C los parasitos
durante 15, 30, 60, 120 y 180 minutos (fig 11), con el fin de determinar ¢l tiempo optimo al
que debia ser tomado el sobrenadante, de tal manera que en cnsayos posteniores
emplearamos tal tiempo de incubacion En esta figura se muestra la cinética de aparicion de
protcasas de tripomastigotes durante diferentes intervalos de tiempo, como se pucde notar
por medio de este método se detecta actividad proteolitica desde los 15 minutos, [a cual se
ve aumentanda a medida que avanza cl tiempo. A partir de los 30 y hasta los 120 minutos se
aprecian dos bandas de actividad proteolitica perfectamente definidas, uno de 45-60 kDa y
otra de 112 kDa, mientras que a Jos 180 minutos, ademas de estas comienza a aparecer un

banda pequcfia debajo de 45 kDa.
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FIGURA 11, Apancioa de !as protcasas de tripomast.gotes en ¢l sobrenxdanic de los cultivos  Se incubaron
3X107 tripomastigotes cn | ml de D-MEM sin SFB a 37°C, sc tucron retimndo alicinxas a los 15, 30, 64,
120 y 180 minuios, las cvales fucron cormdas on un gel de acrnilamida-bisacnlanida con gelatinn al 2% a
130 V.cl gel fuc i lha o agIdcIOn constante en molucrdn de tnitdon 100X al

2.5% y poster a A7TC a toda la noche en solucion de aoctatos-DTT 1mM. pH 56 A La

irquicrda se indica ¢l peso molecutar de los marcadores.

Después se procedio a determinar el pH de activacion optimo de proteasas de
sobrenadamte de tripomastigotes, para lo cual se incubo a los tripomastigotes en D-MEM sin
SFB a 37°C durante 2 h y después de correr los geles bajo las mismas condiciones utilizadas
en cl experimento anterior, se¢ cOraron en tiras ¢ incubaron en solucion de amortiguador de
acetatos-DTT ImM a diferentes pH (2.5, 5.6, 7.1, 9.0 y 11.0) durante toda la noche 4 37°C.
En Ia figura 12, se obscrva el efecto del pH sobre 1a activacion de proteasas de sobrenadante
de tripomastigotes. A pH 2.5 las proteasas se inactivan casi completamente, a excepeion de
una banda de mas de 112 kDa, a pH 5.6 sc observa la actividad de las protcasas de a zona
de 45-60 kDa y ligeramente las de 70-75 kDa, a pH 7.1 es donde s¢ observa la mayor



actividad proteolitica, pues se aprecia una banda de 45-60 kDa, otra de 70-75 kDa (mas
intensa quc cuanda sc incubo a pH S 6), otra de 112 kDa y finalmente otra mayora 112
kDa; todas las apteriores resultan inactivas a pii 9.0, micntras que a plHl 11 0 se observa

actividad en la zona de 70-75, 112 y mayor a 1 12 con una intensidad similar a ta observada a

pH 71
®Oa ‘
"2 —
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53.2-- ;
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34.9--- :
8.7 - !
20.5 -
FIGURA 12. Acti ac de de tr a pH's. Sc
3X10" ripomastigotes en I ml dc D-MEM sin SFB durante dos horas a 37°C, alicuotas de 15 ] fucron
corridas cn un gel de T con al 2% a 130 V, ¢ incubado posteriorments 1 h a
en cn de tnidn 100X al 2.5 % cntonces  sc cortaroa S
tiras que fucton incubadas a 37°C duranic 1oda 1a noche en solucidn de acetalos-DTT | mM, pH 2.5, 5.6,
7.1.90y 110 A la izquierda se indica cl peso moiccular de los marcadores.
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Para comparar la actividad protcolitica entre los coxtracios y sobrenadantes de
imastigotes y tripomastigotes, se utilizaron tanto extractos como sobrenadantes frescos
ep 8 y tnpo 23

(recién preparados). Para el caso del extracto de cpimastigotes  se utilizé una concentracion
de proteina total menor a la empleada anterommente, con ¢l fin de disminuir la
sobreexpresion observada en algunas zonas y poder apreciar si habia mas de una banda
despuds del tratamiento con triton, solo se incubd

Se
usd 1.5 ug de proteina en ¢l carmnl v
durante 2 h a 37°C en solucion de amoniguador de acetatos-DDTT 1 mM, pH 5.6 con et fin

ion de actividad enzimatica y poder asi evidenciar las zonas de
Para el extracto de

de cvitar la sobreexpre
protedlisis antes v después del uso de inhibidores espectrticos
proteina  total en el carml, mientras  quc los
epimastigotesiml de LIT sin SFRBR o
2 h(al

tripomastigotcs se empleo 13 ug  de

sobrenadantes fucron obtenidos incubando $X 107

3X107 tripomastigotes/mi de ID-MEM sin SFB, ambos se incubaron a 37°C durante
término del cual fa viabilidad de los parasitos era de alrededor del 9025) v entonces se
centnfugd para bajar los parasitos y el sobrenadante se filtré a traves de una membrana de

0.22 ., del sobrenadante de epimastigotes se corrieron 17 pl en un carnil del gel, mientras

que del de tripomastigotes 8 ul (este ultimo sobrenadante fue prnimero concentrado a
fue incubado en el “mUeVET ge

la

mitad de su volumen) El extracto de tripomastigotes

acctatos-DTT a un pH de 5.6, mientras que los sobrenandantes fucron incubados a pH 7. 1-

7.3 durante toda la noche a 37°C  Cuatro zonas principales de actividad  proteolitica
fueron detectadas en general en los sobrenadantes y extractos (fig t3) En o extracto de

epimastigotes hay 2 bandas de actividad proteolitica. una de 45-60 kiDa y otra de 70-7S kDa;

en el extracto de tripomastigotes aparecen tres bandas bien definidas. una de 45-60 kDa,

otra de 112 kDa y una ualtima de mas de 112 kDa. por otro lado. en ¢l sobrenadante de

epimastigotes aparece una banda, muy tenue en comparacion con la de los extractos. de
aproximadamente 45 kDa y otra, aan mas tenue, de 70 kDa, finalmente en ¢f sobrenadante
de tripomastigotes aparece de nuevo la banda de 45-60 kDa, un duplete de 70-75 kDa y una

de 112 kDa. Las bandas que se presentan en esta figura se resumen en la tabla 111
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FIGURA 13. Comparacion dc actividad pi } entre ¥ eunwios dc¢ cpumastigoics v
i) Se dc » tNpomMastigaics Gue T COMCcron enseguida en ¢l

gl & is, para los sc uttlhizaron 1.5 pp de protcing total en el camil y pam los
tripomastigotes 13 up  Los sob 4 fucron do SX10° ¥ ml de LIT sin
SFB 6 3X10” tnpomastigotcy/ml de D-MEM sin SFB a 37°C dumnte 2 h Para cl caso dc los cpiinastigotcs
L 17 ub de sob d. » cn cl de tr 8 ul de sobi ado a L mitad
del volumen.  Las muesiras se cornicron a 130 V a 4°C, se b, cn so) de non LOGX al
2.5% 1lhao ] cn ¥

3 en soludion de  amortiguados de
acctatos-DTT ImM, pH S 6 para los cxamcios 3 pH 7 | para tos sobrenadantcs a 37°C durante toda ln poche,

et ac que solo fuc incubado durinte 2 h. A la wquicrda sc indica La posicion
y i pc3o mnolecular de los marcadores
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TABLA IIL

PESO MOLECULAR DE. [LAS BANDAS DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA (kDa)
=112

“yas 757 112

Sobrenadante de
Epimastigotes
Sobrenmdante de
Tripomastigotes -
Extracto de

Epimastigotes

Extracto de
Tripomastigowes

con la de SDS/PAGE con 2% dc grlatina para eximctos y

Bandas de actividad pr i p
sobrenadantes de /T cruse

Como se ve en la tabla I, la Onica banda en comin tanto en exiractos como
sobrenadantes de 7. cruzs s la de 45-60 kDa, la(s) del area de 70-75 kDa aparecio en todos

excepto en el extracto de tripomastigotes, la de 112 kDa se encontro tanto en sobrenadante

como en extracto de tripomastigotes y la de peso superior a 112 kDa solo aparece en el

extracto de tripomastigotes

IV.4. Inhibicion de Proteasas de 77 cruzi.

Una vez sabiendo que proteasas existian en los extractos y sobrenadantes de

epimastigotes y tripomastigotes sc procedio a inhibir las proteasas de cada extracto con
una bateria de inhibidores de proteasas especificos, con ¢l fin de conocer de que clase son

cada una. Para !a inhibicion de proteasas de extracto de epimastigotes fresco  sc utilizaron

1.5 ug de protcina total por carril. Como se muestra en la figura 14 comparando

con el control bestatina y  pepstatina no inhibicron ninguna banda., E-64 inhibe casi



por complcto la banda de 45-00 WDa v alrededor de la mitad a la de 70-75 kDa, lo mismo
leupeptin vy TLCK  Por otra  parte 1,10 fenantrolina  inhibe  un poco la 'é'c 45-60 kida y
casi por complcto la de 70-75 kIda. y PMSFE inhibe la de 45-00 muy pocoy no inhibe
a de 70-75 kDa, finalmente, EDTA inlube aproximadamente una cuanta parte de la
actividad de la banda de 4560 DAy la mitad de lade 70-75 kDa. De todo lo anterior se
dedujo que en e} area de 45-00 kDa podiian existir proteasas de dos tipos metalo y protecasa
de cisteinas, ¥y que la mayor actividad esta dada por esta Gltimas, mientras que en el area de

70-75 kDa tambi¢n podrian encontrarse proteasas de las dos anteriores clases

>
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12 — :
as .. i N
532 -~
4.9 -
287 —
208 -
FIGURA 14. de p de dc Be prepand un oxiracto dc cpimastigotes

¥y sc comé en el get de . utiizando 1.8 ug de proteina por camnl. comméndosc # 130
V a 4°C, posteriormente sc incubd ¢l gel cn solucidn de tntdn 100X al 2 S %o cn agitaadn con<tnic a

1hy AC COMATON nuEE LiFas QUE ¢ 1nTubaron poe scparado a 3™C durante 2
hen de ae DTT 1mM pH 5o mas el inhibidor desendo en cada caso,
excepto ¢ control Que no Nleva. En la pane supencor se indica el inmbidor emplesdo en cada caso. A la
zqui sc tndica la ¥ el pesa molecula: 3 Jos muircadores

39



tn la figura 158 sc muestra 1a inhibicion de proteasas en extracto de tripomastigoles,
cuando se utilizo 13 ug de protann total por carnl . Como se puede observat comparando
con el control. bestatina, pepstatina v EDTA no inhibicron  a mneuna Jde las tres bandas
aqui presentes, mientras que B0 leupeptin v TLOK las anhibieron a todas por completo,
por su paste 1.10- tenantrolina tan solo whibio  la banda de 35-60 kDa aproxvimadamente a
la mitad de su actnvidad v no anhibio al testa, finadmente PNSE no intubio g la de 45-60
kDa nila de mas de 112 kI2a einlibio aproximadimnente a la nutad a la de 112 kDa Por su
parte las proteasas de 112 v de mas de 112 kDa coresponden a protedsas de vistemna, pues

1a de 112 fue inhibida por PMSE, TLOK, leupeptin v F-03 + La supenor a 120 por leupepnin

FIGURA 15 lnhibicion de proteasas de extracio de  triponuistipoles

NS¢ oproparo un onracto de
tnpomastigoics 3 s¢ cormo enscpuida on el pel de cleciroforesis, utilizando 13 L de proteinag por carnl,
comiéndose a 130 V a 3°C. posicriormenic ~¢ incubo €t pel on solucion de tnton 100X al 2 5 4 cn nalacion

a A amb thy

W COMAFON NUCYC UMSs que ¢ Incubaton por separdo a

I7T'C durantc todiy 1a noche en solucdn de amortimiador de awetatos-DTT 1 mAY ptl % 6 mas ¢} inhibidor

descado on cudi caso, excepto cl control que 1o Neva  Fin la parte supernior s indica <l inhidor emplcado

en cada caso. A la vquicida se indica Ly posicion 3 ¢f peso molocular de tos marcaderes




Para la inhibicion de proteasas en sobrenadante de epimastigoles se usa cl sobrenadante
de SX107 epimastigotes por | ml Se observa en la figura 16 que la banda de 70 ka fue
inhibida completamente por bestatina, pepstating, H 1O-fenantzolina v EDTA v no os inhibida
por los restantes inhibidores  Por su parte. la banda de 45 KDa es inlibida completamente
por E-64 v lcupepting micntras gque bestatina, o to-tenamtrohna, PMSE, TICK v EDTA
inhibieron alrededor de la mitad de la actividiad de esta banda que no tue nhibida por
pepstating De 1o antenior se concluve gue en ob arca de 45 KDa podnan cwsur
metaloproteasas v proteasas de cistena, pues la banda en esta area tue inhibida por todos

1os inhibidores emipleados. parcial o totalmente. excepto por pepstatina que no fa inhibio

kDa
"2 —
04 —

53.2 -—

49—
28.7 —

20.5 ~|

FIGURA 16, Inhibicion de proteasus de sobremuktante de cpimasuigotes S¢ b SNX107 opi 2
en i mbde LIT sin SFB 5 37°C duranie 2 hy 1 7ul de este cultino fucron colocados cn carnles del el gue s
cotnd a 13 V a 4'C. postienormente s incubo ¢l gel en solucion de taton TOONX al 2 8 4 en aitacion

a o Thy se conaron las nucve firds v ¢ incubaron par scparado 4

3ITC durante toda ti noche en wlucion de amortiguador de acetatan-DDTT SN pit 7 1 mas ol inhibidor
descado en cada caso. exceplo <f control que no leva En ta parte superior s¢ indica €2 anhibidor cmpleado

on cada caso. A la 1rguierda se andica b posicior el peso molecular de los marcsdores
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En la figura 17 s¢ muestra la inhihicion de proteasas de sobrenadante de tripomastigotes,
este sobrenadante fue concentrado a la mitad de su sotumen Se observo gue 1a banda de
45.60 kDa es inhibida completamente por B-0d v leapeptin ¥ cast totalmente por THOK,
1. 10-fenantrolina Ia inhibio aliededor de e nitad v no tue imhitads por ¢l resto de los
inhibidores  El duplete de 70-75 kDa solo os mhitudo un poco por 1.10- fenantrobna v no
fo oy por los restantes inhibidares, tinalmente la bands de 112 kD2 no os anlubida por

ninguno de los intubdores cmpleados
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FIGURA 17 Inhibscion de proteasis de sobremadante de  (npomasiipoles S¢ incubaron AN IO

tnpomastipotes en boml de D-AMEN a1 SEFI a4 37 C durante 2 h, s convensd csie sobrenadante 3 L imatad

dc st solumen v 17 de oMo fhueron colowados on curnites del pel que s corno 130 VvV a 4°C,

posternormente w ncubo ci §

1 en wluaon de tnton 100X al 2 8 %, ¢ agitacton coNSlaAnte a temperatirn
ambiciie 1 Ry entonces s COMAaron ks Bucv e Bifas 3 s iubaron pot scparado 4 37O durante 1oda la
noche en wolucion de amortuador de acctitos-DTT TmM pH ™ 1 nun el indibidor. cxeepio ¢l control gue
no dleva En L parte soperar se mdwa el inhibutor ampleade on cadi caso A L 12quicnda s

P

mdwea Iy

S1on v el peso molecular de los marcedores

In la tabla IV se resume la inhibicion de proteasas en extris

tos Jde epumnastigotes y
ripomastigoles, como se puede vor 1a banda de 4500 K gque s comun entre los extractos

y sobrenadantes posec al menos dos clases de proteasas, de Cisteina (may ofttanamente o

62



maAs activas) y metaloproteasas. La(s) proteasas del area de 70-75 kDa que son comuncs en
los sobrenadantes de ambos estadios v en of  extracto de cpimastigotes, no  lograron ser
inhibidas con nada en ¢l sobrenadante de tripomastigotes, pero en ol sobrenadante de
epimastigotes parcce que corresponden a metaloproteasas, mientras que en ¢l extracto
parecen existir tanto proteasas de cisteina como mcetaloproteasas.  Micntras que las de 112
kDa del extracto de tripomastigotes v la mas de 112 kDa del mismo son proteasa de

cisteina.

TABLA 1V.
Inhibicidn de las diferentes bandas de actividad protetitica en sobrenadantes y extractos bajo

la presencia de cada inhibidor especifico de protcasas

PORCENTAJE DE INHIBICION RELATIVO

>112
4560 kDa 70-75 kDa 112 kDa
kD
Eo E, Tex T E.. E.. To Tea Tew
EDTA S128 30 42242 20126 27220 s® 12212 SR )
1,10-Fenantrohina 5+ Stre S0 »O EEFy [P0 3s 1827 SK ©
Besiatina 22y ErS ) M 0 o Bk 23 Sl
PMSF 21219 o 23223 12212 10210 [0 241224 [ [0
TLCK 9326 74 10Nt [93 2208 99 74 [ o0 [
Lcupeptin GO0 10010 100 100 100 £ 26230 100 100
E-64 76217 10020 100200 16 48240 14Xy 22¢21 100 “«)
Pepstatina 55£22 0] 02 129 o6H11] [ 31222 u 37122
Eee y Ean Represientan ef extracto v sobrenisdantc de cpimasfigotes respechivaumente
Tew ¥y Tw Repr el Beto s wit s de i respa
El de inhibici 14 fse deter d do 1a optica de las bandas de activadnd

proteolitica por medio del programa RFLPscan 3 0 (Scanalyiics) para Windows.
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Det segundo refraccionamiento, ahora aparecen a pH &cido las mismas proteasas que no
logramos separar con ¢l primer fraccionamiento, a cxcepeidn de la | en Ia que solo aparece
la banda de aproximadamente 35-40 kDa. Lo que tal vez vale 1a pena hacer notar, es que
en este segundo refraccionamicnto sc logra scparar por completo dei resto de las proteasas
1a que posec un peso mayor 8 112kDa (firacciones 9-14), en tanto que la de 112 aparece a
partir de la 15 hasta Ia dec 20 (fig 19). En ia tabla V se resume el peso de las bandas
encontradas cn cada fraccion, asi como ¢l pH de todas las fraccioncs obtenidas  Como se
observa cn esta Gitima tabla hay varias zonas de actividad proteolitica que tienen un amplio
pl. o bien diferentes, ver fig 18 de las fracciones 13 a la 20, aqui la banda de 45-60 kDa

aprarece ¢n diferentes pl.

65



FIGURA 18 Proanct relicaonuinenio o ontiachs de efiiasiyotss S PIopmo. on eatiacto e
EPIMASTIZONES LON B conc il wion Ao 2 81 e mlde peotana intal que ~€ sineno an electoraenlogue
6 h 4C ¢ 1 1 a1l

. Mes de P Las D0 aenes obteridas e csie tatamiento fucron
corndas cn un pel 3o acndannda-bissw tibands copulittetaoado con eelatina 30w g i N a3 C o despaces
incubadas a temporatun ambiente en solican de nton 100N G 2 ST con Lpnitioon constante s faalmente
incubadas a 37T°C wda la aoche on solucion de anwortipusdor 4o acclios-D T st pH S0 En la pane
infenor sc scnala ¢ numero de fracoion 3 4 la tapucida (a posioon v pese elecular 3 fos aaroadorcs

FIGURA 19 Scpundo retracaionamicnlo de exracio d¢ epinmstizolics  Se juntaron todas las tinaones del
primer sefracaanamicnto con pH 7 MisnLs Que & Sommteron a ui clattomsanfeqin duranic © b a 4°C
empleando anfolitos de 7 Las 1% fracciones obtemdas de evie trnanuenta tucron corndas <nun pel de
acotamida-bicantanudr copolimernizade von ek Al . a0 N 4 3O dospues incubadas a
temperaturi ambientc en soluaion 8¢ tron TOOX al 2 74, con apitacion constante 1 ina a
A7'C toda 1a noche on whwion de amattiguador de acetaton-0TT ImA4 pH S o Bn la pance ifenor sc
scfiala f oumicro de fraccion v i ki zquicrds b posicion 3 pesa moleai

it de los marn




Tabia de fs i obt

TABLA V.

los

de

scpararon las fraccioncs

PRIMER REFRACCIONAMIENTO

SEGUNDO REFRACCIONAMIENTO

FRACCION No pl 1 FLEEO DE 1 AM8) FRACCION No. p" PEMD) DE LAS)
BANDAK) NMANDAS)
e b

3 20738,600/45.75770 [ ss 40/38
2 3 - 2 58 0735, O/3S
3 3s - 3 5s -
$ E) - N 6 -
s 5 - 5 6 J0/38, /IS, T80
[ © - 3 o -

o - 7 ND ND
8 I3 = 3 6 -
9 6S - v s =112
10 7 - 10 oS -
[N} 7 - 1" 7 -
2 7 - 12 7 -
13 7 - i3 7.5 =
14 7 45 14 7.8 -
1s 7 - 1s 78 -
16 7 - i6 N.D ND.
"7 7 45,112, >112 17 75 112,812
3.3 ® - s 7.8 -
19 9 1n2, >1i2 9 L3 -
20 9 45,132, >112 20 =

N.D. : No Determinada

de cpimastigotes y cf pH at que s¢
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V. DISCUSION

Dentro dcl estudio de moléculas que participan en la interaccion célula huésped-
enzimas como las proteasas son imponznl:s para que

parasito, se ha encontrado que
Estas

muchos patogenos se cstablezcan en ¢l huésped y se desarrolle la enfermedad

proteasas facilitan la entrada de los parasitos a fa c¢élula blanco, intervienen en el

metabolismo, en la sobrevivencia de éstos y on la evasion de los rnecanismos de destrucceion

de patdgenos generados por el huésped (McKerrow, 1989, North y col. 1990) En

Trypanosoma cruzt se ha encontrado Que estas ¢nzimas son importantes para que esta leve

a cabo el desarrollo de la enfermedad de Chagas  El estudio de proteasas de 7ovpanosoma

cruzi se ha enfocado en tres principales hineas de investigacion, levadas a cabo  por
diferentes grupos en América  Uno de ellos es el de Cazrulo v col (Bontempi y col. 1984,
Cazrulo y col. 1989, 1990a, 1990b, Raimondi y col 1991) en Argentina, que han cstudiado
el papel de la principal proteasa  del parasito involucrada en el metabolismo y la invasion al
huésped y cuya identificacion y purificacion los llevo a proponer que se trataba de una
proteasa de cistcina homologa a la L-catepsina. Por su parte Scharfstein y col (Scharfstein
y col. 1985, 1986) cn Brasil encontraron que ¢f principal antigeno reconocido por sueros de
pacientes infectados por Typunasoma cruzi era una glicoproteina de 51-57 kDa, a la que
denominaron GP57/51 y que al ser sccuenciada resultd ser la misma protecasa identificada
por el grupo de Cazzulo Finalmente McKerrow y col (Eaking y col. 1990), desarrollaron
una técnica para clonar genes de proteasas de cisteina de parasitos (entre ellas la cruzipaina)
y han utilizado tales proteasas como blanco para tratamiento con drogas antiparasitarias

(McKerrow y col. 1995). En cste trabajo s¢ estudiaron las protcasas de extractos y

sobrenadantes de epimastigotes y tripomastigotes de Zrypanosoma cruzi,  la razon de
estudiarias en dos cstadios y, ademas, en extractos y sobrenadantes fuc la de comparar
diferencias y/o similitudes en la actividad protcolitica en uno y otro Lo anterior con base en

la premisa de que la principal proteasa se encontraba  presente en los  tres



estadios (Campetella y col. 1990) Esto resulta muy importante pues al encontrar enzimas
similares seria posible inhibirlas afectando al mecanismo cn ¢l que esten interviniendo y que
posiblemente sea atil para el parasito. De ser cierto lo anterior el estudio de las protcasas
puede resultar una herramienta imponante para cl desarrollo de métodos de prevencion para
1a infeccidn por 77 cruz. Tambidn, eniste interés en el papel que puedan estar jugando este
tipo de enzimas cn la interaccion huésped-parasito, va que resulta importante saber si las
proteasas de secrecion son similares o no a las de extractos en ambos estadios Las posibles
diferencias nos hablanan del posible papel de unas y otras en tal interaccion, pues, tal vez |

ellas scan importantes en el establecimiento del parasito v el desarrollo de la enfermedad

De nuestros resultados podemaos decir que, Como se vio en la figura 1y 2, la actividad
proteolitica en cxtractos de tripomastigotes y cpimastigoted se favorece al incrementar la
cantidad dc protcina total del extracto y ¢f tiempo de incubacion con ¢! sustrato. Lo cual era
de esperarse pues al ser incrementada la concentracion de proteina total sc inctementa de
igual manera la de proteasas v. por lo tanto, la degradacion del sustrato ¢s mayor  Como se
ve en ambsas figuras la técnica colorimétrica empleada aqui no es suficientemente sensible,
puesto que, se necesitan cantidades muy grandes de proteina total del extracto ¢ incubar por
lo menos durante 48 h para tener lecturas que nos permitan observar diferencias evidentes
entre cada punto y cada condicion emplcada (ausencia y prescncia de activadores, diferentes
temperaturas dc inwhacic'm\ v diferentes fases de crecimiento del parasito, asi como
diferencias de un estadio a otro). Esto podria deberse al sustrato empleado, pues al menos
para la principal proteasa de superficic de /Lceishmama (gp63) sc ha observado que la
actividad protealitica depende del sustrato empleado (Chaudhuri vy Chang, 1988, Tzinia y
Soteriadou, 1991)

La actividad proteolitica de extracto de cpimastigotes v tripomastigotes cn funcion al

tiempo de incubacion (fig 3). fue como sc esperaba, superior mientras mayor fue el
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tiempo de incubacidn con cf sustrato y al parecer si sc hubiera continuado hasta periodos
superiores se hubicra alcanzado mayor degradacion. En cuanto a las diferencias entre los
dos extractos (que se aprecia mejor a las 48 h de incubacién con el sustrato) aqui se ve una
clara diferencia entre la actividad dec ambos extractos, siendo la de cpimastigotes
significativamente superior a fa de tripomastigotes, tanto en presencia como en ausencia de
EDTA y L-cisteina Esto concucrda con las observaciones de Campetcella y col en 1990
quicnes observaron  que la actividad proteolitica en amastigotes y tripomastigotes era
10 veces menor  a la de cpimastigotes (cepas Tul 0, Tul 2, AWP, Corpus Christi, Y,
Peru,Sonia y Ia clona CA-1/72), 10 cual es reflcjo de la regulacion diferencial de tal actividad
segun ¢l estadio del patasito a lo largo de la metaciclogenesis del parasito, pues los
epimastigotes poseen mayvor actividad proteolitica que los tripomastigotes metaciclicos
(Bonaldo y col , 1991)

Duranie ia evaluacion de fa actividad proteolitica en cuttivos y sobrenadantes de
epimastigotes y tripomastigotes ( figuras 3-8) se ve que, en comparacion con la actividad

en los extractos, la actividad de los cultivos es superior v, ademas, se¢ requueren de tiempos

dec incubacion relativamente pequefos para observar degradacion de sustrato La hipotesis
mas simple es la posibilidad de que una parte importante de la actividad se deba a proteasas
en la superficie del parasito, como en ¢l caso de Lenhmania ( Etges y col | 19Bo) v/o de
secrecion  Por ello se comparo la actividad proteolitica de! cultivo incubado con el sustrato
y ia actividad del sobrenadante incubado solo.  El proposito de haber analizado la actividad
proteotitica en los epimastigotes vivos bajo dos temperaturas y dos fases de crecimiento tue
evaluar 81 existia vanacion de la expresion de proteasas de acucrdo a la tase de crecimiento
o la diferencia de temperatura a la que se consenvan los cultivos, sin embargo, se observa
que no existian diterencias, si no se altera la composicion del medio de cultivo, pues elio
resulta en alteraciones a la expresion de proteasas, conforme a lo descrito con anterioridad
para csta fasc del parasito, de otra manera la actividad se conserva, (Pance y Henriquez,

1992) Es claro, tanto en epimastigotes como en tnpomastigotes  (tablas 1y 11



respectivamente), que la mayor actividad proteolitica parcce estar dada por protcasas que sc
encuentran asociadas al parasito, las cuales tal vez podria estar siendo empleadas por el
parasito durante la metaciclogéncsis (Bonaldo y col 1991) o bien para interactuar con
moléculas de la superficie del huésped (Santana y col. 1996) Por otro lado, las proteasas de
secrecion podrian estar imterviniendo durante el metabolismo del parasito y su sobrevivencia
con ambicentes desfavorables (Harth y col 1993, Meirelles y col 1992)  Finalmente, debido a
que se mide actividad total, un método  colorimétrico no permite distinguir, m en extractos

ni sobrenadantex, la contribucion a ia actividad proteobtica que ticnen diferentes clases de

protcasas. St bien se logra ver alguna inhibicion al adicionw EDTA a los sistemas, no
podemos ascrurar que de verdad se han inhibido algunals) proteasas del tipo de metalo
dependicntes, 0 bien que las condiciones del sistema al agregar los estabilizadores (DA v
L-cisteina), ya no s¢an las mismas para poder degradar ¢l sustrato en ausencia de tales
estabilizadores  Lste metodo es poco sensible porque requiere de wrandes cantidades de
proteina total y ademas los tiempos de incubacion (al menos en extractos) son muy
prolongados si se descan comparar diferentes condiciones de incubacion, 1al vez si se tuviera
<l sustrato especifico para la mayoria de estas proteasas, cllo resultana en o incremento de
1a sensibilidad de la prucba

Por lo anterior, se decidio usar la clectroforesis.en presencia del sustrato gelatina Con
ello se esperaba reducir la cantidad dec material biologico empleada y  visualizar bandas de
fas diferentes  proteasas Ademas, wvaliéndose del uso dec wnhibidores de proteasas
especificos se podria determinar a que grupo de proteasa corresponden v, de esta mancera
saber si son las mismas cn los epimastigotes que en los tipomastigotes Empleando este
procedimiento sc logro ver de manera muy clara la diferencia entre 1a actividad proteolitica
de extractos y sobrenadantes de cultivo de epimastigotes y  tripomastigotes (fig 9) y no
solo determinar cn donde hay mayor actividad, sino (ue también, identificar las bandas de
actividad comunes y las diferentes (fig 13) Existen bandas de actividad proteolitica
comuncs cn 1os extractos y sobrenadantes de los dos estadios, lo que podria sugeric
que se trata de la misma enzima (Bonaldo y col. 1991) Podnra proponerse que las

proteasas que s¢ encuantran de manera constitutiva con ci parasito senan secretadas,
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aparecicndo de csta manera en sobrenadantes. Sin embargo, se vio quc las proteasas son mas

activas a diferentes pH's, dependiendo de s pro iencia (extracto o sobrenadante). Dado

que las protcasas de cxtractos actiian mcjor a pH 5 6, se¢ podria sugerir que corresponden a
enzimas de origen lisosomal (Bontempi y col. 1989, Cazzulo y col. 1990b; Souto-Padron y
col. 1990) cmpleadas por ¢l parasito para digerir proteinas exégenas incorporadas por
pinocitosis como fucente de aminoacidos (Bontempi y col. 1989) En tanto quc las protcasas
de sobrenadante actuan mejor a pH ligeramente basico. lo cual nos podria sugerir su posible

intervencion durante la interaccion con su célula blanco

Para saber si las proteasas comunes en uno y otro estadio son de Ia misma clase, se
usé una bateria dc inhibidores de proteasas especificos  (isto  ademas, podria indicarnos
hacia que tipo de inhibidores debe  dingirse el disedo de agentes quimioterapceuticos para el
tratamiento de la enfermedad por inhibicion de las proteasas del pasiasito (McKerrow y col
1995) Como se aprecio la mayor actividad proteolitica en extructo de epimastigotes (fig
14) se debe a por proteasas del tipo de cisteina que ya habian sido identificadas y que por el
peso molecular, coinciden aproximadamente con las de este estudio (Murnta vy col 1990,
Campetella y col. 1990, Honaldo y col 1991, Greig y Ashall, 1990)  Adcmas, hay en la
zona de 45-60 kDa inhibicion por 1,10-fenanurolina con forme a lo reportado ya por
Lowndes y col. en 1996 y por tanto pensamos Que existen en esta banda componentes con
caracteristicas de metaloproteasas. Todas estas proteasas podrian estar interviniendo en cl
metabolismo del parisito asi como metaciclogéncsis dentro del vector. Por otro lado, la
inhibicion de las proteasas del extracto de tripomastigotes (figura 15) muestra ¢! mismo
patrén de inhibicion que en extracto de epimastigotes, excepto que, aqui los inhibidores de
proteasas de cisteina, inhiben completamente todas las protessas del extracto, si bien,
nucvo la banda de 45-60 kDDa también se inhibe ligeramente por 1 10-fenantrolina
Es factible que en esta misma zona existen proteasas del tipo metal-dependiente y proteasas
de cisteina. Adicionalmente, en ¢l sobrenadante de epimastigotes (fig  16) hay muy poca
actividad protceolitica comparada con 14 de! sobrenadante de tripomastigotes.  Esto podria

deberse a que  los  tripomastigotes  constituyven  la fase infectiva y  que por  lo tanto
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necesitarian en teoria, sccretar mas proteasas, no solo para sobrevivir en circulaciéon dentro
del humano, sino también para cntrar a Ia célula blanco  EEn cambio, los cpimastigotes cuya
replicacién es extracelular y en ¢l vector no lo requeninian. Aun asi, la actividad proteolitica
presenta el patrén similar de inhibicion para 1os extractos y sobrenadante de tripomastigotes,
y al parecer, la mayor actividad protcolitica esta dada por proteasas del tipo de cisteina y al

parccer metaloproteasas

Con et antecedente de que existian diferentes isoformas de la cruzipaina (Eakin y
col. 1992; Martinez y col 1992), se penso que seria interesante analizar st en el extracto de
cpimastigotes cra posible resolver las bandas en otras isoformas dc proteasas que
presentaran un corrimiento simitar en SDS/PAGE  Para ello se hizo ia separacion por medio
de un enfoque isocléctrico (fig 18 y 19) Esto nos permitio observar que las diferentes
bandas de actividad proteolitica poscen microheterogencidad, es decir, diferentes pl en las
bandas del mismo peso molecular .o anterior indica que podria tratarse de isofurmas de
una sola enzima (ver tig X, fracciones 1316 y 20) Si bicn, es cicnto las bandas

precipitaron con un amplio espectro de pl - La figura 18 muestra claramente como la banda
de 45-60 kDa aparcce on las tracciones con pll 7 v 9 del ponmer refraccionamiento (tabla V)
Esta banda de 45-60 kDa podna tener dos isoformas distintas con peso molecular semejante
1.a banda que aparecio debajo de la de 45-60 kDa podria correspoader al

pero diferente pl.
por Scharfstein y col.

producto de degradacion de la cruzipaina identificado anteriormente
en 1985 y 1986 Hubicra sido intercsante ver si lo mismo sucedia en el extracto de
tripomastigotes y los sobrenadantes, pero cllo no fue posible, debido 8 que no se disponia de
Ia cantidad de material biologico suficicnte para ¢sta técnica

Faltaria aiin saber si la banda de 45-60 kDa que aparcce con un pl de aproximadamente
7 es sensible a los mismos inhibidores de proteasas que la de pl de 9, con lo cual podriamos
estar mas scguros de que se trata de una isoforma v no de otra clase de proteasa con un

cormimiento clectroforetico similar
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Vi. CONCLUSIONES,

- Por el método colorimétrico se¢ lograron detectar diferencias en la actividad proteolitica
entre las proteasas de extracto de epimastigotes y tripomastigotes, habiendo mayor actividad
proteolitica en ¢l extracto de epimastigotes quc en ¢l de tripomastigotes

- La mayor actividad protcolitica de epimastigotes y tripomastigotes en cultivo, csta
posiblemente dada por proteasas de supertficie

- Por medio de clectroforesis,  se detectaron cuatro principales zonas de  actividad
proteolitica: Una de 60/45 kDDa presente cn extractos y sobrenadantes de epimastigotes y
tripomastigotes. una de 75/70 kDa presente on extractos y sobrenadante de epimastigotes y
en sobrenadante de tripomastigotes, una de 112 kDa presente en extracto y sobrenadante de
tripomastigotes y otra de mas de 112 kDa presente solo en extracto de tripomastigotes

- Las protcasas de extractos presman su mayor actividad a pii acido (5 6) mientras que las
de sobrenadante lo hacen a pH fisiologico (7 1)

- La mayor inhibicion esta dada por inhibidores de proteasas de cisteina, indicando quc gran
parte de la actividad proteolitca en 7. cruze  esta dada por proteasas de ese tipo La
inhibicion parcial de algunas zonas de actividad por 1. 10-fenantrolina nos indica también la
presencia de metaloproteasas

- Mediante el clectroisoenfoque de proteinas de extracto de epimastigotes sc logro separar la

banda de 60/45 kDa y otra de mas de 112 kDa.
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APENDICE 1.
Medios de Cultivo para Trypanvsoma cruzd y/o céulas Vero.
A) Medio LIT.

Composicién por litro®

* Cloruro de sodio (NaCl) 408

* Cloruro de potasio (KCl) 0.4

* Bifosfato de sodio (Na,HPO.,) 80g

* Glucosa 20g

* Triptose (DIFCO. nam. ¢at.0269-17-7) 50g

* Hemina' (SIGMA, nam. cat. H-2250) 250 mg
100 mi

* Sucro Fetal Bovino® (GIBCO, num cat 200-614J)

! Se pesan 0.25 g de hemina y se disuelven en 5 ml de tietanolamina (SIGMA, niam. cat. T-
1377). Sc esteriliza a través de una membrana de 0.221.  Sc almacena a 4°C en la oscuridad.

2 Se inactiva a 65°C durante 30 minutos.

Modo de¢ preparacion
Sc disueiven primero todas las sales en menos de 1000 m! de agua bidestilada, se ajusta

el pH 2 7.2 y se afora a 1000 ml. Sc esteniliza en autoclave a 120°C y 1 atmosfera durante

20 min. Decspuds sc somete a una prucba de esterilidad dejandosc a temperatura ambiente

durante tres dias cn la oscuridad, al término de éste tiempo se adiciona la hemina y cl suero

fetal inactivado y se vucelve a realizar la prueba de esterilidad



B) Medio D-MEM,

El medio D-MEM se ¢encuentra disponible comerci

e. Para los experimentos se
utilizd el de la marca GIBCO, nim. de cat. 430-2100EC. Se disclven un sobre de 13.4g y

3.7 g de NaHCO,; en menos de 1000 ml de agua bidestilada, se ajusta el pHi 7.1-7.3. y sc
afora a 1000 ml. Sc esteriliza por fitacidon con membrana de 0.22 1y sc realiza la prucba
de esterilidad y, entonces, se complementa con ¢l porcentaje deseado de SFB inactivado y
glutamina, piruvato, vitaminas, aminoacidos no-csenciales y antibidticos al 1%
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APENDICE II.

Preparacién de Soluciones Amortiguadoras.

* Solucion Salina Balanceada de HANKS (HBSS).
Disolver 9 75 g de medio de Hanks (GIBCO, nuom. de cat. 450-1200) en 950 mi de agua
bidestilada, adicionar 0.35 g dc NaHCO, y ajustar a pH 7.1 Esterilizar por filtracion.

. Ame de acetatos pl{ S 5
Aforar a 1000 ml 48 m! de solucion de acido acético 0.2 M y 452 ml dc acctato de

sodio 0.2 M, esta solucion ticne un pH de 5.5, si se desea otro ajustar el pH

*pBS pH 7 2

Fosfato de sodio monaobasico (Nati,PO4. 2H0) D36y
Fosfato de sodio dibasico ( Na:H{POy) 110g
Cleruro de sodio (NaCl) 900 g

* PSGpH 7.5

Fosfato de sodio monobasico (NaH PO, 2H,;Q) 078 g
Fosfato de sodio dibasico ( Na:HPO4) 1348 g
Cloruro de sodio (NaCl) 425g
Glucosa 50g

Disolver cn 950 ml! de agua bidestilada y ajustar a pH 7.5. Aforar & 1000 ml y esterilizar

por filtracion
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APENDICE IL
Elcctroforesis en Gel de Poliacrilamida/bisacrilamida copolimerizado con Gelatina.

La scparacion de las proteasas dec extractos y sobrenadantes sc realizd e¢n una camam
Mini-Protean 11 Dual Slab Cell (Bio-Rad).

Preparacion de geles
a) Gel separador al 11256

* Acrilamida 30 %% - bisacrilamida 1%%

1.15 mi
* 4X Tris-HC1 1.5 M - SDS 049 pti 8.8 1.125 mi
= PBS IX 005 ml
* Gelatina 2% (0.02 @/ ml) 0.450 m)
* Aguyoa bidestilada 1.225 mit
Agitar g} vacio durante 10 minutos y agreagar
* TEMED 0.005 m!
) * Persulfato de amonio (100 mg /ml) 0.010 ml
b) Gel concentrador at 4956
* Acrilamida 30% -bisacrilamida 1% 0210 mi
* AX Tris-HC1 0.5 M - SDS 0.4% pH 6.8, 0.417 nmid
* Agua bidestilada 1.017ml
Agitar al vacio durante 10 minutos y agregar
* Persulfato de amonio 0.0083 mi
* TEMED 0.0016 mi
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¢) Prcparacidon de 1a mucsira y condiciones de corrida.
Los extractos y sobrenadantes se meclaron en una proporcion 1:1 en amortiguador de
muestra sin mercaptoctanol y se depositaron en los carriles respectivos de los geles. La

corrida se rcalizé a 4°C a 130 V con amortiguador de corrida (Tris 25 mM, Glicina 192 mM
y SDS 0.1 23)

d)} Activacién de Proteasas

Después de Ia comida, el gel se incubd durante | h en solucidén de Tritén X-100

(SIGMA niam. de cat. X-100) al 2. 5%, a temperatura ambiente en agitacion.  Finalmente sc

incubd en solucidon de amortiguador de acetatos-DTT ImM al pH deseado con o sin

inhibidores de proteasas, a 37°C durante el tiempo descado  Tedir con solucion de negro

amido al 0.1% en 10 % de acido acético y 30 %5 de metanol, durante | h en agitacion a

temperatura ambiente. Desteflir las veces que sea necesario en el disolvente del negro

amido. La actividad proteolitca sc distingue por la presencia de zona claras en el fondo azul

del gel.
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