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FPLC : fast pressure liguid chrowmatography

0.8 : toda la noche

U.E : unidad enzimatica

A.enz.! actividad enziméatics

A.E @ actividad especifica

BSA : meroalbimina bovinsa

SN : sobrenadante

U : unidades



RESUMEN

El desconocimiento acerca del mecanismo por 21 ocusal las
proteinas lisosomales 1legan 2 agte ocrganelia en
Trypanosomftidos 1llevd s ls ides de la purificsmcién de 1la
o{ —manosidasa lisosomal de T.eruzi. Esto permitiria luego
de su secuenciacién la comparascisn con otras enzinas
lisosomales en T.grumzi en la busqueda de secuencias &N comuin
que pudieran servir como sefial parsz sn transporte a la
organelsa.

El trabajo con o{ -manosidasa se vio iniecialmente dificultado
por una fuerte pérdida de sctividad durante su conservacidn,
por esto, los primeros ensayos se orientaron a la bisqueds
de condiciones de almaconsmiento que evitars 1ls rapida
disminucion de la capacidad catalitica. Hediante estos, se
encontrd que ﬁo habria actividad de proteasa en el msaterial
de partida y gque la concentracioén de proteinas no afectaria
la conservacién de la actividad. Finalmente se sncontrs aue
la conservacién de lao< -manosidssa s 4 ¢ en presencia de
10 mM de /3 ~mercaptoetanol resultaba spropiades para el
dessrrollo del trabajo.

La o -manosidasa mostré afinidad por la Concansvalina-A, de
lo que se deduce que es una glicoproteina de alts BRANOSEH .

El pH de méxima actividad fue de 4,5 1o que sugiere gque la
X =manosidasa estudiada es lisosomal. La enzima conservd
gran parte de su actividad después de incubarse 2 h. a 0 *o
¥ a 37 °C a pH superiores a 4. A pH inferiores a este la

estabilidad cayé bruscsmente luego de la incubacidén a las



dos tewmperaturas.

El céalzulo del PH de ls enzima nativa Que se realizd por
filtracidn molecular a través de dos columnas distintas no
dio resultados coincidentes, aungue en ambos Ccazoy se
obtuvieron dos picos de zotividad. E1 FM correspondiente a
la filtracién en FPLC dio nn pico de 200.800 y otro de
220.000.

Con el esquems de purificacidn seguido no se alcanzd 8
obtener la enzima purificzda a homogeneidad.

El rendimientc fue del 2,2% v la o ~nanosidasa al finsl del

proceso resultd con un gracdo de purificescidn igusl a 35.



El Trypanosoma cruzi,csusante del HAL DE CHAGAS,es un
protozoario, parte de cuyo ciclo de vida ge desarrolils en
un invertebrado; el pardsito utiliza como vector para su
transmisidén al huésped mamifero, insectos hematéfagoes de
la  clase Reduvidae,subfamilia Triatominse,que habitazn el
continente Americano,especiszlmente desd@ ¢l Rio Grande,que
separsa México de los Fstados Unidos,hasta el sur de Chile
y Argentina.
En el huésped mamifero se wmnltiplica intracelularmente,
sncontrandose también en la sangre (ver mis adelante). A
través de éstalpasa al hematdfisgo cuando este pica a8 un
mamifero infectado,completdndose asi el ciclo de vida.
Durante éste,el T.cruzi pasa por distintos estadios
morfolégicameﬁte distinguibles:
~-EPIMASTIGOTE: mide de 10 a 16 M de largo.El flagelo emerge
desde la regidn lateral anterior con respecto
a la direccidn de movimiento del pardsito.
-TRYPOMASTIGOTE : 20*25,4 de largo.El flagelo emerge desde el
. extremo apical posterior del pardsito,con
respecto a la direceidn del movimiento.
#AHAQTIGOTE: de menor tamafio(6 a 8 M).Es redondeado v
corresponde a 1= forma intracelulsr del paré-
sito.Presenta un flagelo muy corto, por esta

razén hay auvtores que prefieren 1lsmarlo gafa-



romastigote(l).
Puede describirse,entonces,el ciclo de vida en dos etapas:

A~ Ciglo de vida en el vertehrado:

En este huésped existen dos Formss del parasito:el amasti-
gote v =21 trypomastigote,

Este 1dltimo es 1la forma dque aparece ¢n la corriente
sapguinea e infecta & un amplio rango de <células,especisl-
mente células mugeulsares y de la glia.El fLrypomastigote no
se divide.Después de pencirsr sn la c¢éluls carbia répida-
mente a amastigote,el gue lleva a cabo una serie de fisiones
binsrias,aproximsdamente una cada 12 h. El nume.o final de
amastigotes por célula varia entre 50 v 300 dependiends del
tamafic de la misma.La transformacidén en trypomsstigotes
parece comenzsy cuande 1a céluls estid llens de smagtigotes.
B- Ciclo de vida en gl invertebrado:

Comienza con la2 incorporacién de hLrypomastigotes 8 través
de la sangre de un mamifero infectado.

Azi,llegs al tracto digegtivo del vector en donde sufre uns
gerie de transformaciones morfolégicas irreversibles con una
asecuencia fija,déndosge cada estado en un lugsr psrticular.
En el estémago la mayoria de los trypomastigotezs cambian
répidamente & epimasiigotes.istos se dividen sctivamente.En
el recto los epimasstigoles se diferencian en trypoumzastigotes
metaciclicos infectivos que salen con las heces,permitién-
dose asi, la transferencia a los mamiferos picados por el

hematdfago infeotsdo.(ver Tig. 1).



Fig.l:ciclo de vida del T.pruzi.
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En el T.gruzi se destacan:

1- Aparato : e povimiento (msstigon): formado por el flagelo
y el cuerpo basal o cinetosoma.El cuerpo bassl es una es-
tructurs cilindrica formsda por nueve tripletes de microti~-
bulos gque en su parte proximal es totalmente intracitoplas-
mitica y en su parte distal se proyecta sobre el flagelo.La
vaina flagelar es una extensidn tubular de la membrana
celular.En su parte distal el flagelo estd compuesto por un
circulo de nueve pares de microtubulos.

2- Membrana plasmatica: FPresenta gran interés por su papel
en la interaceidén huésped-pardsito. La membrana tiene un
espesor de 8 a 10 nm y se encuentra recubierts por unsa
cobertursa superficial de 5 nm de espesor en el epimastigote
v 15 nm en el trypomastigote. La membrana presenta del lado
citoplasmatico un sarmazdén de microtdbulos periféricos dis-
puestos en forma paralela entre si.

Los distintos estadios del pardsitc presentan diferencias
estructurales en cuanto 8 la composicién de la membransa lo
que parece corresponderse con diferencias funcionales. Asi,
mientras los epimastigotes se lisan por accidn directa del
complemento, los trypomastigotes circulantes son resistentes
iy,

3~ El compleio cinetoplasto-mitocondria: Los miembros del
srden Kinetoplastidas (al cual el T.eruzi pertensce) se carac-
terizan por la presencis de una unics mitocondris, conside-
rablemente ramificada, que regorre toda la longitud del

pardsito y presenta una zona definida, 1llamada cinetoplagto,



donde se encuentra el DNA wmitocondrial, llamade en este caso
DNA del cinetoplasto.

Bl cinetoplasto se encuentra ubicado en 1o base del masti-
gén, vy esta aspciacidn se mantiene a traves de todos los
cambios morfolégicos del Trypanosoma en su ciclo de vida. En
los trypasnosomatidos en general, los periodos de repicacidn
del DNA nuclear y del K-DNA son gincrédnicos.

4- Glicosomas: esta organela de simple membrana, descubierta
en 1877, debe su nombre a gue en ella se encontraron la
mayoria de ias enzimas de la via glicelitica (3).

Esta ruta es fundamental para la forma trypomastigote va que
en ella se encuentra inhibida la bicosintesis de las engimas
de la cadens respiratoria y del ciclo de Krebs. (4).

El} hecho de tener enzimas de esta via en una organela eas
exclusivo de.Trypanosomatjdog, ya que el resto de los suca-
riotes tienen estas enzimss en el citoplasma.

En el glicosoma se encuentran también enzimas de la fijacidn
del CO, , sintesis de lipidos y oxidacidn de dcidos gra-
808 .

La importacion de enzimas al glicosoms dependeria de sefisles
topolégicas consistentes en un exceso de cargss positivas
respecto &8 sus contrapartes citoplasmAticas ,sgrupadss en
dos o mads clusters (5).

o= Liﬂﬂﬁﬁma:- son organelss de membrana vnica que contienen
hidrolasas #cidas. FEstas enzimas actisn en 1a digestién
intracelulsr del material ingestado (heterofagia), de partes

no deseadas de la propia céluls (autafagia) o de szecreciones



celulares para contreolar su salida (erinofagis)., La ruptura
de la membrana liscsomal resulta en la muerte celular por
antolisis,

En mamiferons las enzimas lisosomales adquieren residuos
fosfomanosilos, gque son componentes escencisles de un marca-
dor que permite la unidn a un receptor especifico (rasceptor
Man.6-P) en el reticulo de CGolgl y la posterior traslocacidn
a lisosoma (6,7).

Este marcador es genersdo por la accidn secuencisl de dos
enzimas. Primero la N-acetilglucosaminilfosfotranferasa
transfiere N-acetilglucossmina 1-P desde el UDP-GlcNAc =
residucs de manosa especificos, presentes en oligasacaridos
de enzimaszs lisosomales generando azi el intermediario
fosfodiester; luego,el residuo de N- acetilglucosswming es
removido,quedando expuesto el grupo fosfomancsilo (8).

No se encontraron evidenciss de un mecanismo similar en
trypanosomitidos.

En homogenatos de epimastigotes de T.oruzi se detectd la
presengia de doce hidrolasas dcidas y cuatro hidrolasss casi
nuetras (8). Estos homogenatos tenian una fuerte scotividad
proteolitics;por el contraric las sctividades de las glico-
sidasas fueron muy déhiles excepto para la o ~-glucosidasa vy
para &« ~manméidasa. Esto hsace de T.eoruzi una excepcidn entre
log protozoarios, gque en general estén provistos dé un
amplic espectro de hidrolssas édcidas y neutras,

In este trabajo se encard la purificacidn v caracterizacién

parcial de una enzima lisosomal de T.orpnzi: la o ~manosidasa.



Esta es una enzima gue cataliza la hidrdlisis de enlaces o4 -
manosa.A diferencis de los vertebrados,en Tripanosomidtidos
no ge conoce oual es el mecanismo por el cual las enzimas
lisosomales alcanzan esta organela después de ser
gintetizadas.

En 1877 Opperdoes v Borst descubren en T.brucel ¥:1
existencia del glicosoms;este contiene la mayoria de las
enzimas de la via glicolitica asociadas a pesrticuls adewnis
de la glicerol quinass (3).La realizacidn de modelos
tridimensionales de trez enzimas glicosomales reveld que
tenian en Qomﬁn dos "hot zpots”.cada unc incluyendo un par
de aminoicidos basicos;estos fueron propuestos como sefisles
topolégicas que mediarisn &1 transporte de la enzims &l
glicosoma (5).

La purificacidén de la o -manosidssa permitiria,mediante &1
conocimiento de su secuencia primaria,ls comparacién con
otrag enzimas lisosomales anisladas de Tripanosoméitidos vy la
bisaqueda de sefiales ansdlogas a lag descriptas para las
enzinas glicosomales gue pudieran relacionarse c¢on la
importacidn de proteinas al lisosoma en estos organismos.
Para su purificacion se ussron métodos gque permiten la
geparacidn de proteinas de una mezela aprovechando las
caracteristicas de cada una., como por ejemplo, precipitacidn
diferencial en distintas concentraciones de sulfato de
amonio, afinidad por Concenavalina-A Sepharosa, CArgs
anionica a pH 7,4 y movilidad electroforética en geles de

poliacrilamida., Se estudic, sdemds, la eatabilidad de 1la

)



enzima en distintas condiciones de temperaturs, pH,
concenfracion de sales, presencia de f& -mercaptoetanol,ete.
También se determind el pH dptimo y el peso mnolecular en
columnas de filtracidén molecular.

Lag enzimas 1lisoscomales de T.corugzi, a diferencia de lo
ocurridoe con las enzimas glicosomales que fueron purificadss
¥y exhaustivamente estudiadas, solo fueron detectadas por

medicion de su actividad en un homogenato total de

T.oruzd.(8)

0



MATERIALES

Como fuente de Trypanosowmnas se usaron epimastigotes de la
cepa Tulahuen (stock Tul 2).Estos fueron crecidos entre 27 Vv

29 en el medio descripto por J.J Cazzulo vy ¢0l.(10) que

contiene:
g2/1

Infusion de cerebro y COrazon 33
- Triptosa 3

Na HPO .2H O 4

KC1 0,4

Glucosa 0,3

Hemina Q.02

pH=7,2-7,4

Después de la_esterilizaciéﬁ se agredan:

Suero fetal bovino inactivado 10%

Penicilina 100 U/ml (cone.final)
Estreptomicina 10/{g/m1 (cone.final) -

Las centrifugaciones se hicieron en una centrifuga Sorvall
RC2-B con un rotor S8 34, a excepcién de 1la centrifugsacién
hecha a 100.000 x £ que se hizo en unsa ultracentrifuga
Spinco L-2 con un rotor 50 Ty v la cosechs del cultive de
T.orugi que se realizé en un rotor Sorvall GSA a 8.000 yx &
dutante 10 min.

Las precipitaciones diferenciales se hicieron con sulfato de

amonio de grado enzimatico.

11



La Concsnavalina-A Sepharosa usada fue de Pharmacia.

La cromstografia de intercambio anidénico se realizd en uns

FPLZ (fast pressure liguid chromatographer)con una coelumns

comercial :Mono @ HR5/5 (Pharmacia).

La electroelucién se hizo en elutrap (Shleider y Shull),

FPara 1la determinscidn del peso molecular se ussaron dos tipos

de columnas:

A- Columna de Ultrogel ACA 22 LEB de 81 e¢m. de altura v

e cen. delidiametirollintenno:

B~ Superosa 12 de Pharmacia.

Para la determinacidén de proteinas se usaron los métodos de

Lowey (110 'y Bradford (125,

Para la det rminacidn de sctividad enzimitica se usgd

p-Nitrofenil X -manopirandsido (Sigma) como sustrato.

Lasg determinaciones de absorbancia se hicieron en un

espectrofotonetro Coleman Junior.

El X-metil mandsido usado fue de Sigma.

Los buffers utilizados fueron:

A- Tris 10 uM,NaCl 150 mM.CaCl,1 mM,MgCl, 1 mM,pH=7.86

B- Buffer A + 1M finsl de metil mandsido.

CiPris CLHEHDNMM pH=7 2

D~ Acetato de sodio 0.1 H pH=4, p-Nitrofenil o -~
manopirsndésido 6 mM,{(concentraciones finales en la
mezela de incubacidn).

-+ Glicina 130 mM,NaCl 70 mM,CO WHa 80 mM,pH=11.

F~ Tris CIH 50 mM,SDS 0.5%,glicerol 10%,azul de bromofencl

0.008%, mercsptoetanol 1%.

1%



G- Tris C1H 50 mM,NaCl 200 mM,.pH=7.2

H- Trig Cl1H 50 mM,MNaCl 200 wmM.Cl Mg 1 mH,pH=7.2
I- Trig ClH 50 mM,glicerol 20%,pH=7.2

J- Tris €1H 50 aM, lubrol 0.00%,pH=7.2

K- Tris C1H 50 mM.f.mercaptoetanol 10 mM,pH=7.2

Las soluciones usadses fueron:
1~ Sacarosa 0.25 M, mercaptoetanol 5 mM,EDTA-Na 5 mM,pH=7.2

11~ Solucion I + 0.1 M de TLCKE (tosil-lysine clorometilcetona)

13



HEXQDOS

I- Cosechs y rupturs del T.crnzi:
Cuando el cultivo alcanzd la fase exponencial del ere-
cimiento el material fue contrifugado & 3.000 x g 10 min.
El pellet =e lavd dos veces con la solucidn I.
Los epimastigotes se rompieron por tres ciclos de
congelamiento a ~20°C v descongelamiento.

La ruptura se verificé al microscopio éGptico.

II- Fraccionamiento subcelular:
El material roto se centrifugd 10 min. » 5.800 x g para
bajar trypanosomas enteros, ndclecs y grandes restos  de
membrans.
El sobrenadante se centrifugd 15 min. @ 17.200 x g, con
lo que  se peletean fragmentos chicos de mwmembrana vy
organelas no rotas.
Finalmente, el sobrenadante del paso anterior g€
centrifugd BOTmig, a L ap00enn o 4 para separar
nicrosomas, ribosowmas y peguefios restos de membrana.
El sobrenadante de Gltimo paso compuesto por material
citoplasmético y material libersdo de las organelss
rotas, se utilizé como fuente de enzima y s lo llamd

extracto crudo.

11I= Purificacidn de la enzimas:
1- Precipitseidén con sulfato de amonio:
El extracto crudo de la enzims se sometidé a uana

precipitacidon diferencial con sulfato ds sumonio.

14
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El rango de corts elegido fue entre 40% y 60% de la
sal, porque alli 1a muestra precipita con mwayor
actividad especifica.

Todo el procedimiento se realizé a 4 =@

Afinidad a lectina: Concanavalinsa-A

El precipitado del paso anterior se resuspendid en
un volumen de buffer A vy se incubd con un voldmen de
Con-A Sepharosa en batch (previamente lavada con
buffer A), durante 20 min. a 0 *C.

La elucién se realizsé por pasog incubédndose a 37 #C

15 min. con buffer bB.

Cromatografia de intercambio anidnico:

Antes de ser inyectado en la columna, el eluido de
Con-A se dializé O.N contra el buffer III y lusgo se
filtro a través de una membrana de Millipore de 0,25
ﬂ,m. La elucidén se realizé con un gradiente continuo
de D 8 0,5 H de NaCl en buffer III.

Se recogieron Fracciones de 0,5 nml.

Segundo pasajs por columns de MONO Q:

Las fracciones de maybr actividad del primer
intercambio anidénico se juntaron y se llevaron a 30
nM de NaCl para ser cromatografiadas en las mismas

condiciones.

Corrida en gel nativo en tubo

La fraceidn de mayor sctividad de ls segunda HONO @

15



g llevo a 10% de glicerol v 0,002% de azul de

0

bromofenol para =omneterla a electroforesis en gel de
poliscrilamida de 7% en condiciones nativase (13,14).
El gel se reveld por achbividad surergiéndolo en
buffer D. La zona gque indicaba actividad enzimatica

ge cortd v ge electroeluys ON s 100 V.,

IV- BElectroforesis en geles de poliacrilamids con S5DS:
Las muestras a' eorrer se  llevaron a secn ¥ 8¢
reasuspendieron en buffer F. Luego se hirvieron 2 min. vy
se sembraron .en gel de poliacrilamida-8DS 12,5% (15).
El gel se reveld segin &1 método de Oakley et al{ls).

V- Determinacidn de la actividad enzimética:
Se incubaron de 5 a 100 M1 de enzima con 400M 1 de buffer

D a 37 °C durante tiempos variables.

La reacciéon ze detuveo con el agregado de cnatro
volumenes de buffer . El ecolor formsdo debido al
paranitrofenol liberado en medio alecalino ge cuasntificd

por medicidn de absorbancia a 400 nnm.

Vi~ Curva de calibracidén: Absorbanecia a 400 nm. vg. moles
de p-Nitrafenol.
Con el objeto de expresar la A.enz. como moles de p-
Nitrofenol libsrados por minute, distintas massas de p-
Nit#ofenol se trataron de la misma manera que para las
medicionss de A.enz. v se mididé su absorbancia a 400 nm.
Todas la mediciones de hicieron por cuadruplicado.

Una U.E convierte 1 mol de sustrato en produeto en un

18



VI -

VI1le

minuto a 37 *C.

Determinacion del pH optimo:

Con este obiseto, una fracecidn parcialmente purificada
de la & -manosidasa (elunido de Con-A) se incubd con el
sustrato en un amplio rango de pH, para la cusl se

prepararon los siguientes buffers:

Buffers nH

v ey SRERE] FBh B s
Agetico/acetato B, 5 85 et Euld Silidisnds
Glicina C1H efi i BBy oy Bl NI

Las concentraciones finales de les buffers vy el
sustrato fueron 50 mM v b mH respectivamente.

Todas las mediciones se hicieron por duplicsdo,

Estabilidad frente al pH y la temperatura:

Se midid incubando la enzims parcialmente purificsda
Caluido de Con=A) & 37 2C .y 0% en Jos buffers
sefialados en el punto anterior.Lunego de dos horas se
llevd 1ls solucidn a pHi 4, se sgregd 21 sustrato (p-
Nitrofenil o -manopiranésido), me incubd & 37 *C v se

midid la actvidad eszimatica.

Las concentrsasciones finales de buffer vy sustrato

fueron igusles a las indicadas en el item VII.

17



IX- Estimaciones del peso molecular:
A- En ULTROGEL ACA 22.
Rengo de fraccionamiento: 100.000 o 3,000.000
Velocidad de flujo: 0.2 ml/minuto
Volumen muerto: 38 ml.
Volumen de exclusidn: 41 wml.Determinado por
pasaie de azul dextrano.
Para la calibracidén de la columnza se corrigron los
siguientes marcadores de PH en forma independiente:
Tiroglobulina: 8670
Catalasa:230~-230
Las corridas se hiciercn en buffer G.
El voldmen de elucién de los marcadores se deﬁerminé
con el método de Bradford y el de la oK -manosidass
por sctividad enzimatica.
B Filtraéién molecnlar en FPLC:
Para ajustar el calculo del FPM obtenido por
filtracion molecular, la enzima se sometid a una
cromatografia de fraccionamiento wmolecular en FPLC
con uns columna comercial: Supeross 12 de Pharmacla.
Rango de fraccionamiento: 1.000 -~ 300,000
Velocidad de flujo: 0,5 ml / minuto.
Volumen de fraccion: 0,3 ml
Bl volumen de elucién de la « -manosidssa  se
determind por sctividad enzimsdtica.
La columna 8¢  calibrd corriendo  los glguientes

marcadores en forma independiente:

18



MARCADOR PM

CATALABA 430-250
ALDOLASA 145 .000
BSA 67 .000

QUIMOTRIFSINOGENG 25.000

METODOC DE DETECCION

ENZIMATICO
ENZIMATICO
MEDICION DE PROTEINAS
HEDICION DE PROTEIRAS

19



RESULTADOS

1- Curva de calibracidn:
Para convertir 1ss unidades de sbsorbancia en noles de
p-Nitrofenol liberado se construyo la siguiente curva de

calibracion (figurs 2)

FTHHHRN faanad HTH A L | By [ f F
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Figura 2: a partir de una solucion 10 mH de p-Hitrofenol

a1 buffer acetato 0,1 moliar, pH=4, Fe
hiecieron d:luciones en el mismo buffer para
tener distintas masss de p-Nitrofenol. Luego

se agregaron 2 ml de buffer E por tubo y el
color formado se cuantificd por medicidn de
sbsorbancia a 400 nH.

En sbseisas se representan los n-moles de p-
Hitrofenol en solucidn.

Bn ordenadas e grafica la absorbancia
. registrada a 400 nm por las distintas soluciones.

Una unidad de actividad convierte un mol de sustrato en

producto en un minuto a 37 *C.



2~ EBstasbilidad de la enzima:
Durante los primeros ensavos de este trabsjo se detectd
una fuerte pérdida de A.enz. durante la conservacién de
distintas fracciones de la enzima.
La purificacion de laL -manosidass requeria como trabajo
previo un estudio sobre las condiciones en las que se
pudiera guardar 1la enzima a fin de evitar 1a fuerte
disminucién de la actividad que se observabs tanto en
extractos crudos coms  en fracciones parcialmente
purificadas de la misms Jdurante su almacensmiento.
Para ver si habia activadad de proteasa en la mezcla o
bien si 1la dilucidén de proteinas, producids dursnte 1la
purificacién de la muestra, afectsba la conservacién de
la actividad se hicieron diluciones 1/10 y 1/30 de un
sobrenandante de 100.000 x g en tres medios en los que
se la guardé congeladsa durante 48 h. L3 conservacién de
la actividad de lag -masnosidasa en cada dilucidén se
compard con un control en el que la concentrscién de
proteinas se elevd mediante el agregado de BSA.

Los resultados se muestran en la Tabla 1.



TABLA 1

U.E luego del
tiempo de con-

gelamiento
Medio Dilucidn BSA “6~;T~w%éméij% de sctividad
luego de 48 h.
de congelswmiento
Solucién I 1/10 e 28 19 55
31,2 15,6 50
1/30 + 12 3,8 30
14,4 4,5 31
Buffer G 1/10 + 33,6 24,8 53
s 28,8 207 73
1/30 + 18 750 42
= 16,8 8,9 53
Buffer H 1/10 + 33,5 15 44
= 28,8 21,2 )
1/30 + 18,8 raesh 42
- 21,6 Blg 32

La fuente de enzima fue un extracto crudo de 324
U.E/ml que tenis 9,5 mg/ml de proteina.
El agregado de BSA se hizo hasta 8 mg/ml de concentra-

¢ién final de proteinas.

De acuerdo a los resultados no habria una relacidn

importante entre la conservacidén de la asctividad
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enzimatics y la coneentracidn de protseinas ert
diluciones 1/10 y 1/30. Ademas, el hecho de gue se
perdiera méas actividsad en diluciones mayores, e€en una
primera aproximacién, seria contrario & la existencis de
una proteasa sctiva.

En 1la actividad medida antes de congelar se¢ observs una
menor actividad enzimatics en la solucidén I, respecto a
los buffers G y H; este efecto es mas notable en 1la
dilucién 1/30, podria deberse a la presencia de @ ~
mercaptoetanol en la solucidn I.

De acuerdo a la actividad luego de 48 h. de congelamien-
to, en la dilucidén 1/10 habria una mnavor estabilidad que
en la dilu:xidén 1/30. 3e estudid entonces, si esto podia
deberse a la dilucidn de algin factor que estuviers
presente en el extracto crudo y contribuyera a la
conservacion de la actividad enzimstica.

Con este objetivo, a la dilucidén 1/30 se le sgregd una
fraccioén del sobrenadante de 100.000 x g previamente inac-
tivado por calentamiento a 100 €C durante 10 min.

Los resultados se muestran en la Tabla 2.
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TABLA 2

Medio Dilucidn Solucidn U.E luego del % actividad
inactivada tiempo de con luego de 48h
gelaniento de congel.

0 h. 48 h.

Solucidn I 1/10 - 21 19,6 94,2
1/30 4- 6 52 120
1/30 -~ 4,4 e 170

Buffer G 1/10 - 23 BB TS
1/30 + 11 g 64
1/30 - 7 2.0 38

Buffer H 1/10 - 30 1307 4 Bz
1L/30 + 8,8 4,8 54
1/30 -~ Sy H, 8 83

La fuente de enzima fue la misma que la usada

en el experimento de la Tabla 1, pero al

momento de este ensayo (7 dias cdezspués) tenia

300 U.E/ml.

No se detectd A.enz. en 1a solucidn uvsada como

fuente del supuesto Ffactor.

A pesar de gue los valorss de conservacidén de la A.enz.
en solueién I no concuerdan con lo esperado, va Qi e
gienpre s¢ perdia A.enz. luego de un condelamiento, puede

verse dque la adicidén de ls solucidén inactivada no
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contribuye a la estabilizscidén de 1la o -manosidasa
durante el congelamiento de 48 h.

Al igual que la Tabla 1, puede verse una menor A.enz. en
la solucién I, respecto & los buffers G v H.

La presencia de Mgz+ en concentraciocn 1 wM no modifica la
actividad ni ls estabilidsd de 1la « ~mancsidasa.
Posteriormente se ensayé como afectabsn 8 la estabilidad
de 1la A.enz, el tiempo de congelamiento ¥ el namero de
pasos de congelamiento v descongelamiento, comparéndose
los resultados con los obtenidos con la enzima guardsda a
4.2¢.

Estas incubaciones se hicieron en distintos medios pars
probar el efecto del glicerol, el lubrol y el fawmercap~
toetanol.

Los resultados se muestrsn en 1s Tabla 3.



TABLA 3

O )

(el = o)

A.enz. EN LAS FRACCIONES

B e T T I U ST USSR T

C.a Cib C.ie Looa T FERl J K
56 56 58 ol 51 51 42 45
580 43 = 42 47 & 36,5 38
38 486 = 44 d8ukh = 42 32
42 25 41 as 26 42 29 38

Fuente de enzima: precipitado con sulfato de amonio.

C.a ~ I.a: enzima en buffers C e I conservads a 492 C.

C.b - I.b: enzima en buffers C e 1 congelada ¥y
descongelada los dias de ensavo.

C.e - I.c: enzima en buffers ¢ e I congelada y

. descongelada el ultimo dia de ensayo.

J: enzima en buffer J guardada a 4 %C.

K: enzima en buffer K guardada a 4 “C.

Como puede verse comparando las fraciones C.b con C.c vy
la I.b con I.c los pasos de congelamiento y descongels-
mientc disminuyen la A.enz., no asi el tiempo de
congelamiento.

Surge de estos resultados la conveniencia de mantener la
enzima guardada a 4 “C para evitar el congelamiento
(oomparar actividad en el dia 8 de las Ffracciones C.a b4
C.b yde la I.a con 1la I.b)

El glicerol al 20% y el lubrol al 0.05% no fueron dtiles

parsa la conservacion de 1z A.enz. a 4 iC‘@n ese tiempo.
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En cambioc.el uso de(ﬁ-mercaptoetanol, 2l bien caussd un
descenso inicisl en la A.=2nz., contribuyvé a mantenerla =
1o largo del experimento.

Para saber si la parcial inactivacidn de la enzima por la
presencia de mercaptoetanol era reversible, se diluyvé
20 veces la fraccidén K luego de la medicién del dias 8. La
A.snz. resultante, corrigiendo por el fsotor de dilucion
resulto ser de 48 U.E/ml, lo que indicas que la inactiva-
cidén es parcialmente reversible.

De acuerdo a estos resultados las fraccicnes de i
manosidasa fueron conservadas a 4 *C en ﬁ««meroaptﬂetanol
10 mM.

A pesar de que'en el dia & la A.enz. en la fraceién C.a
resulté algo superior a la encontrada en la fraccidén K,
todos los ensavos realizados:en medios conteniendo o4 -
manosidasa guardada a 4 * C revelaron una réapids pérdida

de A.enz. en ausencia defénmereaptoetanol.

Caracterizacion de la enzima:

A- Para estudiar si ls K -manosidasa es una
glicoproteina, una fraccidén de 1s misma se incubd con
Con-A Sepharosa y se analizid su capsacidad de pegado
como se describe en HETODOS (la glicoproteinas de
alta manosa tienen afinidad por Con-A).

Los resultsdos se ven en la Figurs 3.
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Fig. 3: afinidad de 1z -menosgidasn por Con-4.
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No sge detectdé A.enz. durante los pasos de lavade lo dgue
indica que la o -manosidags permanecid unida s 1la Con-A
hasta el momento de realizar las eluciones.Ademis, lss
proteinas distintas de € -manosidssa sin afinidad por
Con—-A se despegaron durante los pasos de lavado.

De su afinidad por Con-4 se concluvd gue 1s « -manosidasa
es una glicoproteina de alta meanosa.

Debido a esto se decidid usar al pasaje por Con-A como un

paso de purificacidén de la enzima.

La {-manosidass ez una glicosidasa dcida.
Para determinar el pH dptimo de sccidn, =se hicieron
incubaciones de una fraccién parcialmente purificadsa
de la enzima con el sustrate en distintos buffers de
maners de cubrir un amplio rango de pH.
Los resultados obtenidos sstan graficados en la Figura

4.



Fig. 4: actividad enzimatica 8 distintos pH.
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% reaccidén en buffer acetsto/acético.
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El pH éptime de catalisis de 1a 2 -manosidssa dde
T.oruzi es 4.5 ;esto sugicre gue la ubicscidn de ila
enzina es lisosomal.

Estabilidad de la o -manosidass a distintos pH & 0 =C

¥ 237 %o,

Para estudiar el efectc del pH sobre la congervacidn
de la A.enz., se incubd la enzima en diferentes pH
durante 2 h., a 0 y 37 *C, luego de lo cual se 1levd

la solucién 2 pH=4 y se midié la A.enz. Esta sge

compard con 1a obtenida al mismo pH sin  incubscidn
previa.

Los resultados se muestran en la Figurs 5.
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Fig. 5: estabilidad de la enzims a distintos pH a 0 vy 37'90.
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La enzima conservo gran parte de sy capacidad

catalitica 1luego de 2 h. de incubacidn a 0%*C y a 37
2C a pH=4., Lo mismo ccurrid a& pH mayores. En cambic, la
KL~-manosidasa perdid réapidamente A.enz. cuando se incubd

a pH extremadamente sAclidos,

En el rango de pH estudiado la estzbilidad a 0 *C fue

ligeramente superior a 1la obtenida a 372 C.

D- Determinacidon del PH.
El PM aproximado de la2a enzima nativa se determind
inicialmente mediante una cromatografia de filtracidn
molecular en ULTROGEL ACA 22 LEB.
En la Fig.6 se muestra el perfil de elucidn de
proteinas vy de ladA -manosidass,asi como el volumen de
glucién de 1oz marcadores usados pars calibrar la

columna .
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Como se ve en la figura,la K -manosidasa eluyé en dos
picos bien diferenciadaos (70 y 74 ml);este resultado
se repitid en otra corrida por la misma columna,
realizada en las mismas condiciones.

Con estos volimrnes de eslucidén se calcularon los Kav v
los PH correspondientes ,de acuerdo a la calibracién
previa.Estos fueron:

A~ 190 (Ve=70 ml)

e ) (Ve=74 ml)

Para ajustar el cédleulo del PM de la enzima nativa se
resalizé una cromatografia de filtracidén molecular en
FPLC.La muestra se invectd en uns columna con rango de
fraceionamienta apropiasdo para el PH moleculasr
est imado anteriormente:Superosa 12.Luego de is
cromatografia solo se detsectaron dos fraceiones con
A.enz. En la Fig.7 =e muestra la calibracidn de &
columna y los Kav correspondientes a los dos volimenes
de elucién detectados.

De scuerdo a esta calibracidn los PH obtenidos Ffueron:
J

)}

A- 220 (Kav= 0.2

™)

B- 200 (Kav= O.

B3
i
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Fig.7
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Las flechas indican los Kav correspondientes & los
volumenes de elucidn de las fracciones con A.enz.
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B~ Purificscidm de lay -manosidasa.
E.1: Método de ruptura del materisl.
Para obtener una fuonte de enzims & partir del cultivo
de N = debian romperse las nenbranas del
pardgito.Esto comenzéd haciéndose por congelamiento v
descongelamiento segin se describe en Hétodos. Ante 1a
evidencia de que estos pasocs disminuian la A.enz. se
compa o el metodo deseripto gon  la ruphtura oY
frice:.6n con arena en un morteroc.Psra ello,un coultivo
de epimastigotes fue separsdo en dos fraceiones gque se
someteron a los dos métodos de ruptura,

Los resultados se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4
Masa de Vol.de A.enz Prot A.E A.enz./nasa
T.cruzi solucion (U.E) T.cruzi
(g7 (ml) {mg (U.E/mg) (U.E/&)
A s g 210,86 i r7e 8 85 .4
B 155 7 343 44 ARt 2289

A:roto por arena,

Birote por congelamiento.

Si bien se tuvo una mavor actividad especifics

rompiendo con arensa,=e obtuvo mayor cantidad de enzims



va con la ruptura por los pasos de congelamiento v

e

ct

o

descongelamiento,como puede verse en log valores de
A.enz./masa de T.cruzi.En base a los resultados,se
utilizd este método para la obtencidn deX-manosidsss

a partir de cultivos de T.cruzi.

E.Z2:Precipitacidn con sulfato de amonio.

Para determinar el corte con sulfato de amonic nés

aprop ado para purificar una fraccidn cruda,un 8N  de

100.000 x & se precipité con distintos porcentajes de
sulfato de amonio y en estos precipitados me wmidiéd la

actividad especifics,tal cowo se muestrs en la Tabla

51
Tabla 5
% de sulfato A.enz. total Prot.total AE
de amonio
{U.E) {(mg) (U.E/mg)
0-40 e i 2
40-60 BB 3.4 8.3
80-80 M.D 386 -

El material de partida (S.N 100.000 x g) tenia

una A.F=1.5
N.D= no detectado.

En base a estos resultados se decidié el uso de 1sa
precipitacidén entre 40 v 80 % de sulfate de amonio,ys

que permitia una mayor purificscién en el primer paso
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del & quema.

E.3:Atinidad por leciina:Concanavalina-A

El precipitado del paso anteriocr se resuspendié en el
minime volumen de buffer A vy se pasd por Con-A en
batch como se describe en Métodos.

Como se ve en la Fig.Z,la mayoria de 1lss proteinas
salen antes de los pasos de elucion con X -~
metilmanosido.mientras qgue so0lo se detectd A.enz.
durante la elucién.Esto hace del pasaje por la lectina

un buen paso de purificsasecidn.

E.4:Primer intercambio aniénico.

El material diaslizado proveniente del paso anterior se
inyectd en una columna de intercambio anidénico.

En 1la Fig.8 se muestran el perfil de proteinas y de
actividad enzimatica eluidas de 1ls columna.En todas
las cromatografiss de intercambio aniénico reslizadas

el pico de A.enz. se obtuvo eluyendo con 0.25 M de NaCl.
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En este grafico pueds verse un pico de proteinss a 1la

altura del pico de actividad enzimaticsa.

E.b:Segundo intercambio aniénico.
Las fracciones 37,38 y 39 se recromatografiaron en la
misma columna.El perfil de elucidén se muestra en 1ls

Fig.9
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Como muestrs la Fig.9 a la altura de la elucidn de la
gi~man051da$a habri. al menos cuatro proteinas.
E.6:Corrida en gel nativeo.

Las fracciones 38,40 y 41 del paso snterior se
corrieron en un gel vativo de poliacrilamida sl 7%.
solamente se¢ detecid A.enz. er lasz [racciones 40 v
41.En ellas,el gel se corté a 1la altura de donde se
encontraba la enzima para eleptrmeluirlo.El producto
de estas electroeluciones se sembré en un gel de

poliscrilamidsa desnaturalizante (SD3-PAGE).

E.7: Tabla de purifiracién.

Para estudiar la eficiencia del esguema usado para
purificar 1la enzima y la de cada paso en particiular,
Se construyd una tabla de purificascidn a partir de las
mediciones de A.enz.. y proteinas de los distintos

pascs del proceso (ver préx. pag.).



Fraceidn Vel BTN VG e R 0 6 e oY ALE Rend . Akl
(ml) QISR D {mg. ) (U.E/mg. ) (%

SHO160 2.5 42850 2BZ., 5 hE 100

PP 40-60% 65 YT EhT SR 80,06 64,9

Eluida 14 3 1503 10,8 189 s ) 8.6

Con-A

Primer int. e 6525 e S Gl e

anidnicao

(F.37,38,39)

Segunde int. 1 g5 B, 7% ahe 252 34,7

anidnico
(f.40,41)

(x) Estimado del perfil de proteinas elunidas de la columna.

No se

pudo cuantificar A.enz. ni proteinas del gel nativo,.

Como por ensayos antericres se sabia que los pasos de
purificacidén implicaban una pérdida de actividad, estos
se  real zaron en el menor tiempo posible (para minimizar
la pérdida de sctividad debida a ia conservacidén de 1a
enzima)., Con el mismo propésito 1la didlisis realizasds
didrante toda 1a noche del eluido de Con-A contra el

buffer de corrida en Mono @, se hizo en la presencia de

ﬁ~meroaptoetanol 10 mM.

El paso con rendimientc mas alto fue el correspondiente a
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s precipitacidcon sulfato de amonio (54,9%).

Durante el pasaje por Con-A se conservé un 55% de la
A.enz.. En pasajes anteriores por la lectina, usszando una
menor relacidn de voliimen de Con-A Sephaross a voliwmen de
precipitado se habia recuperado solo el 30% de 1la A.enz..
Durante el primer pasaje por Mono B, se perdid un 60% ds
la A.enz., en concordsancis con pasajes anteriores. Sin
embargo debe observarse gue para este cdalculo ge usaron
solo tres de las once fraccionhes en que se detectd
actividad, esto es, la de mayor actividad especificsa.
Ademas, este paso se hizo después de un dializade O.N
durante el cual se detectd pérdida de A.enz.

Dadoe que en un ensayo anterior no pudop obtenerse la
enzima purificada a homogeneidad luego del pase por el
gel nativo, se decididé incluir en el protocolo de
purificacion una segunda corrids por Mono Q.

Como puede verse en la tabla, teniendo en cuenta las
fracciones del eluldo de la segunda Mono & gue usgaron
pars correr en gel nativo, solo se recuperd un 15% de 1la
A.enz.; resultando asi el rendimiento final del 2,2%.
Esta pérdida de A.enz. no fue acompafsds en el dltimo
paso por la separacidn de otras proteinas por lo gue la
purificacién final fue de 34,7 veces mientras que en el
paso anterior habia sido de 70,8 veces. Estos resultados
indican gque el segundo pasaje por €1 intercambiador
anidénico rasulté‘inaprapiado para la purificacidén de la

X~manosidasa.
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Corrida en SDS-PAGE.
Alicuotas de los pascs de purificacidn se corrieron en un
gel de poliscrlamida desnaturalizante Bl resultadeo =e

muestra en la siguiente fotografis.

A B Cp EF G H I J

pp “Lj"‘ L_.-‘ «

T .-
)

e I: estédndares de PH.

: SN 100.000 g (30 M g).

pp sulfato de smonioc (30 H g).
percolado de Con-A (15 H g).
eluido de Con-A (25 # g).

elunido de la £ Mono @ (25 Hg).
Pool de frac. 37,38 y 39.

A

B
(10
[
I
F:

G: frac. 41 de la 2° Mono G elunida del gel
nativo.,

H: " B&A (2.5 R g).

J: frac. 40 de la 2° Mono & eluida del gel
nativo.
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En #1 precipitadc con sulfato de amonic (C) puede verse
que a pesar del gran nimero de polipéptidos hay una ligersa
disminucion en su nuwnero & intensidad respecto del
extracto crudo (B).

Observando los carriles D yv E se ve que solo igna reducida
proporeion de las proteinas precipitadss tiene‘ afinidad
por 1s Con-A. En la corrida del percolado de Con-A (D),a
pesar de sembrarse menor cantidad de materisl que en E se
observa | una cantidad de proteinas apreciablemente
mayor .El resultado confirma la utilidad del empleo de
esta lectina en el esquema de purificaciédn.

Durante el primer psasaje por Hono & se produjo un
enrigquecimiento en polipéptidos de mayor FH, entre los
gue puede verse en la fotografia (F) la banda
correspondiente a la ¢ -manosidasa; este tipo de
polipéptidos no se observan en el paso anterior debide a
su menor abundancia relativa.

En G y en J se corrieron los eluidos del dltimo paso de
purificacion.Puede verse agni que laed -manosidassa no fue
purificada a homogeneidad.A pesar de esto,hay una bandsa
que se destaca en intensidad gsobre las deras
(flecha).Esta aparece mas intenssa en el eluido de la
fraceion 40 que en el de la 41 lo cual se correspande con
giie el pico de actividad de -manosidasa en el elulds de
la sedunda Mono @ se obtuvo sobre aquells fraccién.En base
3 estos resultados es probable que la banda sefialads ses

la correspondiente s 1a(x~-manosiﬁa$a.3u PM no puede
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calenlarse con exactitud va gque los esténdares de PM  no
corrieron de acuerdo a lo esperado.Sin  embargo, teniendo
en cuenta la corrida de ia BSA (H) este es menor que

67.000.
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RESCUSION

La ausencia en Trypanosowitidos del wmecanismo de transporte
de enzimas 3l lisosoma deseripto para vertebrados (8,72 v Ea
postulacién de un mecanismo de importscion de enzimas =2l
glicosoma basado en sefinles topoldgicas llevaron s la  ides
del estudio de enzimas lizosomales en la busqgueds de un modo
de transporte de proteinazs andlogo al descripto para
glicosomas.

De acuerde a su curva de sctividad en funcidn del pH, la &« -
manosidasa aqui estudiada es uns enzima lizosomal. E1
trabajo con esta enzima se vio inicislmente dificultado FOY
1= fuerte pérdida de actividad observada durante 4
almacenamiento. Es por esto gque los primeros eNSayvos se
orientaron a la busqueds de condiciones apropiladas para su
conservacion.

De 1a Tabla I surge que ls conservacién de la A.enz. 1o
dependeria de 1la concentracién de proteinas. B5i bien el
hecho de tener menor conservacién de actividad en diluciones
maycres no es concordante con la existencia de una protessa
sctiva no puede descartarse la posibilidad de que la
diluecidén de algin inhibidor permitiers la actividad de uns
proteasa. Como gl TLOK ejerce una inhibicién irreversible
sobre la cistein protesss purificsds a partir de T.ernzi por
Botitempi et al.(17),el resultado no puede deberse a la
accidn de estas enzima debida a la mayor dilucién del TLCK.
La menor estabilidad de 1la X -manosidass en la dilucién 1/30

tampoco resultd cousads por la dilucisn de aléun factor
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termoestable (Tabla 2).

En cambio,la pérdida de actividad disminuyd apreciablemente
cuando se conservd las enzima a2 4 C.Como se ve en ls Tabls 3
los pasos de congelamientco y descongelamiento causaban gran
parte de pérdida de actividad de la X -manosidasa.

Ademas del cambio en la temperaturs,ls conservacidén de frac-
ciones de la enzima en presencia de 10 nM de ~wercaptosta~
nol permitid encarar un proceso de purificacién sin una gran
disminucién de la actividad de 1a (X -manosidasa mas alls de
la producida durante los pasos del esquems seguido.

De su afinidad por la Concanavalina-A se deduce que la Kz
nannsidass es una glicosidasa de altsa manosa.Bsta propiedsd
facilitd la purificacidn ya que como se ve en la fotografia
una gran variedad de proteinas no se pegan 2 la lectins.

El pH de maxims actividad resultd similar sl de otra enzima
lisosomal,la cistein proteasa,auvnque en esta se encontrsron
ligeras va: iaciones del pH éptimo de acuerdo =zl sustrato
utilizado (16).

La capacidad catalitica de la enzima,luego de dos h. de
incubacidn cisminuyd notablemente a pH inferiores a 4;no se
apreciaron grandes diferencias en el tratamiento a 0 o a 37
°C a pH superiores a 4.

Para el cédlculo del PM se utilizé 1la técenica de
eromstografia de filtracidn molecular:si bien este no fue
eoincidente 1luego de la cromatografia en las dos columnas
ntilizadas en ambas se detectaron dos picos de actividad

enzimitica.Eso podria deberse a la existencia de dos formas
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de la enzima.Para confirmar esta suposiciodn deberia
obtenerse suficientes cantidad de enzima de los dos picos
como para realizar estudiecs parasl:ios con los gue  buscar
diferencias en el grado de glicosilacidn o 2n la estructura
primaria.

Para la purificacién de 1lsa 2 -manosidasa se usd  como
material de partida un sobrenadante de 100.000 x g del
sobrenadante contenia solamente material soluble ¥y en el se
detectaba una fuerte actividad de 1la £{ -manosidasa en
concordancia con lo descripte por J.L Avila et al. en 1979
(8).A pesar de que durante las centrifugaciones gque sa
realizan luego de la rupturas del material (ver Métodos) ge
produce una purificacién de 1s enzima,se considera como
primer pasc de esta a la precipitacién con sulfato de
Bmonic.

Al observar 1la tabla de purificacion puede verse gque 1la
inclusién de un segundo pasaje por interéambiaﬁor aniénico
no dié 1les resultsdos esperados.®n canbio la primera
cromatografia resulté apropiada va que, como puede verse ean
la tabla de purificacién en la fotografia posibilité un
importante enrigquecimientes de la nmuestrs ert ia Q( -
manosidasa. Debe notarse que ol porcentaje de recuperacidn
obtenido en los passjies por Hono 4 nunea superd el 35%.
Esto, sumado al hecho de que s2 trata de una enzima
minoritaria en T.cruzi v aque, si bien se mejoraren las
condioiones de almacenamiento siguid detecténdose pérdida de

actividad, contribuyé a gie gl final del proceso el
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rendimiento fuersa solo del #2,2%.

Luego del tltimo paso de purificsceisn no pudo atablecerae

la actividad enzimética presente debido 3 la escasez de
enzima activa;a pesar de csto la banda de D( -manosidasa

resultd claramente visible luego del revelsdo por actividsd

debido a su alta concentracion dentro del gel.
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