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RESUMEN

La evidencia obtenida a partir de estudios in vitro sugiere que las cisteino proteasas,
especificamente las catepsinas B y L de Fasciola hepatica, desempenan papeles clave en la
invasion del higado del hospedador, evasion de la respuesta inmune, nutricion y fecundidad
del parasito. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de un inhibidor de cisteino
proteasas in vivo en un modelo murino y ovino de fasciolosis. Utilizando la técnica de
zimografia in situ con pelicula fotografica, se revelo la inhibicion dosis-dependiente de la
actividad proteolitica en el tejido hepatico de ratones experimentalmente infectados
inducida por la administracion intraperitoneal del inhibidor especifico de cisteino proteasas
N-[N-(L-3-trans-carboxioxirano-2-carbonil)-L-leucil]-agmatina (E-64). En el experimento
desarrollado en el hospedador ovino se observo que la inyeccion intraperitoneal de [L-
transepoxisuccinil-leucilamido  (3-metil)  butano; E-64-C] (Ep-475) disminuy6
significativamente los niveles séricos de las enzimas AST, LDH y GGT, y con ello se
asumid una reduccion en la magnitud del dafio hepatico. En ambos modelos animales los
inhibidores de cisteino proteasas redujeron significativamente tanto la oviposiciéon como
viabilidad de los huevos de F. hepatica y en el ovino los trematodos fueron mas pequefios
que los extraidos de los testigos no tratados (P < 0.05). Los resultados sugieren que las
catepsinas de F. hepatica desempefian un papel esencial tanto en la fisiologia del parésito
como en la migraciéon parenquimal, lo cual permite sefalarlas como blancos potenciales
para la intervencion farmacologica.

Palabras clave: Fasciola hepatica; catepsinas; inhibidores; proteasas; zimografia in sifu.



ABSTRACT

Evidence from in vitro studies suggests that Fasciola hepatica cysteine proteases,
specifically cathepsins B and L, play key roles in host liver tissue invasion, immune
response evasion, nutrition, and parasite fecundity. The aim of this study was to determine
the effect of a cystein protease inhibitor in vivo in a murine and ovine model of fasciolosis.
Using the film in situ zymography technique, the dose-dependent inhibition of proteolytic
activity in liver tissue of experimentally-infected mice by intraperitoneal administration of
N-[N-(L-3-trans-carboxyoxirane-2-carbonyl)-L-leucyl]-agmatine (E-64) was revealed. In
the experiment carried out in the ovine host, it was observed that the intraperitoneal
injection of [L-transepoxysuccinyl-leucylamide (3-metil) butane; E-64-C] (Ep-475)
significantly decreased serum levels of the enzymes AST, LDH, and GGT, indicating a
decreased liver damage. In both animal models the cysteine protease inhibitors significantly
reduced F. hepatica egg production and viability, and flukes collected from treated-sheep
livers were smaller than those collected from untreated controls (P < 0.05). Results suggest
that F. hepatica cathepsins play an essential role in physiology and parenchymal migration,
which pinpoints them as potential targets for pharmacological intervention.

Keywords: Fasciola hepatica; cathepsins; inhibitors; proteases; in situ zymography.



INTRODUCCION

1. Presentacion del problema

El trematodo Fasciola hepatica es el agente causal de la fasciolosis en ovinos y bovinos.
De los 36 millones de bovinos existentes en México, 18 millones estan expuestos a la
infeccion por F. hepatica, de éstos, 6 millones se encuentran infectados, por lo que se
requieren entre 12 y 15 millones de dosis de fasciolicidas por afio para tratar de controlar
esta parasitosis (Quiroz e Ibarra, 2000). La fasciolosis es también un patégeno emergente
de humanos particularmente en Bolivia, Pert, Ecuador, Egipto e Iran (O’Neill et al., 1998;
Mas-Coma et al., 1999; Rokni et al., 2002). Actualmente existen en el mercado varios
farmacos disponibles para el tratamiento de la fasciolosis en animales, incluyendo al
closantel, clorsulon, rafoxanide, nitroxinil y triclabendazol, entre otros (Cuadros 1 y 2).
Después de la dosificacion, se obtiene la concentracion terapéutica de estos medicamentos
en sangre por 1-2 dias y por consiguiente solamente se eliminan las infecciones existentes.
Por lo tanto, los animales que se encuentran en las pasturas contaminadas son susceptibles a
reinfectarse. Entre los farmacos anteriormente mencionados, el triclabendazol requiere de
una mencion particular, debido a que es el tinico medicamento que actlia contra los estadios
juveniles de la enfermedad, es decir, aquéllos que migran a través del higado e inducen la
fasciolosis aguda. Este antiparasitario comenz6 a comercializarse en Irlanda en 1983 y ha
tenido mucho éxito. Sin embargo, ya se detectaron cepas resistentes al triclabendazol en
Irlanda (Anon, 1995), Australia (Fairweather y Boray, 1999), Escocia (Mitchell et al.,
1998) y Holanda (Moll et al., 2000; Gaasenbeek et al., 2001). Es por ello que el control de
la fasciolosis depende de la identificacion de blancos potenciales parasitarios que permitan
disefiar nuevos farmacos y vacunas que proporcionen un beneficio visible a los productores

a un precio competitivo.



2. Antecedentes
2.1. Proteasas

Las proteasas, conocidas también como proteinasas, peptidasas, o enzimas proteoliticas,
forman uno de los grupos de proteinas mas grandes e importantes. Estas enzimas estan
involucradas en un numero importante de procesos fisiologicos, incluyendo digestion,
coagulacion sanguinea, recuperacion de heridas, diferenciacion celular y crecimiento
(Powers et al., 2002). Las proteasas pueden -categorizarse de acuerdo con sus
especificidades de sustrato o mecanismos de catdlisis. Las enzimas que degradan los
extremos de un polipéptido se conocen como exopeptidasas, y aquéllas que lo hacen dentro
del polipéptido se llaman endopeptidasas. Con base en el mecanismo de hidrélisis
peptidica, las proteasas se clasifican en cinco grupos o clases principales: aspartico, serino,
treonino, cisteino y metalo proteasas. El Cuadro 3 muestra las caracteristicas mas
importantes de las principales proteasas cataliticas.

Actualmente se cuenta con datos sobre la secuencia de aminoécidos de alrededor de 450
peptidasas de mas de 1400 organismos (bacterias, protozoarios, hongos, plantas, animales y
virus) y se han organizado en familias evolutivas y clanes de acuerdo con lo sugerido por
Rawlings y Barret (1994), quienes propusieron que una familia de peptidasas contiene un
grupo de enzimas que demuestra evidencia sobre su relacion evolutiva mediante sus
estructuras terciarias similares, por el orden de los residuos cataliticos en sus secuencias, o
por la secuencia comun alrededor de sus residuos cataliticos.

Las cisteino proteasas (CP) son proteinas con masas moleculares de 21-30 kDa. Su mayor
actividad hidrolitica se obtiene a un pH de 4.0 a 6.5 (Grzonka et al., 2001). La actividad
enzimatica de las CP se relaciona principalmente con la degradacién enzimatica de
proteinas. Las catepsinas son proteasas lisosomales que estan distribuidas en tejidos
normales y estdn involucradas en una gran variedad de procesos fisiologicos. Las
exopeptidasas son las catepsinas B, C, H y X, y las endopeptidasas son las catepsinas L, S,
V y F. Cabe sefalar que la catepsina B presenta también funcién de endopeptidasa. Todas

las CP lisosomales son catepsinas, pero no todas las catepsinas son CP lisosomales. Las



catepsinas D y E son aspartico proteasas, mientras que las catepsinas A y G son serino
proteasas y las catepsinas E y G no son proteasas lisosomales (Turk y Guncar, 2003). Las
CP son probablemente las enzimas hidroliticas mas ampliamente representadas y una de sus
funciones principales es la degradacion de proteinas intra y extracelulares. Sin embargo, las
actividades de las CP no se confinan solamente al catabolismo, ya que también tienen
papeles importantes como en la sintesis de citocinas y prohormonas (Thornberry et al.,
1992), presentacion de antigenos (Riese y Chapman, 2000), metabolismo de precursores de
proteinas (Bernstein et al, 1996), apoptosis (Patel et al, 1996), activacion del
complemento (Frade et al., 1998), envejecimiento (Di Paolo et al.,, 1992), resorcion dsea
mediada por osteoclastos (Garnero et al, 1998) y eventualmente, invasion de células
neoplasicas (Lah y Kos, 1998; Koblinsky et al., 2000). La Figura 1 esquematiza algunas de
las principales funciones de las cisteino proteasas en los mamiferos. La catepsina B también
actlla como una proteasa proapoptotica involucrada en la citotoxicidad. El dafo hepatico y
la fibrosis son caracteristicas cardinales de la mayoria de las enfermedades crénicas del
higado. Estos procesos se combinan para provocar cirrosis y falla hepatica. Los
mecanismos del dafo del hepatocito son complejos e involucran la interaccidon de citocinas,
acidos biliares toxicos, células inflamatorias y alteraciones en el flujo vascular. Los
mecanismos interdependientes y multifacéticos que culminan en dafio hepatico ha hecho
que se dificulte la identificacion de los procesos dominantes. Ademds de la apoptosis,
virtualmente todas las enfermedades hepaticas estdn asociadas con una respuesta
inflamatoria. La relacion entre la apoptosis del hepatocito y la inflamacidon es compleja,
pero los conceptos recientes sugieren un mecanismo potencial entre estos dos procesos. Se
ha demostrado que la apoptosis induce la liberacion de quimocinas CXC en el higado,
agentes potentes quimiotacticos de neutrdfilos (Luster, 1998; Belperio et al., 2000). En
concordancia con estos datos, la inhibicion de la apoptosis en hepatocitos bloquea la
transmigracion de neutrofilos al higado durante las condiciones dafiinas (Jaeschke, 2002).
Consecuentemente, la fibrosis, dafio hepatico y la inflamacion, son, en parte, catepsina B-
dependientes (Canbay et al., 2003). Entre las enzimas lisosomales, las catepsinas B y L han
sido objeto de numerosos estudios, y en el en el Cuadro 4 se resumen sus caracteristicas

principales.



2.2. Inhibidores irreversibles de proteasas

La proteolisis descontrolada, indeseable, o no regulada, puede conducir a muchos estados
patoldgicos, tales como el enfisema, choque, infecciones virales, cancer, enfermedad de
Alzheimer, inflamacién y artritis. Por consiguiente, los inhibidores de las proteasas tienen
una utilidad potencialmente considerable para la intervencion terapéutica en una gran

variedad de estados patoldgicos (Powers ef al., 2002).

Los primeros inhibidores irreversibles especificos de serino, cisteino y treonino proteasas
fueron disefiados mediante la adicion de un reactivo a un sustrato. Los primeros reactivos
utilizados fueron agentes alquilantes, tales como halocetonas. Subsecuentemente, se
comenzaron a diseflar otros inhibidores, con base en la variacién entre el sitio de
especificidad de las diversas proteasas. Esta especificidad estd determinada por la forma y
caracter electrostatico de los distintos subsitios de union. El disefio de inhibidores ha
progresado mas alla del estadio de simplemente afiadir un reactivo a la secuencia peptidica
apropiada y especifica para la proteasa blanco. Actualmente se utilizan dos modos
principales para desarrollar nuevos inhibidores de proteasas. El primero involucra una
revision rapida de bibliotecas de moléculas pequenas que se encuentran a la mano. De este
modo se han descubierto varias estructuras de inhibidores, sin embargo, este procedimiento
en masa revela frecuentemente numerosos compuestos que no son interesantes. Por
ejemplo, al realizar la revision de inhibidores de cisteino proteasas, generalmente se
encuentran muchos agentes alquilantes no especificos u agentes oxidantes. La otra manera
de llegar al descubrimiento de un inhibidor, consiste en el disefio de farmacos basado en las
estructuras utilizando la cristalografia con rayos X (Kuntz et al., 1994). De acuerdo con su
mecanismo de inhibicién, estos inactivantes se dividen en: agentes alquilantes
(fluorometilcetonas, clorometilcetonas, aciloximetilcetonas, epdxidos, aziridinas,
vinilsulfonas, entre otros), agentes acilantes (beta-lactamicos, lactonas, azapeptidicos y una
gran variedad de derivados heterociclicos), agentes fosfonilantes (fosfonatos peptidicos y
fosfonil fluoruros), mientras que los agentes sulfonilantes comprenden en su mayoria a los

sulfonil fluoruros (Powers et al, 2002). Una vez que se disefia un inhibidor para una



proteasa, se realizan numerosas modificaciones a su estructura para mejorar su
especificidad y potencia. Muy frecuentemente, se determina un gran niimero de estructuras
cristalinas de complejos enzima-inhibidor y se utiliza el modelado molecular para guiar el
trabajo de disefio. La modificacion sistematica de las estructuras de los inhibidores actuales
ofrece muchas oportunidades para mejorar la potencia del inhibidor y su selectividad

(Powers et al., 2002).

Los inhibidores especificos de las catepsinas podrian ser utiles para el estudio de sus
funciones bioldgicas individuales. Hanada ef al. descubrieron un nuevo tipo de inhibidor
irreversible de las CP (Hanada et al., 1978). El primer inhibidor de este tipo fue aislado de
Aspergillus japonicus, se identifico como N-[N-(L-3-trans-carboxioxirano-2-carbonil)-L-
leucil]-agmatina (E-64) e inhibe especificamente a las catepsinas B, L y a la papaina.
Hashida et al. descubrieron el mecanismo in vivo de inhibicion de las catepsinas B y L
mediante el uso de E-64 y sus derivados. Esos estudios propusieron que estos inactivantes
son los més utiles inhibidores de las cisteino proteasas in vivo, de acuerdo con las siguientes
propiedades: i. Inhibicidon especifica y potente; ii. Permeabilidad efectiva en células y
tejidos; iii. Baja toxicidad; iv. Facilidad de sintesis y estabilidad (Hashida et al., 1982). En
general, el E-64 y sus derivados inhiben eficientemente a la mayoria de las CP, papaina,
ficina, bromelaina, catepsinas B, H, F, K, L, O, S, V, X, calpain, calpaina Il y cruzaina. Las
CP estreptococicas, las dipeptidil peptidasas y la clostripaina se inhiben lentamente por el
E-64. No inhibe serino, aspartico ni metalo proteasas. Sin embargo, no todas las CP son
inhibidas por el E-64. Como ejemplo estan la legumaina y las caspasas. Una vez que se
reconocio el poder inhibidor del E-64 hacia las CP, comenzaron a sintetizarse un gran
nimero de derivados dirigidos hacia ciertas catepsinas, como la By la L, e.g. E-64a, E-64 ¢
(Ep-475), E-64d (loxistatina), circinamida, catestatina C, CA028, CA030, CA074 y CLIK
148. La Figura 2 esquematiza las formulas quimicas del E-64, Ep-475 y CAO030,
inhibidores de cisteino proteasas caracterizados por poseer acido epoxisuccinico. La
inactivacion de las CP provocada por los inhibidores derivados del 4cido epoxisuccinico se
produce por la alquilacion del residuo de cisteina activo, como consecuencia de la apertura

nucleofilica del anillo epéxido (Schirmeister, 1999). Estos derivados han sido propuestos



como posibles agentes terapéuticos y se han utilizado en una gran variedad de estudios

biologicos, asi como en estudios de la funcion bioldgica de las CP (Powers et al., 2002).

Debido a que estos compuestos forman un enlace covalente entre el grupo epoxisuccinilo
del E-64 y el grupo tiol activo de las CP, la inhibicion es irreversible y no competitiva
(Katunuma y Kominami, 1995). Este inhibidor forma uniones de hidrogeno o contactos
electrostaticos cortos con los atomos polares de los residuos del sitio activo de la proteasa,
es decir, existe una unioén covalente entre el &tomo de carbon del epoxi del inhibidor y un
atomo del residuo activo de cisteina de la enzima (Matsumoto et al., 1999) (Figura 3).
También es importante mencionar que los estudios en los que se han intentado combinar las
caracteristicas estructurales de los inhibidores del tipo E-64 y CA030 en construcciones
“quiméricas”, permitieron descubrir que para incrementar la eficiencia y selectividad de
inhibicion se requiere de un disefio de novo. Ademas, la potencia de los inhibidores
selectivos de la catepsina B se limita por la dependencia tan marcada al pH al interactuar
con la enzima (Schaschke et al., 1997). Desde su descubrimiento, el E-64 ha sido utilizado

como una herramienta para el diagndstico acertado de la actividad de las CP.

2.3. Deteccion de actividad de las proteasas

El entendimiento de la funcién de las proteinas en el contexto de su ambiente natural
celular es quizas uno de los retos mas grandes que deben enfrentar disciplinas tales como la
bioquimica, biologia y fisiologia animal. La visualizacion de la activacidon enzimatica y su
regulacion dentro de una célula o un animal en tiempo real, proporciona un fundamento
para el entendimiento de cémo funciona la proteina y con ello vias metabdlicas. Las
enzimas pueden ser reguladas por multiples mecanismos, tales como su expresion espacial
y temporal y unién a moléculas pequefias o co-factores de proteinas. De ese modo, los
intentos para entender las regulaciones funcionales de una enzima utilizando un ensayo in
vitro son generalmente erroneos. Ademas es dificil concebir como el uso de condiciones in
vitro fijas puede imitar las condiciones in vivo. Es por ello que se postula que tienen mas
valor las herramientas para determinar la actividad enzimatica en el contexto de una célula

intacta, o de preferencia, dentro de un organismo (Baruch et al, 2004). Se han descrito



varias técnicas para determinar la presencia de proteasas en los tejidos, entre las que

destacan las siguientes pruebas:

2.3.1. Northern blot y Transcriptasa Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(RT-PCR)

Estos métodos se utilizan para cuantificar el acido ribonucleico mensajero (RNAm) en
extractos de tejidos (Liotta y Petricoin, 2000). Sin embargo, la actividad transcripcional no

refleja necesariamente la cantidad y actividad de la proteina de un determinado gene.

2.3.2. Western blot e Inmunohistoquimica

Estas técnicas se emplean para determinar la presencia y localizacion de las proteasas,
pero no proporcionan informaciéon sobre la actividad de las mismas, debido a que las
proteasas se sintetizan como proformas inactivas o pre-proformas que requieren un
procesamiento proteolitico para su activacion. Ademas, los inhibidores enddgenos de las

proteasas pueden unirse a ellas e inactivarlas (Frederiks y Mook, 2004).

2.3.3. Espectrofotometria y Fluorometria

La actividad de las proteasas puede ser estimada a través de la deteccion de la liberacion
de los grupos 4-metoxi-2-naftilamina (MNA), 7-amino-4-metilcumarina (AMC) y 7-amino-
4-trifluorometilcumarina (AFC), entre otros; asi como de péptidos especificos de un

sustrato como los azopéptidos que se liberan a partir de la azocaseina (Smith et al. 1975).
2.3.4. Zimografia

La zimografia es una técnica sencilla, sensible, cuantificable y funcional para el analisis
de la actividad proteolitica en extractos celulares y tisulares y tiene mas de 20 afios de haber
sido introducida. El método estandar para la zimografia se basa en el analisis electroforético
de las proteasas en geles de poliacrilamida-sodio-dodecil-sulfato copolimerizados con un

sustrato proteico, particularmente gelatina, caseina o fibrina La tincion del gel con azul de



Coomassie revela los sitios de proteolisis como bandas blancas sobre un fondo azul obscuro
(Heussen y Dowdle, 1980). La zimografia ofrece ventajas sobre otros métodos, dado que no
se requieren materiales costosos y pueden detectarse proteasas con diferentes pesos
moleculares que tengan actividad hacia el mismo sustrato en un mismo gel. Sin embargo,
no se puede obtener informacion sobre la localizacion de la actividad proteolitica en las

células o tejidos (Frederiks y Mook, 2004).

2.4. Zimografia in situ (ISZ)

La ISZ es una técnica relativamente de bajo costo que se fundamenta en la deteccion de
un sustrato en particular y mas importante, localiza las actividades de las proteasas en
secciones tisulares. La ISZ fue utilizada por primera vez para detectar en anfibios la
actividad enzimatica liberada por tejidos en desarrollo (Gross y Lapiere, 1962).
Recientemente, se ha utilizado para localizar actividades de proteasas, en su mayoria de
metalo proteasas en varios tejidos. El principio general se basa en que un sustrato
enzimatico especifico para cierta(s) proteasa(s) se deposita en o bajo una seccion congelada
de un tejido no fijado con formalina. Durante el periodo de incubacioén el sustrato se digiere
por las enzimas activadas en su localizacion nativa de una manera dependiente de la dosis y
el tiempo. Después del periodo de incubacion se puede detectar la lisis del sustrato por
microscopia de luz o microscopia de fluorescencia, permitiendo la localizacion precisa de
la actividad proteolitica especifica en las secciones de tejido. Se pueden seguir dos tipos de
protocolos relativos a la ISZ con base en la naturaleza de los sustratos seleccionados. El
primero consiste en utilizar una emulsion fotografica que contiene un sustrato, como la
gelatina. En la ISZ con pelicula fotografica (FIZ), una seccion no fija de tejido congelado
se monta en una laminilla histolégica de vidrio y se sumerge en una emulsion
autoradiografica que contiene al sustrato. Las laminillas cubiertas se incuban a una
temperatura Optima en una camara himeda para permitir que ocurra la reaccion de la
proteasa. Después de la incubacion, la actividad proteolitica puede ser detectada mediante
microscopia de luz como hoyos blancos sobre un fondo obscuro de sustrato no lisado
causado por la lisis enzimatica de la emulsion fotografica que contiene el sustrato. El

segundo protocolo involucra el uso de un sustrato marcado con fluorescencia, en el que una



seccion tisular congelada se monta en una laminilla de vidrio previamente cubierta con un
sustrato marcada con un fluorégeno. Después de la incubacion en una camara himeda y
obscura, la actividad enzimatica puede observarse mediante microscopia de fluorescencia
como hoyos negros sobre un sustrato fluorescente, ya que la lisis del sustrato marcado con
el fluorégeno resulta en la pérdida de fluorescencia. Ambos tipos de ISZ tienen el mismo
objetivo, es decir, la identificacion y localizacion microscopica de la actividad enzimatica
en secciones de tejidos congelados no fijados. Cada protocolo tiene sus ventajas y
desventajas. Por un lado, en la FIZ las laminillas son muy sensibles a las variaciones en
humedad durante la incubacion, ya que no son tratadas ni cubiertas previo a este proceso

(Yan y Blomme, 2003). En la Figura 4 se muestra la representacion esquematica de la ISZ.

2.5. Diseiio de inhibidores basados en la estructura mediante el uso de proteinas

Los métodos de disefio de firmacos basados en estructuras moleculares identifican las
interacciones favorables y desfavorables entre un inhibidor potencial y su receptor blanco,
y de ese modo maximizan las interacciones benéficas para incrementar la afinidad de union
y la actividad intrinseca. Un paso logico en este proceso consiste en obtener una estructura
exacta del receptor o del complejo ligando-receptor (Read et al., 1984). La cristalografia de
rayos X continua siendo la mejor fuente de informacion de alta resolucion sobre las
estructuras proteicas. Sin embargo, se consume una considerable cantidad de tiempo entre
lo que se determina la secuencia de una proteina y se resuelve su estructura. Las
dificultades en la expresion de proteinas, y mas comiinmente, en su cristalizacion pueden
retrasar la determinacion de la estructura a través de rayos X. No obstante, cuando un
blanco proteico es homologo a otra proteina o grupo de proteinas de estructura conocida, se
puede proponer una estructura modelada sensible (Zuiderweg et al., 1988). La comparacion
entre las estructuras modeladas y de cristal permite obtener la exactitud esperada a partir de
estructuras construidas mediante el modelado molecular. Asimismo, el modelado molecular
permite pronosticar posibles sitios activos, regiones de uniéon de ligandos, residuos
estructuralmente importantes, y residuos predictivos de funciones nuevas (Weber, 1990).
La construccion y validacion de los modelos tridimensionales de las estructuras de cisteino

proteasas, asi como el proceso de minimizar la energia puede llevarse a cabo con



estrategias computacionales a fin de maximizar los resultados en el menor tiempo posible

(Avram et al., 2003).
2.6. Cisteino proteasas parasitarias

Las enfermedades parasitarias estdn distribuidas predominantemente en éareas como
Africa, Asia, Centro y Sudamérica (Choi y Lerner, 2001). A pesar de los esfuerzos
realizados para controlar la diseminacion de enfermedades parasitarias que representan un
riesgo de salud publica, tales como la malaria, amibiasis, enfermedad de Chagas,
leishmaniasis, entre otras, la incidencia de estas enfermedades se encuentra en aumento
(Oaks et al., 1991; Colley, 2000; Pepin y Meda, 2001; Brooks y Hoberg, 2001). La mayoria
de estas enfermedades se tratan con farmacos que fueron desarrollados hace décadas y por
consiguiente la eficacia ha disminuido debido al aumento de resistencia de los parasitos.
Por otro lado, algunos de ellos producen efectos secundarios indeseables después de
tratamientos prolongados (Urbina, 2002). Ademas no existen vacunas disponibles para la
prevencion de infecciones parasitarias en humanos y animales domésticos (Dalton y
Mulcahy, 2001). Asi pues, es factible postular que el control de estas enfermedades se
dificulta debido a la falta de blancos farmacologicos en los parasitos. En contraste al simple
papel digestivo de otras enzimas, las cisteino proteasas parasitarias han sido relacionadas
con papeles indispensables en la biologia de muchas especies de parasitos, por ejemplo, en
la replicacion o crecimiento, diferenciacion celular e invasion del hospedador (McKerrow,
1989; North et al, 1990; Souza et al, 1992; Mottram et al., 1997; Tort et al, 1999;
Rosenthal, 1999). Se ha demostrado que muchas de estas proteasas son factores de
virulencia, ya que degradan proteoliticamente componentes del sistema inmune del
hospedador, incluyendo inmunoglobulinas y componentes del sistema del complemento.
También son capaces de degradar proteinas de la matriz extracelular y fomentar el
procesamiento de varios zimogenos tales como las procolagenasas y las proenzimas del
sistema de coagulacion (Keene et al., 1986; McKerrow et al., 1993; DeCarlo et al., 1997;
Que y Reed, 2000). Se han logrado resultados alentadores en experimentos que utilizan

inhibidores de las cisteino proteasas y que han validado la factibilidad de considerarlas
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como blancos para la quimioterapia antiparasitaria (McKerrow, 1989; McKerrow et al.,

1993; Brindley et al., 1997; Caffrey et al., 2000).

2.7. Inhibidores de las cisteino proteasas como agentes antiparasitarios

Varios estudios han confirmado la eficacia de los inhibidores de las cisteino proteasas en
la inactivacion de las funciones y eliminacion de parasitos tanto en cultivos de tejidos
(Meirelles et al., 1992; Harth et al., 1993; Ashall et al., 1990; Bonaldo et al., 1991) como in
vivo. Por ejemplo, se demostré que los dipéptidos derivados de las fluorometil cetonas
pueden curar una infeccién murina de malaria (Rosenthal et al, 1993). Sin embargo, las
dosis requeridas para el tratamiento provocaban efectos toxicos, aunque reversibles. El
desarrollo subsecuente de otros inhibidores de las cisteino proteasas elimin6 el problema
asociado con la toxicidad. Se ha demostrado también la eficacia de los dipéptidos derivados
de las vinil sulfonas en modelos murinos de malaria (Olson et al., 1999), asi como en la
disminucion de la replicacion de Leishmania major en un modelo animal de leishmaniasis
cutanea (Selzer et al., 1999). Adicionalmente se han llevado a cabo estudios in vivo en
modelos murinos de la enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi. En
experimentos independientes se ha confirmado la capacidad de los dipéptidos derivados de
las vinil sulfonas para evitar que los ratones sucumban ante una infeccion letal (Engel ef al.,
1998). Ademads, el desarrollo de inhibidores de las cisteino proteasas biodisponibles
oralmente ha propiciado la realizacién de estudios que confirman la eliminacion de los
parasitos (Olson et al., 1999). Estos estudios in vivo proporcionan una prueba importante de
que los inhibidores de las cisteino proteasas pueden controlar selectivamente las
infecciones parasitarias sin evidencia de efectos toxicos al hospedador. La baja o nula
toxicidad que se ha observado en los estudios in vivo se debe probablemente al hecho de
que algunos blancos parasitarios se encuentran en una ubicacion mas vulnerable, en
comparacion con la localizacion intralisosomal o tisular de las proteasas del mamifero, o
bien, a que las concentraciones de las proteasas del hospedador dentro de los lisosomas u
otros compartimentos celulares pueden exceder por mucho la concentracion de los blancos

parasitarios comparables (McKerrow, 1999; McKerrow et al., 1999). Los Cuadros 5y 6
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enfatizan los papeles fisioldgicos de las catepsinas B y L parasitarias, dado que esto ha

impulsado la investigacion para el disefio de fArmacos a partir de inhibidores de proteasas.

2.8. Proteasas de Fasciola hepatica

Se han obtenido varias proteasas a partir de extractos de F. hepatica, sus regurgitaciones o
fluidos de cultivo y se han clonado los genes que codifican para algunas de ellas. Los
estudios han revelado una variedad de enzimas unicas que pueden ser detectadas en
distintas etapas del ciclo biologico del parasito. Por ejemplo, el andlisis electroforético ha
revelado 11 proteasas en especimenes inmaduros y maduros, aunque algunas de éstas
parecen ser producidas solamente por estadios inmaduros (Dalton y Heffernan, 1989). Se
han sugerido varias funciones para las proteasas, entre ellas, evasion de la respuesta
inmune, formacion de coagulos de fibrina, penetracion en tejidos del hospedador,
excavacion del tejido hepatico y ulceracion del ducto biliar (Behm y Sangster, 1999). F.
hepatica se alimenta principalmente de sangre, utilizando la ventosa oral para adherirse y
alimentarse. La contraccion coordinada de los musculos meridionales, ecuatoriales y
radiales en las ventosas de los trematodos genera una fuerza poderosa de succion que
arranca un trozo de tejido del hospedador hacia la ventosa, lo cual lleva efectivamente el
alimento a la faringe. La succidn continua ejercida tanto por ésta como por la ventosa, en
combinacion con la accion pulsatoria de la musculatura en la parte anterior del trematodo es
suficiente para abrir los vasos sanguineos superficiales y crear un flujo sanguineo que llega
a la luz intestinal del pardsito mediante la actividad peristaltica de la faringe y/o eso6fago
(Howell, 1970). La sangre se hemolisa rdpidamente en las condiciones acidas del lumen
intestinal en los trematodos hematdfagos, su presencia en el intestino y la distension
resultante del lumen inducen un flujo inmediato de secreciones digestivas desde la
gastrodermis. La digestion en los trematodos es predominantemente intraluminar y
extracelular. Cualquier desecho residual, incluyendo el pigmento de hematina aparece en el
lumen intestinal y no en las células intestinales, por lo que su eliminacion es basicamente
una cuestion de regurgitacion. La gastrodermis de los trematodos es generalmente
secretoria y absorbente, con ambos procesos operando concurrentemente, aunque una u otra

funcién puede predominar en cualquier momento. La Figura 5 muestra que en F. hepatica
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las células intestinales sufren transformaciones ciclicas, involucrando una fase secretoria en
la que existe un aparato de Golgi activo y cuerpos secretorios del tipo zimdgeno, seguidos
por una fase de absorcidn intensa cuando las lamelas superficiales son numerosas.

Las sustancias excretadas y secretadas por F. hepatica se conocen como productos de
excrecion-secrecion. La remocidon de productos de desecho, tales como productos finales
del metabolismo se considera excrecion, mientras que la descarga de sustancias que juegan
un papel en la interaccion con el hospedador o el alimento se llama secrecion. Muchos de
los productos de excrecion-secrecion son inmunogénicos y pueden ser usados para el
diagnéstico de fasciolosis en animales y humanos, permitiendo reacciones sensibles incluso
en los estadios tempranos de la enfermedad (Tielens, 1999). En los productos de excrecion-
secrecion de F. hepatica existe una abundancia de enzimas proteoliticas, lo cual fue
demostrado por primera vez al probar los efectos del material secretado en la digestion de
un sustrato de gelatina (Spithill ef al., 1999). Los primeros experimentos demostraron que
la actividad proteolitica en el material de excrecion-secrecion era del tipo de cisteino
proteasas. Como se menciond anteriormente, las cisteino proteasas comprenden numerosas
clases, entre las que se encuentran las catepsinas L y B, las cuales han sido particularmente
estudiadas en F. hepatica. La catepsina L 1 (CL1) tiene un peso molecular aparente de 27
kDa (Smith et al., 1993) y la catepsina L 2 (CL2) de 29.5 kDa (Dowd et al., 1995).

Se ha propuesto que las catepsinas L de F. hepatica desempefian un numero de papeles
funcionales incluyendo penetracion tisular mediante la excavacion de un tracto migratorio,
dado que se ha demostrado que las catepsinas L degradan eficientemente las proteinas de la
matriz intersticial, tales como fibronectina, laminita y coldgeno (Berasain et al., 1997).
Estas enzimas también facilitan la adquisicion de nutrientes (Dalton y Heffernan, 1989;
Smith et al., 1993; Yamasaki et al., 1992). También se les ha implicado en la evasion
inmune por la degradacion de las regiones Fc de los anticuerpos (Dalton y Heffernan, 1989;
Smith et al., 1993), IgG bovina (Chapman y Mitchell, 1982), IgG2a murina (Smith et al.,
1993), y evitan que los eosindfilos se adhieran in vitro a las fasciolas juveniles recién
desenquistadas (Carmona et al., 1993; Smith et al., 1993; Smith et al., 1994). Las
catepsinas L también se involucran en la supresion y/o modulacion de la respuesta inmune.

Prowse et al. (2002) demostraron que la catepsina L obtenida a partir de los productos de
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excrecion-secrecion de F. hepatica suprime la proliferacion de linfocitos T ovinos y reduce
la expresion de marcadores de superficie CD4 en los linfocitos T ovinos y humanos. Esta
catepsina también suprime la respuesta Thl e induce la no protectora del tipo Th2 por parte
del hospedador (Dalton et al, 2003). Por otro lado, estas enzimas participan en la
generacion de codgulos de fibrina que podrian evitar el acceso de las células inmunes
efectoras a la superficie del trematodo (Dowd et al., 1995). La revisiéon de bibliotecas
genomicas confirmd que estas proteasas eran del tipo de la catepsina L y pronosticaron una
proteina de aproximadamente 326 aminodcidos. Se probo que el adulto de F. hepatica
contiene genes multiples que codifican para la catepsina L. En contraste, los estadios
juveniles recién desenquistados de F. hepatica secretan una cisteino proteasa con una
secuencia homologa a la Catepsina B, la cual puede estar involucrada en la invasion tisular,
regeneracion del glicocalix o desenquistamiento de las metacercarias (Spithill ez al., 1999).
Se han usado como vacunas contra el parasito las catepsinas L que se derivan del material
de excrecion-secrecion de F. hepatica. Esto se demostrd por primera vez en ovinos por
Wijffels et al. (1994). Los resultados indicaron que no existido reduccion en la carga
parasitaria de los animales vacunados, sin embargo, los conteos de huevos en heces se
redujeron significativamente (69.7%) hasta 2.7 huevos por gramo por trematodo en los
ovinos vacunados, en contraste con 9.2 huevos por gramo por trematodo en los testigos no
vacunados. El mecanismo mediante el cual ocurrid esta disminucion en fecundidad no fue
aparente, ya que no hubo correlacion entre los conteos fecales y el titulo de anticuerpos
contra la catepsina L. La eficacia de la catepsina L como vacuna contra fasciolosis se ha
examinado mas recientemente (Dalton et al., 1996). Se produjo un efecto anti-fecundidad
en bovinos, lo cual permitié concluir que la reduccion en la produccion de huevos es una
consecuencia secundaria del metabolismo debido a un efecto primario en la alimentacion
por la inhibiciéon de la actividad de la catepsina L; y que la oviposicion en F. hepatica
requiere la actividad de una segunda catepsina L tisular, la cual es neutralizada por la
vacuna, interfiriendo con la fecundidad. Dalton et al. (1996) observaron una reduccion en el
tamafio de los trematodos recuperados de los bovinos vacunados, sugiriendo que los efectos
en la respuesta inmune en bovinos y ovinos pueden ser diferentes. Es importante senalar

que la catepsina L puede desempefiar un papel importante en el procesamiento de los
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precursores de la proteina principal de la cubierta del huevo de F. hepatica (vitelina B), lo
cual concuerda con el efecto de la vacuna sobre los huevos del trematodo, a través de la
inhibicion de la actividad de la catepsina L. Ademds, la catepsina L ha sido
inmunolocalizada en la glandula de Mehlis de parasitos adultos. La glandula de Mehlis es
un conjunto de células que secretan substancias que catalizan la formacion de la cubierta
del huevo. Se ha especulado que la catepsina L de la glandula de Mehlis es el blanco de la
respuesta inmune en los animales vacunados, lo cual interfiere con la sintesis del huevo
(Spithill et al., 1999). Law et al. (2003) informaron que se desconocen las funciones de la
catepsina B proteasa de F. hepatica. Sin embargo, se ha observado que se libera por el
estadio temprano y migratorio del parasito hasta las 5 semanas postinfeccion, por lo que se
sugiere que esta enzima estd involucrada en el desenquistamiento y/o migracion del
parasito juvenil en el hospedador. Asimismo, la catepsina B de F. hepatica es esencial para
su virulencia, ya que su produccion disminuye en estadios juveniles irradiados atenuados,
por lo que se sugiere que la atenuacion puede estar asociada con la pérdida de la actividad
de la catepsina B. Se considera que la catepsina B es un blanco terapéutico potencial contra
la fasciolosis, debido a que la neutralizacion de su actividad puede reducir la habilidad del
parésito juvenil para establecer la infeccion y por lo tanto, eliminar la enfermedad antes de
que se presente el dafio hepatico derivado de la migracion del trematodo. Otras cisteino
proteasas son la Fasl (26 kDa) y Fas2 (25 kDa), las cuales se utilizan como antigenos de
inmunodeteccion y ofrecen una alta sensibilidad y especificidad en el diagnéstico de la

fasciolosis humana (Cordova et al., 1999).
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HIPOTESIS

La administracion de un inhibidor de cisteino proteasas in vivo reduce la magnitud del

dafio hepatico provocado por los estadios migratorios de F. hepatica.

OBJETIVOS

1. Evaluar la actividad inhibitoria del N-[N-(L-3-trans-carboxioxirano-2-carbonil)-L-
leucil]-agmatina (E-64) sobre las cisteino proteasas de F. hepatica durante el periodo

migratorio del parésito en el higado del hospedador mamifero.

2. Establecer la relacion dosis-respuesta de la inhibicidon de la proteolisis provocada por el
E-64, utilizando la técnica de zimografia in situ con pelicula fotografica a diferentes

dosis en un modelo murino de fasciolosis.

3. Determinar el efecto de la administracion de un inhibidor de cisteino proteasas sobre la
fecundidad y viabilidad de los huevos de F. hepatica en un modelo murino y en el

hospedador ovino.

4. Determinar el efecto de la administracion de un inhibidor de cisteino proteasas sobre el

tamafo del trematodo y carga parasitaria en el hospedador ovino.
5. Evaluar la magnitud del dano hepatico provocado por F. hepatica en ovinos tratados

con un inhibidor de cisteino proteasas mediante la medicion de las enzimas aspartato

aminotransferasa, L-lactato deshidrogenasa y gamma-glutamiltransferasa.
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JUSTIFICACION

Debido al problema del costo o toxicidad relacionada con los farmacos fasciolicidas, asi
como al riesgo de surgimiento de cepas de F. hepatica resistentes a la quimioterapia
antiparasitaria, se requieren nuevos farmacos para el tratamiento de esta enfermedad. El
disefio de farmacos debe dirigirse idealmente al estudio de blancos potenciales, entre los
que se incluyen las proteasas parasitarias. Estas enzimas estan involucradas en la fisiologia
y patogenicidad de F. hepatica, ya que se sugiere que desempefian un papel clave en la
migracion a través del higado del hospedador, nutricion, fertilidad del trematodo y evasion
de la respuesta inmune del mamifero. La demostracion in vivo de que las catepsinas estan
implicadas en la fisiologia y patogénesis del trematodo permite sugerir que estas enzimas
son blancos potenciales para la quimioterapia anti-F. hepatica. Los inhibidores de las
cisteino proteasas pueden considerarse posibles candidatos a farmacos fasciolicidas al

reducir o inactivar la actividad proteolitica ejercida por las catepsinas del trematodo.
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DISCUSION

La infeccion por F. hepatica se caracteriza por el dafio que provoca en el tejido del higado
durante la fase migratoria parenquimal del parasito. Se ha considerado que las proteasas
contribuyen al dafo tisular mencionado. Howell (1966) describié una colagenasa que
podria causar licuefaccion tisular. Dawes (1963a) se propuso explicar por qué la cavidad
causada por estadios migratorios, especialmente aquéllos en las ultimas etapas de
migracion, eran mucho mas grandes que el pardsito en si. Sugiri6 que la lisis tisular se
debia a la accion de enzimas leucocitarias del hospedador, aunque postuld la posibilidad de
que existieran proteasas en las regurgitaciones del trematodo, las cuales podrian contribuir
con la lisis tisular (Dawes, 1963b). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados en la
investigacion durante los ultimos 30 afios, no se habia presentado evidencia convincente
sobre el papel de las proteasas de F. hepatica en la fisiologia y patogenicidad del parésito.
Se han detectado varias proteasas a partir de extractos somaticos del parasito, asi como de
sus productos de excrecion-secrecion obtenidos mediante el cultivo in vitro. Estos estudios
sugirieron que las proteasas, principalmente del tipo de las catepsinas L y B, podrian estar
involucradas en la penetracion de tejidos del hospedador, evasion de la respuesta inmune y
dano hepatico (Behm y Sangster, 1999). Las catepsinas L derivadas del material de
excrecion-secrecion de F. hepatica obtenido in vitro han sido probadas como vacunas
contra el parasito. Los estudios demostraron que la proteina induce un efecto anti-
fecundidad tanto en ovinos como en bovinos y en estos ultimos también ejerce una eficacia
antihelmintica significativa. Exceptuando los ensayos vacunales referidos, la mayoria de las
observaciones e hipdtesis sobre las funciones de las catepsinas L y B de F. hepatica se han
derivado de experimentos in vitro y no se contaba con evidencia suficiente que permitiera

indicar que las enzimas desarrollan las funciones sugeridas in vivo.

Las técnicas moleculares disponibles para identificar y caracterizar proteasas en
células y tejidos, tales como el andlisis Northern blot y la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa, se usan para cuantificar el RNAm de la proteasa. Sin embargo, la actividad del
RNAm no necesariamente refleja la cantidad y actividad de la proteina producto de un gene

en particular, debido a los mecanismos de regulacion de proteinas. Otras técnicas son la

33



inmunohistoquimica y Western blot, utilizadas para evaluar la expresion a nivel proteina.
No obstante, estas técnicas no proporcionan informacién sobre la actividad de las proteasas
en los tejidos debido a que muchas enzimas se sintetizan en una forma inactiva o de
proenzima. Adicionalmente, existen inhibidores endogenos de proteasas en los tejidos y
pueden interferir con los resultados. La técnica de zimografia en gel ha sido usada para
evaluar la actividad de gelatinasa en varios tejidos normales y neoplasicos. Sin embargo,
los procesos de extraccion de tejidos pueden activar otras enzimas o resultan en la
interaccion de las enzimas activas con sus inhibidores enddgenos presentes en células y
tejidos (Hrabec et al., 2002; Pucci-Minafra et al., 2001). Ademas, si la actividad especifica
de una proteasa estd presente en una parte pequefia del tejido enfermo, no puede ser

detectada debido a su dilucién en el proceso de extraccion (Yan y Blomme, 2003).

Por otro lado, la zimografia in situ (ISZ) ofrece la capacidad de estimar actividades de
proteasas en combinacion con su localizacion en secciones tisulares. Una variacion de la
técnica de ISZ consiste en utilizar gelatina en la superficie de una pelicula fotografica sin
revelar, lo que se conoce como ISZ con pelicula fotografica (FIZ por sus siglas en inglés:
Film in situ zymography). Este ensayo fue utilizado en el presente estudio y resultd
econdmico, rapido y sencillo. Es importante sefialar que ademas se puede aplicar a una gran
variedad de enzimas proteoliticas bajo diversas condiciones de pH (5.0-8.5) y sales (hasta 5
M NaCl). Ademas, no se requirid de equipo sofisticado de laboratorio. Esta técnica se ha
utilizado principalmente para la deteccion de la actividad gelatinolitica de metaloproteasas
en neoplasias, por lo que, hasta donde se tiene conocimiento, el presente estudio es el
primer informe sobre el uso de esta técnica en parasitologia veterinaria. Esta técnica tiene
también aplicacion potencial en el disefio de farmacos para evaluar su eficacia y determinar
la dosificacion apropiada (Yan y Blomme, 2003). En conclusion, la ISZ es una herramienta
util que al ser utilizada en combinacion con técnicas moleculares de patologia y biologia,
proporciona datos que pueden apoyar el entendimiento del papel de ciertas proteasas en
varios procesos patoldgicos y fisiologicos. Con seguridad en un futuro esta técnica sera

optimizada a fin de permitir que su uso se expanda en estudios parasitologicos.
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Una vez que se cuenta con la técnica adecuada para detectar la posible actividad
proteolitica ejercida por un parasito, se debe considerar la interferencia de las cisteino
proteasas del hospedador, particularmente las catepsinas B y L. Una de las funciones de la
catepsina B en los mamiferos consiste en actuar como una proteasa preapoptdtica en la
citotoxidad hepatica inducida por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y los acidos
biliares toxicos (Canbay et al., 2003). Tomando en cuenta lo anterior y con el objetivo de
detectar si la catepsina B del mamifero se activa durante el dafio hepatico provocado por F.
hepatica, se determind comparar el patrén de degradacion gelatinolitica en ratones
genéticamente deficientes en catepsina B (Cat B”) con el de animales normales. Los
resultados obtenidos en el primer experimento del presente estudio permitieron sugerir que
durante la fase parenquimal de la fasciolosis se presenta una actividad proteolitica
producida por el parésito. En las secciones del higado de ratones infectados que no fueron
tratados con el inhibidor irreversible de cisteino proteasas E-64 se reveld un significativo
grado de proteolisis. Las areas principales en donde se observo la actividad de las
catepsinas coincidié con la localizacion de F. hepatica en el higado, lo cual proporciona
evidencia de que las catepsinas en efecto son importantes para el proceso de invasion tisular
(Berasain et al., 1997). Por otro lado, la gelatinolisis fue inactivada en un 85% in vivo por
el E-64. Dado que la proteolisis se presentd tanto en los ratones Cat B” como en los
normales, es razonable sugerir que la actividad proteolitica observada en el higado de
ratones infectados se debid principalmente a la excrecion-secrecion de catepsinas
parasitarias que facilitan la migracion de F. hepatica en su fase parenquimal y no a las
proteasas lisosomales del mamifero (Alcala-Canto et al, 2005). Dado que no existen
estudios sobre la medicion de la actividad de catepsinas B enddgenas en un modelo animal
de fasciolosis, se sugiere el desarrollo de experimentos que cuantifiquen los niveles de

catepsina B activa en el higado de mamiferos infectados con F. hepatica.

Una vez que se obtuvo evidencia in vivo del papel desempenado por las cisteino
proteasas en la migracion de F. hepatica a través del higado, se establecio la relacion dosis-
respuesta de la inhibicion de la proteolisis mediante la técnica FIZ, al utilizar el E-64 a

distintas dosis en un modelo murino de fasciolosis. La inhibicion maxima de la proteolisis

35



se logré utilizando 50 mg/kg/dia. Sin embargo, el analisis de regresion sugirid una dosis de
40 mg/kg como la dosis mas baja con la eficacia mas alta (87% de inhibicion proteolitica).
En la evaluacion in vivo, las dosis mas altas no incrementaron los pardmetros establecidos
por la dosis de 50 mg/kg/dia (Alcala-Canto et al., 2006). Este resultado concuerda con los
estudios de Hashida et al. (1982) quienes demostraron que la inyeccion intraperitoneal de
E-64 a las ratas inhibia la catepsina B hasta cierto grado solamente, y al aplicar dosis mas
altas no se observd mayor inhibicién. Los autores sugirieron que el E-64 se incorpora al
citosol en su forma libre y después es transportado a los lisosomas, en donde se une a las
cisteino proteasas. Al igual que en el experimento anterior, la FIZ revel6 una inhibicion
parcial de la degradacion de gelatina. La persistencia de proteolisis residual en presencia
del inhibidor podria indicar la participacion de otras enzimas del trematodo que no sean
sensibles al E-64, tales como enzimas que degradan tripsina, quimotripsina, colageno,
hemoglobina e inmunoglobulinas, las cuales ya han sido detectadas en los productos
metabolicos del parasito (Fairweather ef al., 1999), o bien, que las interacciones quimicas

son solamente capaces de producir un efecto tipo agonistico parcial.

Los ratones tratados con 50 mg/kg/dia E-64 sobrevivieron a la infeccion letal un
promedio de casi once dias mas que los testigos no tratados. Estos resultados pueden ser
indicativos de que la actividad de las cisteino proteasas estd involucrada en la patogénesis
de la fasciolosis. El hecho de que el E-64 inhiba la proteolisis causada por F. hepatica en el
higado de ratones fue un hallazgo alentador, ya que la mortalidad debida a fasciolosis en los
ovinos es una consecuencia directa de la patologia hepatica causada por los parésitos

migrantes (Dalton et al. 1996).

Este estudio informa por primera vez que la administracion intraperitoneal del E-64
inhibe la actividad proteolitica del parasito en una manera dosis-dependiente, afectando
ademas la oviposicion y viabilidad de los huevos del trematodo en el modelo murino. Sin
embargo, es importante recordar que existe una variacion considerable entre las especies
animales susceptibles a F. hepatica. Aunque los trematodos parecen realizar una migracion
similar en el raton y el ovino, el tamafio tan pequeiio del higado del raton acelera y

exacerba la patologia. Ademas los parasitos no causan hemorragias dentro de los ductos
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biliares. La fisiologia de alimentacion de F. hepatica en los ductos biliares del raton es
diferente a la del ovino (Behm y Sangster, 1999). Por consiguiente, el ratébn no puede ser
considerado como un hospedador modelo ideal en el caso de la fasciolosis. La experiencia
con el modelo murino sugiri6 la aplicacion en ovinos de uno de Ep-475, uno de los
inhibidores de catepsinas B y L mas potentes utilizado en estudios in vivo (Hashida et al.
1980), para buscar evidencia sobre el papel de las proteasas de F. hepatica en el

hospedador natural.

El dano hepatico en la fasciolosis ovina se refleja en un aumento de las actividades
séricas de las enzimas aspartato aminotransferasa, L-lactato deshidrogenasa y gamma-
glutamiltransferasa, entre otras. En el experimento 3, los ovinos infectados, tratados o no
con Ep-475, manifestaron una elevacion significativa (P < 0.05) de la LDH a partir de la
semana 4 postinfeccion en comparacion con los niveles detectados en los testigos no
infectados. Durante este tiempo se considera que los estadios juveniles se encuentran
creciendo y migrando a través del higado hacia los ductos biliares. Sin embargo, las
concentraciones medias de LDH en los animales tratados con Ep-475 fueron
significativamente mas bajos que en los no tratados, a pesar de que se encontraron fuera de
los valores fisioldgicos. Los niveles medios de AST aumentaron en el grupo infectado y no
tratado a partir de la semana 4 postinfeccion, en contraste con el grupo tratado, ya que en
¢ste la actividad enzimatica se elevd de la semana 7 a 9 postinfeccion y retorno a los rangos
preinfeccion en la semana 10. Esta diferencia intergrupal puede ser parcialmente explicada
por la extensién de las lesiones parenquimatosas. Como se demostrd anteriormente, las
catepsinas de F. hepatica estan involucradas en la patogenicidad del parasito, lo cual puede
correlacionarse con los niveles maximos de LDH y AST. Entonces, puede considerarse
seguro sugerir que la interaccion del Ep-475 con las catepsinas del trematodo ejercio cierto
efecto protector en el parénquima hepatico. Esta proteccion pudo haberse presentado por la
inhibicion de las proteasas parasitarias, lo cual interfirid con su nutricion, desarrollo y
migracion. Por otro lado, los niveles medios de GGT indicativos de hiperplasia en el ducto
biliar (Dalton et al. 1996) fueron significativamente (P < 0.05) mas bajos en el grupo

tratado con relacion al no tratado. De acuerdo con estos resultados, es razonable sugerir que
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la inhibicién de la actividad de las catepsinas parasitarias produjo menor dafio ductular y en
consecuencia niveles mas bajos de GGT en el grupo tratado, o bien, en el caso de esta
ultima enzima, puede especularse que la GGT mantuvo concentraciones mas bajas en los
ovinos tratados debido a que los trematodos adultos en el ducto biliar no son tan dafiinos
para el epitelio biliar como los estadios juveniles, lo cual concuerda con datos demostrados
por Ferre et al. (1996, 1997). Estos resultados difieren con los que han sido observados en
estudios de farmacos anti-F. hepatica, dado que con estos ultimos generalmente se obtienen
concentraciones séricas de enzimas hepaticas significativamente similares a los niveles
preinfeccion después del tratamiento (Rew et al.,, 1978; Suhardono et al., 1991; Martinez-

Moreno et al., 1997).

En este experimento no se observo eficacia antihelmintica del Ep-475, ya que no se
redujo la carga parasitaria de los animales tratados, resultado que coincide con los
experimentos vacunales de Schistosoma bovis (Bushara et al., 1993; De Bont et al., 2003)
en los que no se redujo la carga parasitaria después de inmunizar a los animales con
enzimas del trematodo. No obstante, un hallazgo alentador del presente estudio consistié en
la reduccion significativa en el tamafio de los trematodos de ovinos tratados. Este resultado
es similar al informado por Dalton ef al. (1996) en un ensayo vacunal que empleo catepsina
L. Por consiguiente, puede considerarse seguro proponer que la incapacidad de F. hepatica

para alimentarse indujo un subdesarrollo en el parasito.

Tanto en el experimento 2 como en el 3 se observd que el inhibidor de cisteino
proteasas tiene un efecto reductor sobre la oviposicion y viabilidad de los huevos de F.
hepatica. Este resultado relativo a la disminucién en la fecundidad y capacidad de
embrionar concuerda con los datos de Dalton et al. (2003) y Wijffels ef al. (1994), quienes
realizaron ensayos vacunales con catepsinas L. El mecanismo exacto mediante el cual el
inactivante quimico afecta la fecundidad y capacidad para embrionar no se conoce, pero se
puede especular que el inhibidor afecta la produccion de los huevos y la viabilidad como
resultado de la falta de adquisicion de nutrientes por parte del parasito. El efecto sobre la

fecundidad y viabilidad de los huevos puede deberse también al subdesarrollo de
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estructuras reproductivas que contienen catepsina L e intervienen en la formacion del huevo

(Dalton et al., 1996).

A pesar de que el inhibidor de cisteino proteasas utilizado carece de eficacia
antihelmintica y no evita el dafio hepatico completamente, se puede considerar que ofrece
un cierto grado de proteccion al afectar el tamafio de los parésitos, su fecundidad y
capacidad para embrionar, sin efectos secundarios discernibles para el hospedador.
Considerando que la transmision de la fasciolosis se favorece por la contaminacion de las
pasturas con huevos viables, los efectos anti-fertilidad de un inhibidor de proteasas
determinado podrian ayudar a prevenir la transmision de la enfermedad y por consiguiente
reducir la prevalencia de fasciolosis en las areas endémicas. Adicionalmente, ain cuando
los animales llegaran a infectarse, la administracion oportuna de un inhibidor de catepsinas
podria disminuir la severidad de las lesiones hepaticas causadas por los estadios juveniles

en el parénquima hepético, y consecuentemente reducir la morbilidad y mortalidad.
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CONCLUSION

Se demostrd por primera vez in vivo que las catepsinas de F. hepatica estan involucradas en
la patogenicidad y fisiologia parasitaria y que su actividad proteolitica se reduce
significativamente mediante la administracion de inhibidores especificos de las cisteino
proteasas, sin provocar efectos secundarios discernibles en el hospedador.
Consecuentemente, estas enzimas son blancos potenciales para la quimioterapia
antiparasitaria. Se sugiere que se lleven a cabo estudios futuros de inhibidores de las
cisteino proteasas como agentes antiparasitarios potenciales con el objeto de disefiar

farmacoldgicamente derivados mas potentes y eficaces.
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Cuadro 1. Eficiencia comparativa de farmacos anti-Fasciola hepatica (Fairweather y
Boray, 1999)

Farmaco Via de
administracion
Hexaclorofeno Oral
Bitionol Oral
Oxiclozanida Oral
Niclofolan Oral
Subcutanea
Nitroxinil Subcutanea
Brotianida Oral
Rafoxanide Oral
Subcutanea
Closantel Oral
Subcutanea
Diamfenetida Oral
Albendazol Oral
Triclabendazol Oral
Clorsulon Oral
Subcutanea

Dosis mg/kg

Ovinos
15
75
15

4
NR
10
5.6
7.5
NR
7.5-10
NR
80-120

4.75
10

Bovinos

20
30
13-16
3
0.8
10
NR
7.5
3
NR
3
100

10
12
7
2

Dosis
maxima
tolerada

en

ovinos
mg/kg

40
75
60
12

40
27
45
40
400
30

200
100

Indice de

en ovinos

2.6

4.0
3.0

4.0
4.8
6.0
4.0
3.3-5.0
8

20-40
5

Edad minima
seguridad = del parasito en
semanas,
eficiencia > 90%

Ovinos

12
>12
12
12
NR
8
12
6
NR
6-8
NR
1diaa
6 sem.
>12
1

Bovinos
12
>12
> 14
>12
>12
10
NR
12
12
NR
>12
1 diaa
7 sem.
>12
1
8
>12

NR= No recomendada
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Cuadro 2. Espectro de eficiencia de los farmacos a dosis recomendadas contra

Fasciola hepatica en ovinos (Fairweather y Boray, 1999)

Farmaco

Edad del parasito en semanas

4 |5

6

7 8 9 110 |11

12 |13 | 14

Bitionol,
Hexaclorofeno,
Oxiclozanida,
Niclofolan,
Albendazol,

Clorsulon

50-70%

80-99%

Clorsulon

(oral)

90-99%

Nitroxinil,

Closantel

50-90% 91-99%

Rafoxanide

50-90%

91-99%

Triclabendazol

90-99%

99-100%

Diamfenetida

100-91%

80-50%
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Cuadro 3. Clases cataliticas de proteasas (Lecaille y Bromme, 2002)

Clases cataliticas

Numero total

Propiedades

Proteasas comunes

Metalo proteasas

Serino proteasas

Cisteino proteasas

Aspartico proteasas

159

140

121

18

La mayoria posee un
atomo de Zn que es
cataliticamente
activo.

La mayoria posee la
triada catalitica Asp-
His-Ser.

La catalisis ocurre a
través de la
formacion de un
intermediario
covalente, el cual
involucra un residuo
de cisteina e
histidina.

La catalisis acido-
base en general
conlleva a la
formacion de un
intermediario neutral
tetrahedral no
covalente.

Metalo proteasas

Quimotripsina,
tripsina, calicreina.

Catepsinas
lisosomales,
calpainas citosolicas.

Enzimas digestivas
como la pepsina 'y
enzimas procesadoras
como la renina.
Proteasas virales.
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Cuadro 4. Comparacion de las propiedades de las catepsinas B y L de los mamiferos
(Barret y Kirscke, 1981)

Catepsina B Catepsina L
Sustrato recomendado Z-Arg-Arg-AMC* Z-Phe-Arg-AMC**
Actividad de aminopeptidasa No No
Actividad de endopeptidasa Moderada Alta
Actividad de exopeptidasa Si No

* Abreviaturas: Z, benciloxicarbonil; AMC, 7-amino-4-metilcumarina
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Cuadro 5. Catepsinas L y B parasitarias como factores de virulencia en la interaccion

hospedador-parasito

FUNCION EJEMPLOS REFERENCIA
Penetracion dérmica/Tisular Trypanosoma McKerrow, 1989;
Trichomonas Oaks et al., 1991
Plasmodium Souza et al., 1992;
Leishmania Mottram et al., 1997;
Toxoplasma Rosenthal ef al., 1999;
Schistosoma
Invasion del organismo del Fasciola McKerrow, 1989;
hospedador Dermatophagus Dalton y Mulcahy, 2001
Destruccion de proteinas del Trichomonas Keene et al., 1986
hospedador Plasmodium McKerrow, 1989;
Entamoeba McKerrow et al., 1993;
Fasciola Brindley et al., 1997,
Schistosoma McKerrow, 1999;
Paragonimus Dalton y Mulcahy, 2001;
Que y Reed, 2002
Degradacion de la matriz Haemonchus Tort et al., 1999
extracelular
Evasion de la respuesta Trypanosoma McKerrow, 1989;
inmune Giardia Brindley et al., 1997,
Trichomonas DeCarlo et al., 1997:
Fasciola Tort et al., 1999;
Schistosoma McKerrow, 1999:
Necator Colley, 2000;
Toxocara Pepin y Meda, 2001;
Haemonchus Lecaille et al., 2002
Dermatophagus
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Cuadro 6. Catepsinas L y B parasitarias involucradas en la biologia del parasito

FUNCION EJEMPLOS REFERENCIA
Actividad de hemoglobinasa Trichomonas Rosenthal et al., 1993;
Plasmodium Brindley et al., 1997;
Entamoeba Olson et al., 1999;
Ascaris McKerrow, 1999;
Necator Dalton y Mulcahy, 2001;
Haemonchus Lecaille et al., 2002
Schistosoma
Fasciola
Paragonimus
Nutricién Entamoeba Keene et al., 1986:
Plasmodium McKerrow, 1989;
Trichuris McKerrow, 1999;
Ancylostoma McKerrow et al., 1999;
Toxocara Lecaille et al., 2002
Haemonchus Que y Reed, 2002
Dermatophagus
Crecimiento, desarrollo y Trypanosoma McKerrow, 1989;
replicacion Leishmania Ashall et al., 1990;
Trichomonas Bonaldo et al., 1991;
Schistosoma Meirelles et al., 1992;
Fasciola Harth et al., 1993;
Paragonimus Selzer et al., 1999;
Onchocerca Caffrey et al., 2000;
Ascaris Dalton y Mulcahy, 2001
Brugia’
Dermatophagus
Desenquistamiento Giardia Ward et al., 1997
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/

Activacion de proenzimas
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Catepsinas lisosomales
L,V,S,K,B,C,H,0,F,W,X

l

e

Homeostasis epidermal
(catepsina L)

W

Maduracién hormonal
(catepsinas Bv L)

Degradacion de proteinas
(catepsinas B. L v H)

Figura 1. Papeles fisiologicos de las cisteino proteasas en los mamiferos
(Chapman, et al., 1997; Nakagawa et al., 1999; Roth et al., 2000)
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Figura 2. Inhibidores de cisteino proteasas que contienen acido epoxisuccinico
(Schirmeister, 1999).
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Figura 3. Estructura del complejo
formado por la interaccién del E-64

con una cisteino proteasa

59



A

Seccidn de fejida

Ermulzian
ftografica

Defividad de ', Fevelado

la proteasa
E "’ Fijacidn

/

Laminilla cubierta con
suztrato rmarcada con
fuorescencia

‘ Seccith de tejido

Fas

/

‘ Incubacion

\

Letividad de la
prateaza

/

Figura 4. Vista esquematica de la ISZ (Yan y Blomme, 2003).
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A. ISZ con pelicula
fotografica;

B. ISZ con sustrato
marcado con
fluorescencia.
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Figura 5. Esquema de la célula intestinal en Fasciola hepatica en la fase secretoria

(izquierda) y absorbente (derecha) de su ciclo (Robinson y Threadgold, 1975; Halton,
1997).
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